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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a resisténcia antimicrobiana uma das
maiores ameacgas a saude publica global no século XXI. Por isso, destaca a necessidade
urgente de pesquisas por alternativas inovadoras, especialmente contra bactérias Gram-
negativas criticas, como Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos (KpRC).
Nesse contexto, a nanotecnologia emerge como uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Assim, o presente estudo teve como
objetivo desenvolver e caracterizar nanoparticulas para a entrega do meropenem (MRP)
visando obter nova alternativa terapéutica frente a KpRC. Para tanto, foram desenvolvidas
trés diferentes formulagbes contendo quitosana (QT), um polimero com atividade
antimicrobiana promissora: nanoparticulas constituidas essencialmente por QT (NPQT),
lipossomas constituidos por dipalmitoilfosfatidilcolina e colesterol recobertos com QT (LQT)
e nanoparticulas associando prata, que também apresenta atividade antimicrobiana, com
QT (AgNPQT). Apesar de apresentarem resultados condizentes com a literatura em relagcéo
ao didametro hidrodinamico médio (DHm) (100,73 + 2,71 nm), indice de polidispersividade
(Pdl) (0,300 % 0,02) e potencial Zeta (PZ) (+ 26,97 + 0,21 mV), as NPQT exibiram baixa
eficiéncia de encapsulagcdo (EE) (~3%), inviabilizando estudos posteriores. Para os
lipossomas, apds o recobrimento com QT, obtivemos aumento no DHm (de 120,79 + 9,89
nm para 205,46 + 18,41 nm), manutencédo do Pdl e inversdo do PZ para valor positivo
(+27,17 £ 1,36 mV). Ademais, a EE foi maior que a observada para as NPQT (~26%).
Porém, os resultados de atividade antibacteriana in vitro frente a cepas de referéncia de K.
pneumoniae produtoras de carbapenemase evidenciaram que a nanoestruturagcéo nao foi
eficiente para reduzir a Concentrag&o Inibitoria Minima (CIM) em comparag¢ao ao MRP livre
(CIM > 500 pg/mL para ambas as amostras). Finalmente, as AgNPQT-ME-MRP
apresentaram DHm = 75,21 £ 6,06 nm, Pdl = 0,542 + 0,02e PZ = +41,60 £ 1,13 mV. Além
disso, as analises de espectroscopia Raman e espectroscopia Raman intensificada por
superficie (SERS) corroboraram a adsor¢gédo do MRP a superficie das AQNPQT. Para essa
formulacéao, realizamos também a caracterizagao morfolégica por Microscopia de Forga
Atdmica, a qual revelou a obtencao de particulas esféricas e com tamanho condizente com
o obtido para o DHm. Em relacdo a atividade frente a KpRC, a CIM das AgNPQT-MRP foi
menor que a obtida para o MRP livre para todas as cepas testadas (referéncia e clinicas),
com efeito bacteriostatico. Esses resultados podem estar relacionados a possivel acao
sinérgica entre o MRP e os constituintes da nanoparticula e indicam potencial promissor
para o enfrentamento a bactérias resistentes aos carbapenémicos.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana, carbapenemase, Klebsiella pneumoniae,
meropenem, nanotecnologia.



ABSTRACT

The World Health Organization (WHO) has declared antimicrobial resistance as one of
the greatest threats to global public health in the 21st century. Consequently, it highlights
the urgent need for research into innovative alternatives, particularly against critical Gram-
negative bacteria such as carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae (CRKp). In this
context, nanotechnology emerges as a promising strategy for developing new therapeutic
approaches. Thus, the present study aimed to develop and characterize nanoparticles for
the delivery of meropenem (MRP), with the goal of providing a new therapeutic alternative
against CRKp. Three different formulations containing chitosan (QT), a polymer with
promising antimicrobial activity, were developed: nanoparticles primarily composed of QT
(NPQT), liposomes made of dipalmitoylphosphatidylcholine and cholesterol coated with
QT (LQT), and nanoparticles combining silver, which also has antimicrobial activity, with
QT (AgNPQT). Although NPQT showed results consistent with the literature in terms of
average hydrodynamic diameter (DHm) (100.73 + 2.71 nm), polydispersity index (Pdl)
(0.300 £ 0.02), and zeta potential (ZP) (+26.97 + 0.21 mV), they exhibited low
encapsulation efficiency (EE) (~3%), precluding further studies. For the liposomes, after
QT coating, we observed an increase in DHm (from 120.79 + 9.89 nm to 205.46 + 18.41
nm), maintenance of Pdl, and inversion of ZP to a positive value (+27.17 + 1.36 mV).
Furthermore, EE was higher than that observed for NPQT (~26%). However, in vitro
antibacterial activity results against reference strains of carbapenemase-producing K.
pneumoniae indicated that nanoencapsulation was not effective in reducing the minimum
inhibitory concentration (MIC) compared to free MRP (MIC > 500 pg/mL for both samples).
Finally, the AQNPQT-ME-MRP exhibited DHm = 75.21 £ 6.06 nm, Pdl = 0.542 + 0.02, and
ZP =41.60 = 1.13 mV. Additionally, Raman spectroscopy and surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS) analyses corroborated the adsorption of MRP onto the AQNPQT
surface. Morphological characterization of this formulation using Atomic Force Microscopy
revealed spherical particles with sizes consistent with the DHm measurements. Regarding
activity against CRKp, the MIC of AgNPQT-MRP was lower than that of free MRP for all
tested strains (reference and clinical), with a bacteriostatic effect. These results may be
associated with a potential synergistic action between MRP and the nanoparticle
constituents, indicating promising potential for combating carbapenem-resistant bacteria.

Keywords: antimicrobial resistance, carbapenemase, Klebsiella pneumoniae,
meropenem, nanotechnology.
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1. INTRODUGAO

Em 2019, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) declarou a resisténcia
antimicrobiana (RAM) como um dos problemas de saude publica global mais graves e
complexos do século XXI, classificando-a entre as 10 principais ameacas enfrentadas
pela humanidade (WHO, 2019). Mundialmente, a RAM tornou-se uma das principais
causas de morte. Em estudo publicado, que analisou dados de 204 paises e territorios
no ano de 2019, estimou-se que 4,95 milhdes de mortes foram atribuidas a RAM, das
quais 1,27 milhdes estavam diretamente associadas a infecgdes por microrganismos
resistentes a medicamentos (Murray et al., 2022). O aumento continuo da RAM é
alarmante. Com base nos dados reportados por Murray et al. (2022), as previsdes de
O’Neill (2016), que estimam que até 2050 até 10 milhdes de pessoas poderdo morrer
em decorréncia de doencas multirresistentes, estdo se concretizando mais cedo do que
o esperado, com um custo anual de cerca de 1 bilhdo de dolares (O'Neill, 2016).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novos antibiéticos (ANTs) diminuiu devido
a barreiras econémicas e regulatérias (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019). A partir da
década de 70, observa-se uma lacuna no desenvolvimento de novos ANTs, e poucos
medicamentos foram aprovados desde entdo (Hutchings; Truman; Wilkinson, 2019;
Silver, 2011; Theuretzbacher, 2017). O alto custo de desenvolvimento, o uso de ANTs
por periodos curtos, o baixo valor comparado a outros tratamentos crénicos e a rapida
resisténcia bacteriana desmotivam a industria farmacéutica a investir nessa area
(Dutescu; Hillier, 2021).

O agravamento do cenario da RAM, possivelmente antecipado, esta
intrinsecamente ligado a pandemia de COVID-19 (do inglés, Coronavirus Disease 2019)
causada pelo virus SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2). A sobrecarga nos sistemas de saude durante a emergéncia sanitaria
contribuiu para o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos, incluindo os
carbapenémicos (Farfour, 2020; Ghosh; Bornman; Zafer, 2021). Nesse contexto, a
resisténcia a esses farmacos emerge como uma ameaga crescente a terapia

antibacteriana.
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Os carbapenémicos, como o meropenem (MRP), sdo agentes antibacterianos -
lactdmicos (BLAs) de amplo espectro que desempenham um papel critico no manejo de
infeccbes complicadas e graves, que podem ser causadas por patdogenos Gram-
negativos multidrogarresistentes (MDR), especialmente contra cepas produtoras de [3-
lactamases (Doi, 2019). Entre estas cepas bacterianas, a Klebsiella pneumoniae é
considerada uma espécie capaz de produzir B-lactamases de diferentes espectros,
inclusive carbapenemases. Nesse contexto, essa espécie bacteriana foi considerada pela
OMS como prioridade critica, com urgéncia para descoberta de novos antimicrobianos
(WHO, 2024).

De acordo com a lista de prioridades globais de bactérias resistentes, elaborada e
divulgada pela OMS para orientar a pesquisa e o desenvolvimento de novos ANTS, o
grupo de prioridade critica inclui: Acinetobacter baumanni resistente aos
carbapenémicos, Enterobacterales resistentes as cefalosporinas de terceira geracéo,
Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (ERC) e Mycobacterium tuberculosis
resistente a rifampicina (WHO, 2024). Considerando a epidemiologia das infec¢des por
ERC, observa-se que cepas de K. pneumoniae e Escherichia coli juntas somam mais de
90% dos casos, sendo amplamente disseminadas em todo o mundo (Ma et al., 2023;
Pesesky et al., 2015).

Diante do desafio de enfrentar a RAM, varias abordagens tém sido investigadas
para incrementar a eficacia dos carbapenémicos. As mais relevantes incluem a
otimizacdo da estabilidade desses agentes em relagédo as carbapenemases bacterianas
(Fair; Tor, 2014; Shaaban; Shaker; Mady, 2017), bem como o0 aumento de sua penetragao
e captacao bacteriana (Abdelkader et al., 2017; Rashki et al., 2021). Nesse contexto, o
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para a entrega de carbapenémicos pode
contribuir significativamente pois esses carreadores tém o potencial de aumentar a
interacdo do agente adsorvido com a célula bacteriana, favorecendo sua internalizagao
e, consequentemente, aumentando sua eficacia (Shaaban; Shaker; Mady, 2017;
Shahbandeh et al., 2021).

A RAM em Enterobacterales, especialmente devido as carbapenemases, € um
problema crescente e de dificil manejo, exigindo novas abordagens terapéuticas. A

nanotecnologia, ao oferecer solugbes inovadoras para potencializar a agdo de ANTs
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como o MRP, surge como uma estratégia promissora, embora ainda em fase de
investigacdo. Nesse sentido, esta dissertacdo teve como foco o desenvolvimento de
diferentes formulagcdes de nanoparticulas contendo MRP, visando combater infecgdes
causadas por K. pneumoniae produtora de carbapenemase, além de avaliar o potencial
da nanotecnologia no enfrentamento da RAM.

O trabalho foi organizado em capitulos para facilitar a compreensao do percurso
metodolégico adotado. No Capitulo |, apresentamos o desenvolvimento e a
caracterizagcao de nanoparticulas de quitosana para encapsulacdo de MRP. O Capitulo
Il aborda o desenvolvimento e a caracterizagcao de lipossomas revestidos com quitosana
para a veiculagao de MRP. Finalmente, no Capitulo lll, contextualizamos os resultados
referentes ao desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de prata associadas
a quitosana contendo MRP. Para cada Capitulo, foram descritos os itens Material e
Métodos; Resultados e Discussdo e Conclusgo. Ao final do trabalho, sdo abordadas as

perspectivas futuras visando a continuidade do estudo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.RESISTENCIA ANTIMICROBIANA (RAM)

A RAM é um fenbmeno natural que ocorre quando bactérias, virus, fungos e
parasitas se alteram ao longo do tempo, desenvolvendo ou adquirindo caracteristicas de
resisténcia por meio de mecanismos distintos, e ja ndo respondem aos medicamentos,
tornando as infecgdes mais dificeis de tratar e aumentando o risco de propagacgao e
gravidade das doengas e de morte (Helmy et al., 2023; WHO, 2021). Nesse sentido,
ocorre uma pressao seletiva no meio, o que pode fazer com que 0s microrganismos com
mecanismos de resisténcia especificos se tornem dominantes e, assim, transfiram esse
material genético para outra célula, aumentando as chances de resisténcia
(Laxminarayan et al., 2016).

Segundo a OMS, a RAM é uma das dez principais ameagas a saude global (WHO,
2021). A emergéncia de microrganismos resistentes a diversas classes de
antimicrobianos tem sido um fenbmeno progressivo. Nessa perspectiva, as
consequéncias diretas das infec¢gdes causadas por esses patdgenos sao graves,
incluindo o aumento do tempo de internacdo, escassez de opg¢des terapéuticas e
elevagdo da morbidade e mortalidade (OPAS, 2021). A esse respeito, existem
estimativas de que as infec¢des bacterianas multirresistentes estejam associadas a 4,95
milhdes de mortes em todo 0 mundo apenas no ano de 2019 (Murray et al., 2022).

E consenso que o uso excessivo e inadequado de ANTs tem acelerado a
disseminagao da resisténcia bacteriana (Helmy et al., 2023), desencadeando um
problema crescente e complexo que ameaca a eficacia de todas as classes desses
medicamentos (WHO, 2021). Nesse sentido, um estudo publicado por O’Neill em 2016
estimou que, até 2050, cerca de 10 milhées de mortes por ano seriam causadas por
microrganismos resistentes caso intervengbes como vigildncia e uso racional dos
antimicrobianos nao fossem praticadas (O'Neill, 2016; WHO, 2021).

A pandemia de COVID-19, causada pelo SARS-CoV-2, contribuiu para a ocorréncia
de infecgbes bacterianas e fungicas secundarias (Hsu, 2020; Rodriguez et al., 2021),
além de sobrecarregar os sistemas de saude, o que levou ao uso abusivo e

indiscriminado de antimicrobianos. Em um estudo conduzido em unidades dedicadas ao
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tratamento da COVID-19 em um hospital em Maryland, Estados Unidos da América,
durante maio e junho de 2020, 97% dos pacientes com COVID-19 receberam
antibioticoterapia antes da primeira cultura positiva para bacilo Gram-negativo resistente,
e 32% desses pacientes evoluiram para 6bito. O uso inadequado desses medicamentos
impactou diretamente a RAM, com até dois tercos dos pacientes recebendo ANTs, apesar
de apenas 5 a 8% terem real indicagcao (Patel et al., 2021). Coinfecgdes e infecgdes
secundarias complicaram ainda mais o tratamento clinico (Guisado et al., 2020; Nori et
al., 2020; Patel et al., 2021).

Nesse cenario complexo, diversos patégenos dificulta ainda mais a dindmica do
tratamento. Estudo indica que a pandemia de COVID-19 aumentou a prevaléncia de
genes de resisténcia antimicrobiana em patdégenos como Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e bactérias da ordem Enterobacterales (carregando genes
como blanpm € blakec). Esse fenbmeno foi especialmente notado em espécies como E.
coli, Enterobacter spp. e K. pneumoniae, intensificando os desafios terapéuticos durante
a pandemia (Kiffer et al., 2023).

Em 2024, a OMS atualizou a lista de patdgenos prioritarios resistentes a ANTS,
destacando 15 grupos bacterianos que representam uma grave ameaga a saude humana
(Quadro 1). O objetivo dessa lista é orientar e incentivar a pesquisa e o desenvolvimento
de novos ANTSs, com énfase nas bactérias Gram-negativas multirresistentes de prioridade

critica, como parte dos esforgos para conter a crescente RAM (WHO, 2024).
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Quadro 1 - Lista de patdgenos prioritarios resistentes a ANTs

Prioridade Critica

Enterobacterales resistente aos carbapenémicos
Enterobacterales resistente a cefalosporina de 32 geragcao
Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos

Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina*
Prioridade Alta
Salmonella Typhi resistente a fluoroquinolona

Shigella spp. resistente a fluoroquinolona
Enterococcus faecium resistente a vancomicina

Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos
Salmonella nao tifoide resistente a fluoroquinolona

Neisseria gonorrhoeae resistente a cefalosporina de 3% geragao e/ou
resistente a fluoroquinolona

Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Estreptococos do Grupo A resistente aos macrolideos
Streptococcus pneumoniae resistente aos macrolideos
Haemophilus influenzae resistente a ampicilina
Estreptococos do Grupo B resistente a penicilina
*incluido apdés analise independente com critérios paralelos e posterior
aplicacao de matriz multi-criteria decision analysis (MCDA) adaptada
Fonte: Adaptado de WHO (2024)

A divisdo em trés niveis de prioridade reflete a urgéncia com que novos
tratamentos sdo necessarios. Ao longo das ultimas décadas, a exposigao continua de
microrganismos a antimicrobianos resultou no surgimento de patégenos
multirresistentes, conhecidos como superbactérias (Ganewatta; Rahman; Chuanbing,
2017). Entre esses, as bactérias Gram-negativas resistentes, especialmente os membros
da ordem Enterobacterales, destacam-se como uma das maiores ameagas a saude
humana (Parmanik et al., 2022).

A K. pneumoniae esta classificada como prioridade critica e também esta entre os
17 patogenos prioritarios para pesquisa e desenvolvimento de vacinas, listados pela OMS
recentemente, alinhando assim seus esforcos para enfrentar os desafios mais

significativos das doencas infecciosas resistentes (Hasso-Agopsowicz et al, 2024).
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2.2.ANTIMICROBIANOS

No inicio do século XX, as doencgas infecciosas eram a principal causa de morte
global. Contudo, a introdugdo de agentes antimicrobianos levou a uma significativa
reducao na morbidade e mortalidade associadas a essas enfermidades (Cohen, 2000).
O periodo entre 1940 e 1960 é frequentemente referido como a "era de ouro" dos ANTS,
caracterizado pela descoberta e desenvolvimento continuo de medicamentos eficazes.
Desde entédo, a descoberta de novos ANTs tem diminuido gradualmente, acompanhada
pela evolugao de patdégenos resistentes a medicamentos (Salam et al., 2023).

Atualmente, a resisténcia aos ANTs atinge niveis criticos, comprometendo a
eficacia das opgdes terapéuticas. Nos ultimos anos, o numero de novos antibacterianos
que completam o processo de desenvolvimento e recebem aprovagao tem diminuido
vertiginosamente, refletindo uma queda continua nas aprovagdes, enquanto a RAM
apresenta sinais alarmantes de aumento (Huh; Kwon, 2011) (Figura 1). As infecgdes
resistentes, tanto em ambientes hospitalares quanto na comunidade, estao crescendo e
ameacgam gravemente nossa capacidade de tratar doengas sérias. Essa situagcao exige

solugdes de longo prazo para enfrentar o crescente desafio da RAM.
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Figura 1 - Evolugao da introducao dos antibiéticos e o surgimento da resisténcia
antimicrobiana

Resisténcia Antimicrobiana

m Enterococcus resistente Vancomicina
Fluoroguinodona
Melicilina

m Staphyplococcus resislente Vancomicina
Estreplomicina

Sulfonamida

Linezokda
Colisfina
Carbapenémicos

m Todos os antibiolicos

| 1970 1960 | 1990
=

Lacuns de inavacso

cafploang

Quinsolonas,
Streptograminas

{085 imipenem,

Macrohdeoas ceftazidsma

Introducdo dos antibidticos

Fonte: Adaptado de Helmy, (2023)

2.21. Antibiéticos B-lactamicos (BLAs) — Carbapenémicos

Os antibidticos BLAs sdo agentes bactericidas que atuam interrompendo a
formacgao da parede celular bacteriana por meio da ligagao covalente as transpeptidases
PBPs (do inglés, Penicillin-Binding Proteins). Essas enzimas desempenham um papel
crucial nas etapas finais da reticulagdao do peptidoglicano, tanto em bactérias Gram-

negativas quanto em Gram-positivas (Bush; Bradford, 2016). Além disso, nas bactérias
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Gram-negativas, os BLAs, sendo moléculas hidrofilicas, penetram através de porinas; a
diminuicdo da expressdao dessas porinas contribui para a selecdao de bactérias
resistentes. Os BLAs contém um anel B-lactédmico (Figura 2) que interfere na biossintese
da parede celular, inibindo as PBPs responsaveis pela reticulagdo do peptidoglicano.
Essa modificacdo interfere na serina do sitio ativo das PBPs, inibindo as enzimas
biossintéticas e prejudicando a biossintese da parede celular. Como resultado, ocorre a
citolise bacteriana, com baixa toxicidade para os humanos, ja que as células humanas

nao possuem parede celular (Drawz; Bonomo, 2010).

Figura 2 - Estrutura geral dos beta-lactamicos

Em vermelho, a representacao do anel 3-lactamico
Fonte: Adaptado de Draws; Bonomo (2010)

Além disso, os BLAs constituem a classe de ANTs mais amplamente utilizada no
mundo, representando mais de 50% do mercado global e 65% das prescri¢gdes injetaveis
nos Estados Unidos da América (Bush; Bradford, 2016; Hamed et al., 2013; Rajivgandhi
et al.,, 2021). No entanto, o uso indiscriminado desses medicamentos, incluindo sua
aplicacdo em infec¢des virais e fungicas, tem contribuido para o aumento da RAM
(Ferreira; Paes; Lichtenstein, 2008; Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017).

Os mecanismos de resisténcia incluem mutagdes nas PBPs, bombas de efluxo,
diminuicdo da permeabilidade da membrana e producao de -lactamases, que rompem
o anel B-lactdamico dos ANTs (Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017; Reygaert, 2018; Zheng
et al., 2023). Essas B-lactamases comprometem a eficacia dos BLAs ao abrirem o anel

B-lactamico, uma porgéo crucial para a fungéo bioldgica (Massova; Mobashery, 1998).
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Com o anel aberto, o ANT perde a capacidade de se ligar as PBPs, ficando
impossibilitado de interromper a sintese da parede celular (Reygaert, 2018).

Existem quatro classes principais de BLAs: penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (Figura 3). Cada uma dessas classes apresenta
variagdes em suas estruturas quimicas, o que influencia tanto o espectro de agao quanto
a resisténcia as B-lactamases (Suarez; Gudiol, 2009).

Figura 3 - Estrutura quimica das quatro classes de B-lactadmicos existentes
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Fonte: Adaptado de Draws; Bonomo (2010)

Os carbapenémicos se diferenciam de outras classes de BLAs por apresentarem
um anel B-lactamico insaturado e sem enxofre (Mancuso et al., 2021). Essa classe inclui
imipenem, ertapenem, MRP e doripenem, sendo considerada como tratamento de ultima
linha para infecgbes causadas por organismos MDR, definidos como aqueles que séo
resistentes a pelo menos um agente de trés ou mais classes de antimicrobianos
(Mancuso et al., 2021).

Nas ultimas duas décadas, 0 uso excessivo de carbapenémicos na pratica clinica

global tem sido impulsionado pela necessidade de combater infec¢des causadas por
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bactérias produtoras de B-lactamase de espectro estendido (ESBL), que hidrolisam
quase todos os ANTs BLAs, exceto os carbapenémicos (Jean et al., 2022).

No entanto, a disseminacdo de bactérias Gram-negativas resistentes a
carbapenémicos, tanto em situagcdes endémicas quanto em surtos, representa um
desafio terapéutico diario na maioria das unidades de terapia intensiva (UTIs) em todo o
mundo. Essa resisténcia € um dos principais fatores que contribuem para a resisténcia a
multiplos medicamentos, frequentemente caracterizando o ultimo estagio antes da pan-

resisténcia (Aurilio et al., 2022).

2.2.1.1. Meropenem (MRP)

O MRP (Figura 4) é administrado por via intravenosa e demonstra eficacia contra
uma ampla gama de bactérias aerdbicas e anaerdbicas, tanto Gram-negativas quanto
Gram-positivas (Cielecka-Piontek et al., 2013). Ele apresenta notavel resisténcia a
degradagao causada por B-lactamases, devido a introdu¢ao de um grupo metil na posigao
C4 (Abdelkader et al., 2017; Cielecka-Piontek et al., 2013; Mohr, 2008).

Do ponto de vista fisico-quimico, o MRP é um p6 cristalino que varia de branco a
amarelo palido, pouco soluvel em agua, muito pouco soluvel em alcool etilico, e soluvel
em fosfato de potassio monobasico a 5% (p/v) (Brasil, 2019). Sua estrutura zwitteridnica
apresenta dois valores de constante de dissociagao (pka): 2,9, referente ao grupamento
acido carboxilico, e 7,4, para o grupamento aminico do anel pirrolidinico (Tomasello et
al., 2019).

O MRP possui meia-vida curta e apresenta variabilidade nas concentragdes
plasmaticas, exigindo administragdo frequente de doses elevadas (0,5 a 1 g, trés vezes
ao dia) (Abdelkader et al., 2017). Apés a administragdo parenteral, ele se distribui
rapidamente nos tecidos, apresenta baixa ligacdo a proteinas plasmaticas
(aproximadamente 2%) e possui uma meia-vida de eliminagdo de cerca de 1 hora em

pacientes com func¢ao renal normal (Craig, 1997).
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Figura 4: Estrutura quimica do Meropenem
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Fonte: Adaptado de Cielecka-Piontek et al. (2013)

O MRP é um ANT de ultima linha para tratar infecgbes graves causadas por
bactérias multirresistentes. No entanto, a selecido de Enterobacterales resistentes aos
carbapenémicos (ERC) tem limitado sua eficacia, reduzindo as opcdes terapéuticas

disponiveis e representando uma séria ameacga a saude global (Memar et al., 2020).
2.3.ENTEROBACTERALES RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS (ERC)

A ordem Enterobacterales abrange um extenso e diversificado conjunto de
bactérias Gram-negativas, caracterizadas por sua natureza facultativamente anaerdbica,
pela auséncia de formagao de esporos e por uma morfologia em forma de bastonete.
Esses microrganismos sao ubiquos, colonizando uma variedade de nichos ecoldgicos,
como solos e ambientes aquaticos, e estabelecendo associagdes com diversos seres
vivos, incluindo plantas, insetos, animais e humanos. Além disso, s&o reconhecidos como
patdgenos oportunistas (Adeolu et al., 2016; Procop et al., 2018).

Essa ordem inclui as familias  Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae e Budviciaceae (Adeolu
et al., 2016). Entre elas, os membros da familia Enterobacteriaceae tém um impacto
significativo na medicina, na saude publica e na veterinaria em todo o mundo. Essas
bactérias estdo associadas a diversas sindromes clinicas e desempenham um papel
crucial em enterites de origem alimentar e infecgdes zoond6ticas, que podem variar desde
surtos localizados até pandemias (Janda; Abbott, 2021).

As Enterobacterales sao particularmente relevantes nas Infecgoes Relacionadas
a Assisténcia a Saude (IRAS), como infecgdes da corrente sanguinea associadas a

cateteres, infecgbes urinarias, pneumonia e infecgdes de sitio cirurgico, elevando os
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custos com os cuidados de saude (WHO, 2024). Entre os patdgenos mais comuns nessas
infeccdes, destacam-se E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp., seguidos por Proteus
spp., Serratia spp. e Citrobacter spp. (Kang et al., 2012).

A emergéncia de ERC representa uma complicagéo significativa no contexto das
infeccbes enterobacterianas (Vivas et al., 2020). Classificados como uma prioridade
critica pela OMS para orientar pesquisas e estratégias de prevengao e controle da RAM
(WHO, 2024), esses patogenos constituem um grupo de superbactérias que representam
ameacas sérias em ambientes hospitalares, casas de repouso e entre pacientes que
dependem de dispositivos médicos, como respiradores e cateteres intravenosos.

Esses microrganismos séao notavelmente adaptaveis e tém a capacidade de formar
biofilmes, permitindo-lhes colonizar diversos nichos ecolégicos. Além disso, possuem
uma extraordinaria habilidade para adquirir elementos genéticos moveis, como
plasmideos, o que facilita a disseminagao de genes de resisténcia bacteriana. Essa
capacidade de troca genética complica ainda mais as opg¢des de tratamento disponiveis
(Pompilio et al., 2023; WHO, 2024). As infecgbes causadas por ERC séo particularmente
desafiadoras, pois muitas vezes nao respondem a terapia com ANTSs, resultando em
falhas terapéuticas para quase todas as opgdes antibacterianas disponiveis na pratica
clinica, o que configura uma séria ameaca a saude publica (CDC, 2019; Memar et al.,
2020).

A disseminacdo global da resisténcia aos carbapenémicos € impulsionada
principalmente pela produgdo de enzimas do tipo B-lactamases, principalmente as
carbapenemases. Essas enzimas estdo associadas a taxas crescentes de resisténcia em
todo o mundo, resultando em altas taxas de mortalidade devido as op¢des de tratamento
extremamente limitadas (PAHO, 2021; Pesesky et al., 2015).

Nas bactérias Gram-positivas (BGP), observa-se uma expressdo mais acentuada
de B-lactamases, embora ndao haja um acumulo significativo desta enzima. Em
contrapartida, nas bactérias Gram-negativas (BGN), a producdo de B-lactamases é
menos pronunciada, contudo, ocorre uma abundancia notavel dessa enzima no espaco
periplasmatico, situado abaixo da membrana externa (Kapoor; Saigal; Elongavan, 2017),

conforme visualizado na Figura 5.
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Figura 5— Representacdo esquematica do posicionamento das -lactamases nas
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Fonte: Zangrossi (2017)

A classificacdo de Ambler, proposta em 1980, é baseada em analogias com a
sequéncia peptidica e categoriza as B-lactamases em quatro grupos (A, B, C e D). Trés
desses grupos (A, C e D) consistem em enzimas com sitio ativo na serina, conhecidas
como serina B-lactamases. O quarto grupo (B) € formado por metalo B-lactamases
(MBLs), que dependem de zinco e sao "inibidas por EDTA" (Ambler, 1980). Na Classe A,
incluem-se B-lactamases de espectro estreito, B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) e serinocarbapenemases. A Classe C abriga as cefalosporinases, enquanto a
Classe D contém as oxacilinases. Dentre essas enzimas, as que conseguem hidrolisar
os carbapenémicos incluem as serinocarbapenemases, MBLs e algumas oxacilinases
(Nordmann; Poirel, 2019; Queenan; Bush, 2;0007).

A Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), um tipo de B-lactamase da classe
A de Ambler codificada pelo gene blakec, foi relatada pela primeira vez nos Estados
Unidos no final da década de 1990. E a enzima mais disseminada desse grupo, associada
a altas taxas de mortalidade (Bush, 2018). Atualmente, apenas combinagdes que incluem
avibactam, vaborbactam e relebactam demonstram eficacia na inibicado dessas enzimas
(Coppola et al., 2022; Tompkins; van Duin, 2021). A busca por potenciais inibidores de -

lactamases € uma das principais estratégias na investigagcao de terapias alternativas
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(Theuretzbacher et al., 2020). As ERC produtoras de KPC se disseminaram globalmente,
estabelecendo essa carbapenemase como a mais prevalente entre Enterobacterales nos
Estados Unidos, Europa e América Latina (Satlin et al., 2022).

As MBLs utilizam um ou dois ions de zinco para ativar moléculas de agua,
permitindo a hidrolise de quase todos os tipos de BLAs, o que as tornam uma ameaca
crescente. A prevaléncia global de Enterobacterales produtoras de carbapenemases
(EPC) esta em ascensdo, com uma tendéncia acentuada de isolados produtores de
MBLs. Os principais representantes deste grupo incluem a New Delhi metallo-£-
lactamase (NDM), a Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase (VIM) e a
imipenemase (IMP) (Potter; D’Souza; Dantas, 2016), codificadas, respectivamente, pelos
genes blanpm, blavim € blampe, sendo as mais frequentemente disseminadas. Dada a
rapida propagagéo dessas enzimas e as opg¢oes limitadas de tratamento, a NDM merece
atencgao especial (Coppola et al., 2022, Tompkins; van Duin, 2021).

As oxacilinases sao enzimas que também utilizam serina em seu sitio ativo para
catalisar a hidrolise do anel B-lactamico. Entre essas, destacam-se as carbapenemases
do tipo OXA-like, que possuem a capacidade de degradar carbapenémicos. A enzima
OXA-48-like, codificada pelo gene blaoxa-4sike, € @ representante mais comum desse
grupo, encontrada em diversas espécies da ordem Enterobacterales. No que tange ao
tratamento, somente combinagdes que incluem avibactam demonstram eficacia contra

essas enzimas (Coppola et al., 2022, Tompkins; van Duin, 2021).

2.3.1. Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos

A K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae,
normalmente presente na microbiota intestinal, mas que pode atuar como patdgeno
oportunista, causando infecgbes graves em pacientes hospitalizados e
imunocomprometidos (ECDC, 2024). Estima-se que seja responsavel por 20 a 30% das
pneumonias nosocomiais nas Ameéricas e esta entre os principais isolados em casos de
bacteremia Gram-negativa (WHO, 2024).

O principal mecanismo de resisténcia em K. pneumoniae, com implicacdes

significativas para a saude publica, € a resisténcia aos carbapenémicos. A enzima KPC
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€ a principal responsavel por esse fendtipo de resisténcia. Cepas KPC demonstram
elevada resisténcia ndo apenas a todos os BLAs, mas também a maioria das outras
classes de ANTs (Seibert et al., 2014).

As carbapenemases da classe A foram identificadas de forma esporadica em
isolados clinicos desde a década de 1980, geralmente como enzimas cromossémicas. A
primeira cepa contendo a carbapenemase KPC-1, localizada em um plasmideo, foi
detectada na Carolina do Norte em 1996 (Yigit et al., 2001). No entanto, essas cepas
permaneceram raras nos Estados Unidos da América até 2005, quando surtos de
Enterobacteriaceae produtoras de KPC foram relatados em varios hospitais de Nova York
e Nova Jersey. A partir desse momento, a disseminagao dessas cepas se expandiu para
diversas regides do mundo, facilitando a troca genética entre diferentes espécies de
enterobactérias (Nordmann et al., 2014).

Relatorios globais indicam altos niveis de resisténcia em bactérias frequentemente
associadas a casos de sepse em ambientes hospitalares, como K. pneumoniae e
Acinetobacter spp. Antibiéticos de ultima linha, como os carbapenémicos, s&o essenciais
para o tratamento dessas infecgbes graves. No entanto, dados recentes revelam que as
sepses causadas por K. pneumoniae frequentemente apresentam resisténcia aos
carbapenémicos, aumentando o risco de morte por infecgdes intrataveis (OPAS, 2021).

Nos ultimos anos, além do aumento na incidéncia de cepas de K. pneumoniae
resistentes a ANTs, houve a disseminacdo de uma nova variante conhecida como K.
pneumoniae hipervirulenta (hvKP). A hvKP é capaz de causar infecgées graves em
individuos tanto saudaveis quanto imunocomprometidos. Caracterizada por sua alta
invasividade, a maioria das infec¢des por essa variante se origina na comunidade (Struve
et al.,, 2015). Em 2024, a OMS relatou uma crescente identificacdo de cepas de K.
pneumoniae hvKP-ST23 que carreiam genes de resisténcia aos carbapenémicos. A
selecdo desses isolados resistentes a ANTs de ultima linha, como os carbapenémicos,
demanda a utilizagdo de tratamentos antimicrobianos alternativos, os quais podem néao
estar disponiveis em diversos contextos (WHO, 2024).

Segundo a OMS, no documento Bacterial Priority Pathogens List (2024), a K.
pneumoniae resistente aos carbapenémicos é classificada como de prioridade critica

para a pesquisa e descoberta de novos agentes antimicrobianos. Essa categorizagao
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reflete a ameaca significativa que representa para a saude publica, dada a escassez de
opcoes de tratamento disponiveis. A bactéria é considerada prioritaria ndo apenas por
sua capacidade de transferir genes de resisténcia, mas também pela gravidade das
infecgdes e doencas que causa, resultando em elevada morbidade e mortalidade, além
de seu impacto global significativo (WHO, 2024). K. pneumoniae figura entre os seis
principais patdégenos responsaveis por quase 1 milhdo de mortes atribuidas a RAM
(Murray et al., 2022).

A emergéncia de cepas resistentes a ANTs de ultima linha, como os
carbapenémicos, exige a implementacdo de opgbes alternativas de tratamento
antimicrobiano, que podem ndo estar disponiveis em diferentes contextos. Assim, é
imperativo desenvolver novas abordagens terapéuticas para mitigar o risco apresentado

por bactérias resistentes a esses medicamentos.
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2.4.NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia refere-se a engenharia e manipulagao controlada de particulas
em escala nanométrica, tipicamente entre 1 e 100 nm, permitindo sua reorganizagao em
nanosistemas com fun¢des otimizadas (Yusuf et al., 2023). As nanoparticulas (NPs), fruto
dessa abordagem tecnoldgica, exibem propriedades aprimoradas, como alta estabilidade
e capacidade de auto-organizagao. Elas sao altamente versateis e podem ser ajustadas
para adquirir caracteristicas especificas, incluindo uma area de superficie
significativamente maior em comparacdo com materiais convencionais, o que
potencializa sua eficacia em diversas aplica¢des (Kango et al., 2013).

A nanotecnologia € um dos campos de pesquisa e desenvolvimento mais
dindmicos, com avangos substanciais em areas como biomedicina, eletrbnica e
engenharia mecanica. As nanoparticulas tém despertado grande interesse cientifico
devido as suas propriedades fisico-quimicas excepcionais, que se devem principalmente
as suas pequenas dimensdes, formato e caracteristicas de superficie (Jamkhande et al.,
2019), além de sua elevada flexibilidade (Vishwanath; Negi, 2021). Na area farmacéutica,
a nanoestruturacao permite, ainda, a redugao da dose e frequéncia de administragao de
medicamentos, o que diminui efeitos colaterais e melhora o perfil farmacocinético.
Adicionalmente, otimiza parametros importantes como solubilidade e estabilidade dos
farmacos, ampliando a eficacia terapéutica (Sousa et al., 2020; Yusuf et al., 2023).

O uso de NPs como sistemas de liberacdo de farmacos contra bactérias
resistentes oferece uma estratégia promissora, aproveitando a atividade antibacteriana
tanto dos antimicrobianos quanto das proprias NPs (Lee et al., 2019). As NPs podem
atuar por diversos mecanismos antibacterianos, incluindo a indugdo de estresse
oxidativo, a liberacdo de ions metalicos e mecanismos nao oxidativos. A ativacao de
multiplos modos de acao pelas NPs amplia seu espectro antimicrobiano e pode contribuir
para a prevencdo do desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Estudos recentes
mostram que as NPs sdo eficazes contra patdgenos prioritarios listados pela OMS
(Adeniji et al., 2022). Além disso, as NPs funcionalizadas com agentes antimicrobianos
tém potencial para combater a RAM ao aumentar a captagao intracelular e reduzir o

efluxo de farmacos, além de inibir a formacao de biofilmes (Pelgrift; Friedman, 2013).
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As NPs podem ser classificadas em organicas e inorganicas, cada uma
apresentando caracteristicas especificas que as tornam adequadas para diferentes
aplicagbdes. As NPs orgéanicas incluem polimeros como a quitosana (QT) e o acido
polilatico-co-glicolico (PLGA), além de lipossomas, constituidos essencialmente por
fosfolipidios. Ja as NPs inorganicas incluem metais e oxidos metélicos, como as
nanoparticulas de prata, ouro e 6xido de zinco, reconhecidas por sua capacidade de
induzir estresse oxidativo e outros mecanismos antimicrobianos (Adeniji et al., 2022).

Entre as vantagens das NPs organicas estdo sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade e menor toxicidade, o que as torna ideais para aplicacbes médicas;
no entanto, podem apresentar menor estabilidade fisica e uma taxa de liberacdo de
farmacos menos controlada em comparagdo com as inorgénicas (Hetta et al., 2023). Em
contrapartida, as NPs inorgénicas sdo extremamente estaveis e possuem agao
antimicrobiana intrinseca, mas podem apresentar toxicidade mais elevada (Pelgrift;
Friedman, 2013). Ambas as classes de NPs tém sido extensivamente investigadas como
alternativas promissoras para enfrentar a RAM, aproveitando suas propriedades
especificas para inibir bactérias resistentes e minimizar os desafios associados a

resisténcia a multiplos farmacos (Essa et al., 2022).

2.4.1. Nanoparticulas de quitosana

A quitosana (QT) € um aminopolissacarideo linear obtido por meio da

desacetilagao parcial da quitina, sob condigbes alcalinas (Figura 6).
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Figura 6 — Obtencao da quitosana a partir da desacetilagdo da quitina.

C-H St
co o
\ CH OH NH -

_iT LOH

NN e NS i e
CHLOH

CH.OH
CO
b
CH,

Quitina purificada n

107 °C

Desacetilagao

. *MNaOH 60%
alcalina

26 mL NaOH/g quitina purificada

Quitosana n

Fonte: Felipe (2017)

Por sua vez, a quitina, considerada o segundo polissacarideo mais abundante na
natureza, apos a celulose, € um polimero encontrado no exoesqueleto de artropodes e
na parede celular de fungos (Ardean et al., 2021; Zacaron et al., 2023). A QT é formada
por unidades repetidas de 8- (1,4) 2-amino 2-desoxi-D-glicose e B- (1,4) 2-acetamido-2-
desoxi-D-glicose, com presenga de grupos amino e hidroxila primarios e secundarios
(Donalisio et al., 2018). E considerada uma base fraca com valor de pKa = 6,5, solavel
em solugdes acidas em virtude da protonagao dos grupamentos amino. Contudo, perde
a carga e se precipita em meios neutro e alcalino (Tavares et al., 2020).

A QT apresenta caracteristicas promissoras para utilizagcdo na area farmacéutica,
incluindo as caracteristicas de biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade
e bioadesividade (Zacaron et al., 2023). Ademais, possui diversas propriedades
bioldgicas, tais como atividades anti-inflamatdria, antioxidante, cicatrizante, antitumoral e
antimicrobiana (Confederat et al., 2021, Rashki et al., 2021). Assim, esse polimero vem

sendo amplamente empregado como biomaterial para o preparo de sistemas de liberagéo
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de farmacos, principalmente sistemas nanoestruturados (Maravieski, 2019; Rajivgandhi
et al., 2021) e em aplicagdes antibacterianas (Su et al., 2021).

A acédo antibacteriana da QT n&o esta totalmente esclarecida e varias hipéteses
foram propostas tendo como base sua natureza catibnica, dentre elas: () estudos
mostram que interagdes ibOnicas e eletrostaticas entre agentes antibacterianos
carregados positivamente e carga negativa da membrana celular superficial de
bactérias/fungos podem danificar as membranas e promover aumento da permeabilidade
da mesma, consequentemente vazamento de componentes do citoplasma e morte
celular (Zacaron et al., 2023); (Il) a possivel agdo de atividade suprimida de RNAm,
causada por ligagéo intranuclear de QT ao DNA do microrganismo (Abdelkader et al.,
2017); (lll) outro efeito da QT é a quelagdo especifica de ions metalicos como Ca*? e
Mg*?, que desempenham um papel importante no metabolismo bacteriano; (IV)
finalmente, outra hipétese é a possivel interrupgao das vias de geragao de energia, uma
vez que a QT forma uma camada impermeavel ao redor da célula, que impede que
nutrientes e oxigénio alcancem seu interior (Delattre, 2017; Rashki et al., 2021).

Varios fatores podem influir na atividade antibacteriana da QT, fatores ditos
intrinsecos, como suas fontes (cascas de insetos, fungos ou crustaceos), a concentracéo,
0 peso molecular, o grau de desacetilagdo, e fatores extrinsecos, englobando pH do
ambiente, o tipo e a sensibilidade dos microrganismos alvo, a composi¢ao quimica do
substrato, dentre outros (Ardean et al., 2021).

Diferentes metodologias podem ser empregadas para a preparagdo de
nanoparticulas constituidas de QT. As abordagens basicas consistem nas técnicas de
emulsificacao, precipitacao, reticulacao idnica ou covalente, ou combinagdes destas.

Nesse contexto, desde sua introdugcdo por Calvo et al. (1998), a técnica de
gelificagdo ibnica tem sido a mais amplamente utilizada, uma vez que é uma metodologia
simples, de baixo custo, ecologicamente amigavel e com potencial de escalonamento
(Desai et al., 2016). Essa técnica estd fundamentada na ocorréncia de interagdes
eletrostaticas entre os grupos amino protonados da QT e compostos carregados
negativamente, os quais atuam como agentes de reticulagdo (ou contra-ions), no caso o
tripolifosfato de sédio (TPP); essa abordagem foi utilizada para o preparo de NPs

poliméricas de QT neste estudo (Figura 7).



REVISAO BIBLIOGRAFICA | 43

Figura 7 - Representacado esquematica da interagao entre a quitosana e o

tripolifosfato de sddio no processo de gelificagédo ibnica
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Fonte: Zacaron et al., 2023.

As NPs poliméricas se destacam em virtude da elevada estabilidade durante o
armazenamento, bem como no ambiente fisiolégico (Silva et al., 2020). Além disso,
grande parte dos processos produtivos é facilmente escalonavel, o que tem despertado
o interesse da industria farmacéutica (Begines et al., 2020; Silva et al., 2020).

Foram desenvolvidas NPs de QT contendo 6leo essencial das folhas de goiabeira
com notavel atividade frente a K. pneumoniae multirresistente. O estudo revelou que a
QT de baixo peso molecular e com um grau de desacetilacdo de 75% foi capaz de
potencializar a agao antibacteriana do 6leo essencial (Zhang et al., 2020).

Por outro lado, NPs de QT contendo MRP exibiram atividade mais pronunciada
contra cepas de E. coli e K. pneumoniae sensiveis e resistentes ao MRP e
Staphylococcus aureus sensivel e resistente a meticilina, quando em comparagéo ao
MRP livre (Abdelkader et al., 2017). No entanto, ndo encontramos estudos com avaliagao
da atividade antibacteriana de NPs de QT com MRP contra cepas clinicas de K.
pneumoniae produtoras de KPC e NDM. Portanto, um dos objetivos deste trabalho foi
desenvolver uma formulagdo nanoestruturada, constituida por QT, como forma de obter
uma alternativa terapéutica inovadora frente a K. pneumoniae produtora de

carbapenemase (Capitulo I). A Figura 8 ilustra a possivel estrutura dessas NPs.
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Figura 8 — Nanoparticula de quitosana contendo meropenem

Quitosana

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

2.4.2. Lipossomas

Os lipossomas sao sistemas de entrega nanoestruturados, constituidos por
vesiculas esféricas formadas por uma ou mais bicamadas lipidicas que mimetizam a
estrutura das membranas celulares. Gragas a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade, esses veiculos oferecem uma plataforma altamente versatil para o
transporte de agentes terapéuticos (Andra et al.,, 2022). Os lipossomas podem ser
facilmente funcionalizados com ligantes de direcionamento, como anticorpos, peptideos
ou outras biomoléculas, o que permite uma entrega seletiva e especifica, aumentando a
eficacia terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais. Além disso, possuem a capacidade
de encapsular tanto farmacos hidrofilicos no seu nucleo aquoso quanto aqueles
hidrofébicos nas camadas lipidicas, ampliando o escopo de moléculas que podem ser
transportadas. Essa versatilidade torna os lipossomas uteis em diversas areas, incluindo
terapia génica e entrega de vacinas, onde a entrega especifica é crucial para otimizar a
resposta terapéutica (Guimaraes et al., 2021).

O uso de lipossomas na entrega de ANTs € uma estratégia promissora, pois facilita
a penetracdo em barreiras de biofilme, modula a liberagao controlada do ANT e direciona
a acao de forma especifica para os locais de infecgao (Alavi et al., 2017; Zahra et al.,
2017).
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Em estudo realizado por Zahra et al., formulacdes lipossomais de MRP foram mais
eficazes que o MRP livre contra cepas de Pseudomonas aeruginosa resistente a ANTSs.
No estudo, os autores reportaram que a concentragao inibitéria minima (CIM) e a
concentragdo bactericida minima (CBM) do lipossoma encapsulado com MRP foi
notavelmente mais potente contra todas as cepas, clinicas e de referéncia, em
comparagao com o MRP livre (6,25 pg/mL versus 100,0 ug/mL). Além disso, o lipossoma
contendo MRP erradicou completamente o biofilme em todas as cepas testadas (Zahra
et al., 2017).

A eficacia de lipossomas contendo MRP também foi testada frente a bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, sendo que as formulag¢des catibnicas apresentaram
melhor eficacia. Nesse caso, a CIM dos lipossomas com MRP foi 2 a 4 vezes menor do
que as do farmaco livre (Drulis-Kawa et al., 2006). De fato, a maioria dos estudos
publicados concorda que os ANTs encapsulados sdo mais eficazes na prevencgao ou
erradicagao da formagao de biofilme do que sua contraparte de farmaco livre (Zahra et
al., 2017).

A superficie dos lipossomas pode ser funcionalizada com ligantes especificos com
o intuito de atribuir uma funcdo ou caracteristica especifica para o mesmo. Nessa
perspectiva, lipossomas revestidos com QT podem apresentar um maior tempo de
circulagao na corrente sanguinea, maior interagdo com membranas celulares, além de
maior controle na liberagdo do farmaco encapsulado (Yang et al.,, 2015). No caso da
encapsulagao de antimicrobianos, o revestimento com QT proporciona um envoltério com
cargas positivas, favorecendo a interagdo dos lipossomas para a membrana celular
bacteriana carregada negativamente, contribuindo para o aumento da atividade do
farmaco (Alavi et al., 2017).

Assim, um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver lipossomas revestidos com
QT para a encapsulagdo do MRP, visando obter uma alternativa terapéutica para o
enfrentamento de K. pneumoniae produtora de carbapenemase (Capitulo Il). A Figura 9

ilustra a provavel estrutura desse carreador.
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Figura 9 — Meropenem encapsulado em lipossoma revestido com quitosana

Quitosana

Meropenem

Fonte: Adaptado de Alavi (2017)

2.4.3. Nanoparticulas de prata/quitosana

A busca por sistemas alternativos economicamente viaveis para combater
infecgdes bacterianas, além dos tratamentos ANTs tradicionais, representa um desafio
global. Nesse contexto, estudos demonstram que NPs metalicas possuem atividade
antibacteriana e tém sido utilizadas no controle de doengas infecciosas (Rai et al., 2009;
Schaller et al., 2004). Esses sistemas oferecem beneficios como aumento da estabilidade
quimica, controle da liberagdo do agente encapsulado, direcionamento e otimizacao da
biodisponibilidade, o que contribui para melhorar a eficacia, reduzir efeitos adversos e
aumentar a internalizag&o celular (Huh; Kwon, 2011; Rashki et al., 2021).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) se destacam entre as nanoestruturas
descritas devido a elevada atividade antibacteriana dos ions prata liberados em meio
aquoso, bem como ao tamanho reduzido, que aumenta a area de superficie de contato
(Helmlinger et al., 2016; Lok et al., 2007; Vishwanath; Negi, 2021). Um dos mecanismos
propostos para a agéo bactericida das AgNPs é seu acumulo nas paredes celulares dos
microrganismos, onde os ions Ag+ se ligam a membrana bacteriana de carga negativa.
Esse processo altera a estrutura lipidica da membrana, formando poros e aumentando
sua permeabilidade, o que compromete as fungdes respiratorias da célula. Além disso, a
presenca de AgNPs induz a formagao de espécies reativas de oxigénio, amplificando os
danos celulares (Campo-Belefio et al., 2022; Chicea et al., 2023; Huh; Kwon, 2011).
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Devido a rapida evolugao das espécies bacterianas, o que limita a eficacia das terapias
convencionais, muitos estudos tém sido conduzidos recentemente para explorar o
potencial das AgNPs como alternativas promissoras.

O uso combinado de AgNPs com ANTs para tratamento antibacteriano possui
precedentes importantes, pois essa associacdo pode resultar em efeitos aditivos ou
sinérgicos, permitindo a redugdo das doses necessarias e, consequentemente, a
diminuicdo da toxicidade dos compostos, ao mesmo tempo em que aumenta a eficacia
antimicrobiana (Haji et al., 2022). Nesse contexto, os ANTs atuam em alvos especificos
das células bacterianas, enquanto as AgNPs apresentam um mecanismo de agéo mais
amplo, atacando multiplas estruturas celulares. Assim, o uso combinado desses agentes
facilita uma interacado inicial e uma afinidade de acumulo nas paredes e membranas
celulares. Essa associagao oferece vantagens como a maior concentragao do ANT no
local de acao e a potencial prevencao de mecanismos de resisténcia, uma vez que as
AgNPs podem desestabilizar barreiras celulares e proteinas de membrana, facilitando a
acéo do ANT tanto a nivel de membrana quanto intracelular (Bruna et al., 2021).

A funcionalizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) com quitosana (QT) tem
despertado crescente interesse para aplicagdes médicas devido a biocompatibilidade e
a menor citotoxicidade proporcionadas pela QT. Esse polissacarideo natural, derivado da
quitina, aprimora as propriedades das AgNPs ao combinar o efeito antibacteriano da
prata com as caracteristicas biolégicas dos polimeros naturais, como a
biodegradabilidade e a capacidade de interacdo com células e tecidos (Chicea et al.,
2023; Zienkiewicz-Strzatka et al., 2019).

A QT contém grupos funcionais, como amino primarios, que interagem com ions
metalicos, estabilizando as NPs e conferindo propriedades antibacterianas. Essas
interagdes ocorrem devido a afinidade entre o nitrogénio da QT e os orbitais da prata,
criando sistemas funcionais com alta eficacia antibacteriana (Kalaivani et al., 2018). Além
disso, os grupos amina da QT, quando protonados, podem alterar a permeabilidade das
células bacterianas, contribuindo para suas propriedades antibacterianas.

Campo-Beleno et al. (2022) sintetizaram AgNPs usando uma abordagem baseada
na quimica verde. Ao usar um extrato de folhas como agentes redutores, os

pesquisadores mostraram que AgNPs biossintetizadas tém um efeito antibacteriano
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potente, causando danos graves a parede celular, membrana e DNA, e induzindo a
producdo de espécies reativas de oxigénio, além de mostrar efeito antibacteriano
sinérgico com ANTs, entre eles o MRP. Nanoparticulas de prata biogénicas, associadas
ao MRP, foram testadas contra isolados multirresistentes de A. baumannii e os
pesquisadores mostraram que a combinagao apresentou um efeito sinérgico e aditivo,
sendo possivel reduzir a CIM de MRP de 4 a 8 vezes (Allend et al., 2024). Além disso,
Shehabeldine et al. (2022) observaram que as nanoparticulas de prata funcionalizadas
com quitosana (AgNPQT) apresentaram uma maior zona de inibicdo bacteriana tanto
para bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, além de baixa citotoxicidade
(Campo-Belefio et al., 2022; Allend et al., 2024).

Portanto, neste estudo, uma das alternativas investigadas para o enfrentamento a
K. pneumoniae produtora de carbapenemase baseou-se no desenvolvimento de NPs
constituidas pela associacéo entre prata e QT para a entrega de MRP (Capitulo Ill). A

Figura 10 ilustra a possivel estrutura deste carreador.

Figura 10 — Nanoparticulas de prata/quitosana contendo meropenem
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Desenvolver NPs contendo MRP visando a obtencao de alternativa terapéutica

inovadora frente a K. pneumoniae produtora de carbapenemases.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver NPs poliméricas, lipidicas e metalicas contendo MRP;

e Caracterizar as NPs do ponto de vista fisico-quimico e morfologico;

e Avaliar o potencial antibacteriano in vitro das NPs desenvolvidas frente a cepas de
K. pneumoniae produtoras de carbapenemases dos tipos KPC e NDM.
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CAPITULO I:

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA CONTENDO
MEROPENEM
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I. 1. MATERIAL E METODOS

[. 1.1. MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

Quitosana (QT) (CAS - Chemical Abstracts Service 9012-76-4); baixo peso
molecular (50.000 — 190.000 g/mol); grau de desacetilagédo: 75 - 85% foi adquirida junto
a Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, Estados Unidos da América); o tripolifosfato de sodio
(TPP) (CAS 7758-29-4) e meropenem trildratado (MRP) (CAS 11947; massa molecular
(MM) = 437,51 g/mol) foram adquiridos da Sigma Aldrich. O acido acético glacial foi obtido
da All Chemistry (Sao Paulo, SP, Brasil). O aminometilpropanol (AMP) foi adquirido da
Sigma Aldrich.

[. 1.2 EQUIPAMENTOS

No Laboratério de Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados (LDNano) da
Faculdade de Farmacia (FF) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) foram
disponibilizados os seguintes equipamentos: balancga eletrénica de precisdo (Gehaka BG
2000, Sao Paulo, Brasil); Processador Ultrassénico 900W (Ultrasonic Processor,
Yuchengtech); agitador magnético (Marte), pHmetro Gehaka PG 1800.

No Laboratério Magistral da Faculdade de Farmacia (FF) da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF), foram disponibilizados: centrifuga 5000 RPM (rotagao por minuto)
(Kasvi), HPLC Waters Acquicty Arc 2998, detector UV-Vis PDA2998. O equipamento
Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) foi utilizado no
Laboratdrio de Inovagdo em Nanobiotecnologia e Materiais Avangados para Pecuaria-
Embrapa Gado de leite (Juiz de Fora, MG).

l. 1.3 METODOS

I. 1.3.1 Desenvolvimento das nanoparticulas

Para o preparo das NPs de QT contendo meropenem (NPQT-MRP) foi empregado
o meétodo de gelificagdo iGnica proposto por Calvo et al (1998), com modificagdes.

Inicialmente, a QT (1,75 mg/mL) foi dissolvida em 15 mL de solugdo de acido acético a
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1% (v/v), sob agitacdo de 800 RPM durante 60 minutos. Ao final, o pH foi ajustado para
4,7 com solugado de AMP. Em seguida, o MRP (6,0 mg) foi adicionado e o sistema foi
mantido em agitagdo por 30 minutos. Entdo, 6 mL de uma solugé&o aquosa de TPP (1,0
mg/mL; pH 9,0) foi gotejada sob a solugédo contida no béquer, de modo a obtermos a
razdo QT:TPP igual a 5:2 e a agitagao foi mantida por mais 60 minutos. Posteriormente,
as NPs obtidas foram submetidas ao processador ultrassénico em banho de gelo, com
amplitude de 60% por 15 minutos e ciclo on/off a cada 30 segundos (Ciro et al., 2020),
conforme Figura 11.

Figura 11 — Sintese das nanoparticulas de quitosana
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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Para fins de comparacdo, foram preparadas NPs sem a adicdo do MRP,
denominadas nanoparticulas de quitosana “brancas” (NPQT-B). Ambas as formulagdes
foram preparadas a temperatura ambiente (23 + 2 °C) e em triplicata. As amostras foram

armazenadas sob refrigeracao para as analises posteriores.
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I. 1.3.2 Caracterizagao das nanoparticulas

. 1.3.2.1 Determinagdao do diametro hidrodinamico médio (DHm), indice de

polidispersividade (Pdl) e Potencial Zeta (PZ)

O DHm e o PdI foram avaliados por meio da técnica de Espalhamento Dinamico
de Luz (DLS- do inglés - Dynamic Light Scattering) - utilizando um angulo de incidéncia
do laser em relagao a amostra de 173°. O potencial Zeta foi determinado pela avaliacéo
da mobilidade eletroforética. As determinagdes foram realizadas em triplicata e a
temperatura ambiente, utilizando o equipamento Zetasizer Nanoseries. Os resultados

foram expressos como média + desvio padrao.
I. 1.3.2.2 Eficiéncia de encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi determinada indiretamente, por meio do
método de ultrafiltragdo-centrifugacdo. Para o preparo das amostras, as NPQT-MRP
(n=3) foram previamente diluidas na propor¢ao de 1:4 em agua ultrapura, inseridas em
unidades de filtragdo Amicon (MWCO 10,000, Millipore, Germany), e centrifugadas a
4000 RPM por 20 minutos. Os ultrafiltrados foram diluidos na proporgao de 1:4 em agua
ultrapura.

O método analitico foi padronizado de acordo com a Farmacopeia Brasileira 62
edicdo. A quantificagcdo do MRP foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) no equipamento Waters Acquicty Arc 2998, detector UV-Vis PDA2998. Foi
utilizada uma coluna de fase reversa Pursuit-C18 (150 mm x 3,9 mm) e fase moével
composta por tampao fosfato de potassio monopotassico 0,03 M, com pH ajustado para
3,0 e acetonitrila (90:10). O fluxo da fase moével foi 1,0 mL/minuto, o volume da injegéao
das amostras foi de 20 pL; a temperatura do forno 25°C e a deteccéao foi realizada a 298
nm. Os espectros completos foram registrados na faixa de 210-400 nm. O sistema foi
controlado pelo software da Waters que também realizou a coleta de dados do DAD e
medidas quantitativas. O tempo de corrida de cada amostra foi de 7 minutos.

A EE foi calculada de acordo com a seguinte equagéo:
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total de MRP adicionado — quantidade de MRP quantificado
x

%) =
EE (%) total de MRP adicionado

100

O resultado foi expresso como media + desvio padréo.

Para a construcdo da reta analitica, as absorbancias de solu¢des aquosas de MRP
em concentragdes entre 2,5 e 30 ug/mL foram determinadas no mesmo comprimento de
onda.

Previamente as analises, o efeito de adsor¢cdo do MRP ao filtro foi avaliado. Para
tanto, as absorbancias de solu¢des aquosas de MRP (10 ug/mL), submetidas ou ndo ao
processo de ultrafiltragao-centrifugacgao descrito acima, foram medidas em 298 nm. Além
disso, visando investigar a interferéncia dos constituintes das NPs na absorbéancia do
MRP, uma amostra de NPQT-B foi submetida aos mesmos processos descritos para as
NPQT-MRP e, apods a diluigao especifica, o espectro do ultrafiltrado foi avaliado na faixa

de comprimento de onda especificada para a amostra por HPLC.

l. 1.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram submetidos a uma avaliagédo estatistica por meio
da analise de teste t de student, adotando um nivel de significAncia de 0,05. A

comparacgao entre as amostras foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.
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I. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

A QT destaca-se como um polimero natural amplamente utilizado na area
biomédica devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade,
caracteristicas que a tornam segura e eficaz para aplicagées em sistemas de entrega de
farmacos (Zacaron et al., 2023). Além disso, possui propriedades biolégicas relevantes,
como atividade antimicrobiana intrinseca, que pode potencializar a eficacia terapéutica
de agentes antimicrobianos. Essas caracteristicas fazem desse polimero uma escolha
promissora para o desenvolvimento de NPs destinadas a entrega de ANTSs, sobretudo no
contexto da RAM (Su et al., 2021).

Apresentamos abaixo, os resultados obtidos para o desenvolvimento e
caracterizacao de NPs de QT contendo MRP.

|. 2.1 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS

l. 2.1.1.Diametro hidrodinamico médio (DHm), indice de polidispersividade (Pdl) e

potencial Zeta (PZ)

Abaixo estdo apresentados os resultados de DHm, Pdl e PZ para as formulacbes

desenvolvidas (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores* de Diametro Hidrodinamico médio, indice de Polidispersibilidade e
Potencial Zeta para as NPQT-B e NPQT-MRP obtidas pelo método de gelificagcéo ibnica

DHm (nm) Pdl PZ (mV)
NPQT-B 99,98 + 1,562 0,360+ 0,010  +24,20 + 0,92

NPQT-MRP 100,73 +2,71a 0,300 £0,02v +26,97 + 0,21¢

NPQT-B: nanoparticula de quitosana branca; NPQT-MRP: nanoparticula de quitosana
contendo meropenem.

*Os valores sdo expressos como média + desvio padrao (n=3)
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**Letras iguais representam valores sem diferenga estatisticamente significativa (teste ¢
student)

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1, podemos observar que o DHm
para as NPQT-MRP foi menor do que valor reportado em outro estudo (247-375 nm, com
Pdl entre 0,4-0,9) (Abdelkader et al., 2017). Além disso, nossos dados foram similares
aos resultados descritos na literatura quando da utilizagdo do método de gelificagao
idnica associado a sonicagao (Floris et al., 2013; Tolentino et al., 2021). Isso pode indicar
que a energia de ultrassom aplicada foi eficiente em facilitar a dispersao de aglomerados
de particulas, por meio do processo de cavitagdo (Ciro et al., 2020), resultando em um
sistema monodisperso (Pdl < 0,3). E importante ressaltar que o Pdl & um parametro
crucial para a avaliacdo da homogeneidade de distribuicdo de tamanho de NPs e pode
indicar a estabilidade fisica do sistema coloidal (Tavares et al., 2020).

E consenso na literatura de que a grande area de superficie das NPs & fator
determinante para a interagdo com os microrganismos e rapida penetracédo nas células.
Nesse sentido, de forma geral, quanto menor o DHm das particulas, maior a eficacia
antibacteriana (Sharmin et al., 2021). Essa relagao ja foi comprovada em estudos que
avaliaram a atividade antibacteriana de nanoparticulas de QT (Ali.; Josh; Rajendran,
2010; Sarwar; Katas; Zin, 2014). Dessa forma, € possivel que as NPs desenvolvidas
nesse trabalho (DHmM ~100 nm — Tabela 1) possam apresentar eficacia antibacteriana
satisfatoria.

Ademais, € interessante observar que nao houve diferenga estatistica entre o DHm
das NPQT-MRP comparativamente as NPQT-B. Esse dado sugere que a presencga do
MRP né&o contribui significativamente para o incremento do didmetro das particulas,
provavelmente devido a pequena proporcdo desse farmaco em relagcdo a matriz
polimérica.

Adicionalmente, foi constatado um maior valor de Pdl para as NPs brancas (0,360
1 0,01) em detrimento aquelas contendo o MRP (0,300 £ 0,02) (Tabela 1). Esse resultado
€ corroborado a partir dos graficos de distribuicdo de tamanho demonstrados na Figura
12, nos quais é possivel perceber uma distribuicdo bimodal mais acentuada para as
NPQT-B (Figura 12a). Entretanto, apesar de um maior valor de Pdl, as NPQT-B podem
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ser caracterizadas como um sistema monodisperso, ja que o valor encontrado se situa <
0,3. Esse dado é particularmente importante, uma vez que, como ja descrito, o Pdl esta

atrelado a estabilidade do sistema coloidal.

Figura 12 — Distribuigdo de tamanho das nanoparticulas por intensidade (n=3).
(a) NPQT-B; (b) NPQT-MRP
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NPQT-B: nanoparticula de quitosana branca; NPQT-MRP: nanoparticula de quitosana contendo

meropenem.

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Em relagao ao PZ, valores positivos foram encontrados. Esses resultados podem

ser explicados devido a natureza da QT, um polimero que contém grupamentos amino
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primarios que existem sob a forma protonada apés a solubilizagdo da QT em meio acido
(Khanal et al., 2016). A literatura aponta que NPs com PZ de aproximadamente £30 mV
propiciam elevada estabilidade coloidal ao sistema, devido a repulséo eletrostatica entre
as particulas em suspensao (Maravieski, 2019). Portando, o valor encontrado para as
NPQT-MRP (+26,97 £ 0,21mV - Tabela 1) pode ser indicativo de estabilidade coloidal.
Além disso, por meio dos dados obtidos, observamos que nao houve diferenca estatistica
entre os valores de PZ entre as NPQT-B e as NPQT-MRP (+24,20 + 0,92 mV e +26,97 +
0,21 mV, respectivamente - Tabela 1). Esses dados podem sugerir que o MRP esteja
localizado principalmente no interior da matriz polimérica. A esse respeito, existe a
constatacao de que, quando o farmaco esta prioritariamente adsorvido a superficie das
NPs de QT, ha o bloqueio/neutralizagdo de cargas positivas, resultando em diminui¢cao
dos valores de PZ (Amin; Boateng, 2022).

Ainda sobre o PZ, uma vez que um dos principais mecanismos de acao
antibacteriana da QT esta relacionado a interagao eletrostatica com a membrana celular
dos microrganismos, a carga positiva € importante para a garantia dessa atividade. Nesse
sentido, foi relatado que, quanto maior o valor de PZ, maior a eficacia antibacteriana das
nanoparticulas de QT (Ali; Josh; Rajendran, 2010). A Figura 13 traz os graficos de
distribuicdo do PZ das NPs.

Figura 13 — Grafico de distribuicdo do potencial Zeta das nanoparticulas (n=3)
(a) NPQT-B; (b) NPQT-MRP
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NPQT-B: nanoparticula de quitosana branca; NPQT-MRP: nanoparticula de quitosana contendo
meropenem.

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

. 2.1.2 Eficiéncia de EncapsulagaoB

A encapsulagao de farmacos em NPs de QT pode ser obtida por meio de
interacdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio ou interagdes hidrofébicas (Ahmed;
Aljaeid, 2016). Portanto, pensando em favorecer a interagdo entre o MRP e o polimero
carregado positivamente, esse farmaco foi dissolvido diretamente na solugdo de QT.
Nossa hipétese foi a de que, no valor de pH da referida solugao (4,7), o MRP encontrar-
se-ia ionizado negativamente (pka = 2,9, referente ao grupamento acido carboxilico), o
que poderia favorecer a interacdo eletrostatica MRP-QT e, consequentemente, a
encapsulacao do farmaco.

Previamente a determinacao da EE, realizamos analises iniciais com o intuito de
verificarmos possivel interacdo do MRP com a membrana da unidade de filtracdo.
Conforme descrito, as absorbancias de duas diferentes solu¢gdes de MRP (10 ug/mL)
submetidas (amostra 1) ou ndo (amostra 2) ao processo de ultrafiltragdo-centrifugagao
foram medidas. Como resultado, obtivemos valores semelhantes (0,524 para a amostra
1 e 0,525 para a amostra 2), indicando que n&o houve adsor¢ao do MRP ao filtro. Dessa

forma, os resultados obtidos para a EE nao teriam a interferéncia desse possivel efeito.
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O ensaio de EE foi realizado por HPLC e primeiramente foi efetuada injecéo da
curva analitica de padrao de MRP, nas concentragbes de 2,5 — 30,0 ug/mL. A curva
analitica para avaliagdo da EE das NPQT-MRP foi construida em agua ultrapura, sendo

apresentada na Figura 14.
Figura 14 — Curva analitica do padrdo de meropenem por meio de HPLC.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).
A equacao da reta para a EE de MRP foi obtida por meio da regressao linear. Os

dados da curva foram Y = 23138 X + 330,2, com coeficiente de determinagido R?=
0.999941.
Em relacdo aos cromatogramas, obtivemos um pico bem resolvido em 298nm,
com tempo de retengao proximo a 3 minutos e meio, dentro da faixa prevista (Figura 15).
Figura 15 — Cromatogramas referentes ao padrao de MRP(a) a 10 ug/mL (ponto
central da curva analitica) e filtrado da NPQT-MRP (b)
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MRP: meropenem; NPQT-MRP: nanoparticula de quitosana contendo meropenem
Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Tabela 2 - Valor de Eficiéncia de Encapsulagéo para as NPQT-MRP

Amostras Concentragao EE (%)
Mg/mL
NPQT-MRP 276,70 £ 5,2 3,15+ 1,81

NPQT-MRP: nanoparticula de quitosana contendo meropenem
Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Contudo, obtivemos um baixo valor de EE (3,15 + 1,81%), conforme Tabela 2.
Esse valor foi menor que o obtido em outro estudo (~ 76%), no qual os pesquisadores
avaliaram a encapsulagédo do MRP (3,5 mg) em NPs de QT:TPP (5:1) (Abdelkader et al.,
2017). Os autores descreveram a utilizagdo da QT com grau de desacetilagao (GD) 290%
(em comparagao com 75-80% para a QT utilizada em nosso trabalho), o que pode ter
contribuido para a maior EE obtida no referido estudo. E importante esclarecer que o GD
€ um parametro chave em relagédo as propriedades fisico-quimicas e biolégicas da QT,
uma vez que representa a quantidade de grupamentos NH2 que podem ser protonados
em meio acido (Zacaron et al., 2023).

Além disso, sugerimos que uma possivel competicdo entre o TPP e o MRP pelas
cargas positivas da QT possa ter contribuido para o valor de EE obtido em nosso trabalho.

Nesse caso, nosso grupo de pesquisa, quando da padronizagcdo das condi¢cbes de
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preparo de NPs de QT-TPP, priorizou que a solugdo aquosa desse contra-ion fosse
preparada em pH 9,0. Nesse valor, todos os grupamentos hidroxila do TPP estao
ionizados, o que favorece a ocorréncia do processo de reticulagdo e, com isso, a
formacao das nanoestruturas. Assim, devido a elevada densidade de cargas, € provavel
que a interacao entre a QT e o TPP supere as possiveis interagdes eletrostaticas do
polimero com o MRP. Ademais, vale notar que a relagao QT:TPP padronizada em nosso
trabalho foi de 5:2, enquanto a relagdo estabelecida no estudo citado acima foi igual a
5:1. Esse fato também pode ter contribuido para a menor EE obtida.

Além disso, avaliamos a interferéncia dos constituintes das NPs na absorbancia
do MRP. Na Figura 16 pode-se observar que nao foi identificado nenhum pico interferente
no mesmo tempo de retengdo do MRP, comprovando a seletividade do método analitico
para a quantificagdo desse analito. Com o objetivo de avaliar a seletividade do método,

foi realizada a sobreposi¢cdo de uma amostra branca (NPQT-B) e n&o houve interferéncia.
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Figura 16 — Cromatogramas sobrepostos das amostras de NPQT-MRP, NPQT-B e do padrdao de meropenem
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Diante desses resultados, decidimos nao prosseguir com os estudos envolvendo
as NPs poliméricas compostas por QT. No entanto, considerando as propriedades desse
polimero — especialmente sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade
e atividade antibacteriana promissora — optamos, pela continuidade do trabalho, por

desenvolver novos sistemas nanoestruturados que incluissem QT em sua formulacéao.
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I. 3. CONCLUSAO

Obtivemos NPs poliméricas de QT com caracteristicas fisico-quimicas adequadas
e condizentes com a literatura no que diz respeito ao DHm, Pdl e PZ. A sintese das NPs
€ relativamente simples e ndo requer equipamentos sofisticados, o que constitui uma
vantagem quando em comparagao a outros meétodos de preparo de NPs. No entanto, a
formulacdo ndo atingiu a EE esperada, sendo necessario implementar estratégias para
melhoria dessa caracteristica, as quais podem envolver o uso de diferentes tipos de QT
e modificacbes em parametros-chave, como a relacdo QT:TPP. Assim, novos estudos

serdao conduzidos visando padronizar formulagdo nanoestruturada mais promissora.
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CAPITULO II:

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGCAO DE
LIPOSSOMAS CONTENDO MEROPENEM
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Il. 1. MATERIAL E METODOS
I1.1.1. MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

Os lipossomas foram sintetizados no laboratério de Farmacotécnica da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

No Laboratorio de Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados (LDNano) da
Faculdade de Farmacia (FF) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) foram
disponibilizados os seguintes reagentes: Quitosana (QT) (CAS 9012-76-4; baixo peso
molecular (60.000 — 190.000 g/mol); grau de desacetilagdo (GD): 75 - 85% foi adquirida
junto a Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, Estados Unidos da Ameérica); meropenem
triidratado (MRP) (CAS 11947 MM = 437,51 g/mol) adquirido da Sigma Aldrich, o
aminometilpropanol (AMP) foi adquirido da Sigma Aldrich.

No Laboratério de Farmacotécnica da UFMG, foram disponibilizados os seguintes
reagentes: colesterol (CHOL) CAS 5788-5, (MM: 386,7 g/mol) da Sigma Life Science,
dipalmitoilfofatidilcolina (DPPC) (MM: 734,039 g/mol) adquirido da Avanti Polar Lipids,
Inc, alcool absoluto CAS 64-17-5 da Neon.

11.1.2. EQUIPAMENTOS

Foram disponibilizados os seguintes equipamentos: Equipamento Zetasizer Nano
Series ZS90 Malvern, Ultracentrifuga Optima L-80 XP Ultracentrifuge — Beckman
Couter, Bombas de infusdo Harvard Apparatus Holliston, Estados Unidos da América,
conector T (Valco Instruments Company, Schenkon, Suiga), Liofilizador Liotop K105,
agitador RO 5p S1, IKA, Labortechnik Staufen, Germany, pHmetro de bancada
(Gehaka, PG 1800).

11.1.3. METODOS
Il. 1.3.1. Preparo dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados (n=3) pela técnica de nanoprecipitacdo em
sistema microfluidico, com adaptagdes (Yu et al., 2009). A composi¢do quali-
quantitativa dos lipossomas brancos (sem inclusédo do ativo — LIP-BRA), bem como dos

lipossomas contendo meropenem (LIP-MRP) esta descrita na Tabela 3.
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Tabela 3 - Composigao quali-quantitativa dos lipossomas

Composicao LIP-BRA LIP-MRP
Alcool absoluto 1,0 mL 1,0 mL
Fase organica DPPC 8,8 mg 8,8 mg
CHOL 3,0 mg 3,0mg
Agua ultrapura 3,0mL 3,0mL
Fase aquosa
Meropenem - 3,9 mg

LIP-BRA: lipossoma branco; LIP-MRP: lipossoma contendo meropenem; DPPC:
dipalmitoilfosfatidilcolina; CHOL.: colesterol.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Utilizamos DPPC/CHOL na propor¢do de 6:4. Os lipossomas com MRP (LIP-
MRP) foram preparados a partir de duas fases distintas: uma fase organica (FO),
composta por DPPC e CHOL, e uma fase aquosa (FA), contendo MRP solubilizado em
agua ultrapura. Ambas as fases foram preparadas separadamente. Na FO, os
fosfolipidios foram adicionados a um tubo de polipropileno juntamente com alcool
absoluto, sendo agitados em banho de ultrassom por 30 minutos, a temperatura
ambiente, até a completa dissolucéo dos lipideos. Para a FA, o MRP foi transferido para
um baldo volumeétrico, completou-se o volume com agua ultrapura, e a solugéo foi
homogeneizada até completa solubilizagdo do farmaco. Para o preparo de amostras
sem o farmaco (LIP-BRA), utilizou-se apenas agua ultrapura na FA.

A sintese dos lipossomas foi realizada utilizando um sistema de mistura com
bombas de infusdo. Uma das bombas foi carregada com uma seringa contendo a FO
(1,0 mL), enquanto a outra recebeu uma seringa com a FA (3,0 mL). Ambas as bombas
foram conectadas a um sistema conector em T Valco. O fluxo foi ajustado para manter
uma pressao constante, com uma vazao final de 1 mL/min. As amostras foram coletadas
sob agitacdo magnética de 500 RPM em temperatura ambiente. Apds essa etapa, o
sistema foi submetido a ultracentrifugacéo a 50.000 RPM por 2 horas na temperatura

de 4°C, resultando na formacdo de um pellet de lipossomas e sobrenadante. O
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sobrenadante (SOB-LIP) foi separado do pellet por inversédo e, posteriormente,

liofilizado para analises de EE. O processo de preparo esta representado na Figura 17.

Figura 17 — Processo de preparo dos lipossomas por nanoprecipitacdo em sistema
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Il. 1.3.2. Liofilizagao dos sobrenadantes

Primeiramente, o SOB-LIP foram pré-congelados com nitrogénio liquido. Em
seguida, as amostras foram transferidas para o liofilizador a -50°C por 24h. O pd

liofilizado foi coletado para experimentos posteriores.
Il. 1.3.3. Revestimento dos lipossomas com quitosana
Para a obtencdo dos lipossomas revestidos (LIP-MRP-QT) foi inicialmente

preparada uma solugao de QT na concentracdo de 4,0 mg/mL. A QT foi pesada e

dissolvida em solugdo de acido acético a 1% (v/v) (Calvo et al., 1997), sob agitagéo de
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800 RPM por 60 minutos. Ao final, o pH da solucgéo foi ajustado para 4,7 com solugao
de AMP. O revestimento dos lipossomas foi realizado por gotejamento da solugéo de
QT a 4,0 mg/mL, sobre a suspenséao de lipossomas previamente obtida, com auxilio de
seringa de 3,0 mL e agulha 25mm x 0,7mm, mantendo a propor¢do de 2:1 entre
lipossomas e QT. Finalmente, o sistema foi mantido sob agitagcdo de 500 RPM por 30
minutos a temperatura ambiente. Para fins de comparacgao, lipossomas sem o farmaco
também foram revestidos, denominados LIP-BRA-QT.

Il. 1.3.4. Caracterizagao dos lipossomas

. 1.3.4.1 Determinagdo do diametro hidrodindmico médio (DHm), indice de
polidispersividade (Pdl) e Potencial Zeta (PZ)

O DHm e o PdI foram avaliados por meio da técnica de Espalhamento Dindmico
de Luz (Dynamic Light Scattering - DLS) utilizando um angulo de incidéncia do laser em
relacdo a amostra de 173°. O potencial Zeta foi determinado pela avaliagdo da mobilidade
eletroforética. Para as leituras, as amostras foram diluidas, sendo utilizado 40 pL de
amostra em 1,0 mL de agua ultrapura. As determinagdes foram realizadas em triplicata,
a temperatura ambiente, utilizando o equipamento Zetasizer Nanoseries pertencente ao
Laboratério de Bioprodutos e Bioprocessos (CentralBio) da FF/UFJF). Os resultados

foram expressos como média + desvio padrao.

Il. 1.3.4.2 Eficiéncia de encapsulacao (EE)

A EE foi determinada de forma indireta, utilizando o método de ultrafiltragcao-
centrifugagéo (Yang et al., 2015). Para isso, quantificou-se o MRP nos sobrenadantes
liofilizados dos lipossomas, a fim de avaliar o quantitativo desse ANT que nao foi
encapsulado.

Para o preparo das amostras, os sobrenadantes liofilizados dos lipossomas (SOB-
LIP) (n=3) foram reconstituidos em 4,0 mL de agua ultrapura. Em seguida, uma aliquota
de 500 pL dessa solugdo foi diluida em 2.500 pyL de agua ultrapura em um tubo de

polipropileno. O sistema foi transferido para a unidade de filtracdo Amicon (MWCO
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10.000, Millipore, Alemanha) e submetido a centrifugagcao a 4.000 RPM por 20 minutos.
Apos a centrifugacao, 500 pL do filtrado foram coletados e diluidos em 2000 uL de agua
ultrapura, para posterior analise por HPLC, conforme condi¢cdes descritas no Capitulo I.

Para os LIP-MRP-QT, 500 yL da amostra foram adicionados a um tubo Amicon
contendo 1500 pL de agua ultrapura. O tubo foi centrifugado a 4000 RPM por 20 minutos,
e a analise do conteudo foi realizada por HPLC. O processo de preparo das amostras
para a determinagao da EE esta representado na Figura 18.

A EE foi calculada de acordo com a seguinte equacgéo:

total de MRP adicionado — quantidade de MRP quantificado

%) =
EE (%) total de MRP adicionado

x 100

O resultado foi expresso como media + desvio padréo.

Figura 18 - Esquema do processo de preparo das amostras para avaliagao da
eficiéncia de encapsulacdo do meropenem nos lipossomas
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Il. 1.3.4.3. Avaliagao do potencial antibacteriano in vitro dos lipossomas

Os ensaios microbioldgicos para avaliagdo do potencial antibacteriano in vitro
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foram realizados no Laboratério de Bioatividade Celular e Molecular, localizado no Centro
de Pesquisas Farmacéuticas, FF/UFJF, sob supervisdao da Profa. Dra. Maria Silvana
Alves e tutoria do doutorando Ygor Ferreira Garcia da Costa.

A avaliacao do potencial antibacteriano foi realizada pelo método de microdiluicao
em caldo, de acordo com as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), conforme descrito nos documentos CLSI MO7-Ed12 e CLSI M100-Ed34
(CLSI, 2024ap) para a determinagdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM). O
estabelecimento da Concentragédo Bactericida Minima (CBM) e a classificagao do efeito
antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico foram realizados utilizando o método
proposto por Andrews (2001), com pequenas adaptagdes, incluindo a substituicdo do
meio de cultura IsoSensitest Agar (ISA; Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) pelo Agar

Mueller-Hinton (AMH, Difco® Laboratories, Michigan, Estados Unidos da América).

Il. 1.3.4.4. Cepas bacterianas e condigdes de armazenamento

Para a realizagdo dos ensaios microbioldgicos, foram selecionadas cepas de
referéncia da American Type Culture Collection (ATCC®) Escherichia coli (Migula)
Castellani and Chalmers (ATCC 25922) e do National Collection of Type Cultures
(NCTC®) Klebsiella pneumoniae (NCTC 13438), produtora de carbapenemase do tipo
KPC-3 (Woodford et al., 2008), e Klebsiella pneumoniae (NCTC 13443), produtora de
metalo-B-lactamase do tipo NDM-1
(https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/klebsiella-pneumoniae-90, acesso em
22 out. 2024). A cepa E. coli (ATCC 25922) foi utilizada no estudo para validagado dos
métodos microbiolégicos empregados.

As culturas bacterianas (matrizes) foram preservadas em suspensao, utilizando
uma solugcdo de armazenamento que consistia em meio de cultura e crioprotetor [meio
TSB (do inglés, Tryptic Soy Broth) + 10% de glicerol (v/v)]. Para a preparagéo, 3 a 5
colbénias de cada cepa foram inoculadas em 1 mL da solugédo, com o auxilio de uma alca
calibrada estéril descartavel de 10 uL. As colénias foram cultivadas em AMH por 24 horas,
em aerobiose, a 37 £ 2 °C. Posteriormente, os tubos plasticos com tampa de rosca
apropriados para congelamento foram armazenados a uma temperatura aproximada de

-80 °C até a realizagéo dos ensaios microbiologicos.


https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/klebsiella-pneumoniae-90
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Il. 1.3.4.5. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacao da CIM, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo,
conforme os protocolos estabelecidos pelo CLSI, descritos nos documentos CLSI MOQ7-
Ed12 e CLSI M100-Ed34 (CLSI, 2024a).

As solugdes estoque (SEs) das amostras LIP-BRA, LIP-MRP e LIP-MRP-QT, bem
como dos ANTs imipenem (IPM) e MRP, foram preparadas de acordo com as diretrizes
do documento CLSI M100-Ed34 (CLSI, 2024,) (Tabela 4). Todas as SEs das amostras e
dos ANTs foram preparadas na concentragao de 1 mg/mL.

O IMP e o MRP foram selecionados devido a sua relevancia na pesquisa de K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos. Em termos de mecanismo de agao, tanto o
IPM quanto o MRP atuam na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, interferindo

na formacéao do peptidoglicano (Hilal-Dandan; Brunton, 2015).

Tabela 4 - Composicao das SEs das amostras e ANTs preparadas e utilizadas na
determinacao da Concentragao Inibitéria Minima por meio do método de

microdiluicdo em caldo

. Concentracao
Amostra Volume (uL) Solvente Diluente Final SEs
Massa (mg) (mg/mL)

LIP-BRA 84 uL 916 pL H2Oq4 100 L H2O4 1,0
LIP-MRP 351 uL 649 pL HoOq4 100 pL H2Oq4 1,0
LIP-MRP-QT 526 uL 474 pL HxOq4 100 pL HxO4 1,0
MRP 1,0 mg 1000 pL H2O4 900 pL H204 1,0
IPM 1,0 mg 1000 pL Tampao 900 pL Tampéo 1,0

fosfato 0,01 M pH 7,2 fosfato 0,01 M pH 7,2
SEs: solucdes estoque; LIP-BRA: lipossoma sem meropenem; LIP-MRP: lipossoma com
meropenem; LIP-MRP-QT: lipossoma com meropenem revestido com quitosana; IPM: imipenem;
MRP: meropenem; H204: agua destilada estéril.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Como indicado na Tabela 4, para a preparagao das SEs dos lipossomas, foi
escolhida agua destilada estéri (H204), devido a ser um solvente polar que proporciona
boa solubilidade (CLSI, 2024y), evitando a presenga de interferentes.

As matrizes das cepas bacterianas a serem testadas foram descongeladas e

aclimatadas. Em seguida, uma aliquota de 10 uL foi retirada da matriz e estriada em placa
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de Petri contendo AMH, utilizando uma alga bacteriolégica calibrada estéril descartavel
de 10 pL. A incubacgao ocorreu em aerobiose, a 37 = 2 °C, por 18 a 24 horas em estufa
bacteriologica. Para o preparo do inodculo bacteriano, foram retiradas de 3 a 5 Unidades
Formadoras de Colbnias (UFCs) do AMH e transferidas, com auxilio de alca
bacterioldgica calibrada estéril descartavel de 10 pL, para uma solugao salina estéril 0,9%
[NaCl 0,9% (p/v)]. A padronizagdo do indéculo foi realizada por meio da leitura da
Densidade Otica (DO) em um espectrofotdmetro a 625 nm, onde valores de absorbancia
entre 0,08 e 0,13 correspondem ao padréao da escala 0,5 de McFarland, contendo
aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL (CLSI, 2024.). Os ensaios para determinagéo da
CIM foram realizados em microplacas de titulagédo de 96 pogos de fundo chato (InLab®,

Sao Paulo, Brasil), conforme ilustra a Figura 19.
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Figura 19 - Esquema ilustrativo da organizacao das microplacas de titulagao utilizadas para a determinagéo da
Concentragao Inibitéria Minima pelo método de microdiluigdo em caldo das amostras e dos ANTs
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IPM: imipenem; MRP: meropenem; LIP-BRA: lipossoma sem meropenem; LIP-MRP: lipossoma com meropenem: LIP-MRP-QT:
lipossoma com meropenem revestido com quitosana; IAM: interferéncia das amostras sobre o meio; ISM: interferéncia dos
solventes/diluentes sobre o meio; ISC: interferéncia dos solventes/diluentes sobre o crescimento bacteriano; CN: controle negativo
de crescimento no meio; CP: controle positivo de crescimento no meio; * pogos na coloragao branca indicam pogos vazios.
Fonte: Adaptado de Costa (2021).
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Inicialmente, foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton (CMH) em todos
0s pogos das microplacas de titulagdo. Em seguida, 100 pL das SEs das amostras ou
ANTs a serem testados foram acrescidos na primeira fileira (linha 1). A diluigdo seriada
foi realizada transferindo 100 pL dafileira 1 para a fileira 2 ap6s homogeneizagao, e assim
sucessivamente até a fileira 12, onde foram descartados 100 uL, mantendo-se o mesmo
volume, conforme ilustrado na Figura 20. Dessa forma, obteve-se um gradiente de
concentragdo na microplaca de titulagdo variando de 500 a 0,25 pug/mL para os
lipossomas e ANTs. Apds, inoculou-se 10 yL da suspensdo bacteriana previamente
padronizada em todos os pocos da microplaca, exceto nos pocos destinados as
interferéncias das amostras e solventes/diluentes sobre o meio, bem como no controle
negativo, onde foram adicionados 10 pL de solugao salina estéril a 0,9%. Apds a diluicao
do indculo na microplaca, a concentragao final alcangada foi de aproximadamente 5 x 10°
UFC/mL (ou 5 x 10* UFC/pogo) (CLSI, 2024.). Os testes foram realizados em

quadruplicata para as amostras e em triplicata para os ANTs.

Figura 20 - Esquema ilustrativo do processo de diluicdo seriada realizado em

microplacas de titulacao
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SEs NPs: solugoes estoque; CMH: caldo Mueller-Hinton.
Fonte: Adaptado de Costa (2021).
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Para validar o ensaio e assegurar a reprodutibilidade dos resultados, foi realizado
um controle de qualidade para cada variavel dos testes. Esses controles abordaram as
potenciais interferéncias, incluindo as das amostras (lipossomas e ANTs) sobre o meio
[IAM], dos solventes/diluentes sobre o meio [ISM] e sobre o crescimento bacteriano [ISC].
Além disso, foram incluidos os controles positivo [CP] e negativo [CN] de crescimento,

conforme ilustrado na Figura 21.

Figura 21 - Esquema ilustrativo dos controles utilizados para o teste de

microdiluicdo em caldo

100 pL 100 uL 100 pL 10 uL 10 pL
SEs NPs solugdo solugéo solugdo suspensdo

Homogeneizacao ou solvente/ solvents! salina bacteriana
‘\‘ antibidticos diluente diluente
Descarte Descarte Descarte
100 uL 100 pL 100 pL

57 Op

10 uL 10 pL 10 pL
sol ucio solugdo suspensio
salina salina bacteriana

IAM: interferéncia das amostras sobre o meio; ISM: interferéncia do solvente/diluente sobre
o meio; ISC: interferéncia do solvente/diluente sobre o crescimento bacteriano; CN: controle
negativo de crescimento no meio; CP: controle positivo de crescimento no meio.

Fonte: Adaptado de Costa (2021).

Os testes com lipossomas, ANTs e demais controles foram realizados
simultaneamente para cada cepa bacteriana. Apds a incubacdo das microplacas de
titulacdo em estufa bacterioldgica por 16 a 20 horas a 35 £ 2 °C em ambiente aerdbico,
foram adicionados 20 pL de solugéo de INT [cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
fenil-2H-tetrazadlio), utilizado como indicador biolégico, na concentragéo de 1 mg/mL (p/v)
a todos os pocos testados, com excec¢ao da quarta fileira das quadruplicatas de cada
amostra, que posteriormente foram usadas para determinar a CBM e classificar o efeito
antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico. Em seguida, as microplacas foram
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incubadas por 30 minutos adicionais nas mesmas condi¢cdes. Apos esse periodo, 0s
pocos que apresentaram coloracao roxa indicaram crescimento bacteriano, enquanto os
que mantiveram a cor original indicaram auséncia de crescimento. A CIM foi estabelecida
como a menor concentragao que demonstrou inibicdo visual da cepa testada, conforme
descrito no documento M07-Ed12 (CLSI, 2024a).

Il. 1.3.4.6. Determinacao da Concentragao Bactericida Minima (CBM) e
classificagcao do efeito antibacteriano como bactericida ou

bacteriostatico

Para a determinagdo da CBM, seguiu-se o procedimento descrito por Andrews
(2001), com pequenos ajustes conforme mencionado anteriormente. Foi retirada, com o
auxilio de uma micropipeta, uma aliquota de 10 pL dos pogos das microplacas de
titulagao citadas no item 11-1.3.4.5 (pag. 65), que nado receberam a solugéo do indicador
bioldgico (colunas D e H — Placa 2 e coluna D — Placa 3 - pag. 67) e que, visualmente,
nao apresentaram crescimento bacteriano, correspondendo a CIM e duas concentracdes
acima. Essas aliquotas foram transferidas para placas de Petri contendo AMH,
previamente marcadas com a concentracdo dos pocos, e incubadas em estufa
bacteriolégica por 18 a 20 horas a 35 £ 2 °C em condi¢des aerdbicas. Apos a incubacgao,
o efeito antibacteriano foi classificado como bactericida ou bacteriostatico: as
concentracdes que permitiram o crescimento de colb6nias bacterianas no AMH foram
consideradas bacteriostaticas, enquanto aquelas que inibiram o crescimento foram
classificadas como bactericidas, conforme ilustrado na Figura 22. A CBM foi, entao,
definida como a menor concentragao capaz de inibir o crescimento bacteriano apés esses

procedimentos.
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Figura 22 - Esquema ilustrativo para determinagéo da Concentragéo Bactericida

Minima e classificacao do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostatico

INT
A B |C D
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1.0 pgimL | 10 ) Bactericida Bacteriostatico
05pgmL| 11

025 pg/mL| 12
T

Quadriplicata

de amostras

INT: cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazdlio (indicador biolégico); neste
exemplo, a CIM foi determinada como 62,5 pg/mL, enquanto a CBM foi estabelecida em
125,0 pg/mL, sendo o efeito categorizado como bacteriostatico.

Fonte: Adaptado de Costa (2021).

I.1.4. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software Prism (versao
8.0.1) (GraphPad Software, Califérnia, Estados Unidos da América). Os dados
experimentais foram submetidos a uma avaliacdo estatistica por meio da analise de
comparagao multipla por ANOVA (dados paramétricos) com post hoc de Tukey. Para

todos os testes, o nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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Il. 2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lipossomas apresentam diversas vantagens que os tornam sistemas
promissores para a entrega de farmacos, especialmente aqueles com caracteristicas
hidrofilicas, como o MRP. Devido a sua estrutura formada por uma bicamada lipidica que
envolve um compartimento aquoso, os lipossomas sido altamente adequados para
encapsular farmacos hidrofilicos, protegendo-os de possiveis degradagdes e melhorando
sua biodisponibilidade (Alavi et al., 2017; Guimaraes et al., 2021).

No presente estudo, escolhemos a DPPC como principal componente da
bicamada lipidica devido a sua biocompatibilidade e estabilidade, que favorecem a
integridade estrutural dos lipossomas (Andra et al., 2022; Hasanovic et al., 2010). Além
disso, a adicao de CHOL desempenha um papel essencial no controle da permeabilidade
da membrana dos lipossomas, reduzindo a fluidez e aumentando a estabilidade da
bicamada (Gomes et al., 2021).

Além disso, de acordo com a literatura, o revestimento dos lipossomas com QT
melhora sua estabilidade e pode favorecer o direcionamento de agao. Nesse sentido, ao
adquirirem uma carga positiva na superficie, os lipossomas revestidos com QT interagem
de maneira mais eficaz com as membranas de microrganismos, que possuem carga
negativa, aumentando assim seu potencial antimicrobiano (Yang et al., 2015).

A seguir, sdo apresentados os resultados referentes a caracterizagdo dos

lipossomas contendo MRP.

Il. 2.1 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Como pode ser observado na Fotografia 1, a aparéncia macroscopica das
formulagdes LIP-MRP apds a reconstituicao foi uniforme, sem floculagao, translucidas,
com leve opalescéncia azul clara. Além disso, o sobrenadante liofilizado apresentou-se

como um po fino e branco, como pode ser visto nos frascos na parte superior da imagem.
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Fotografia 1 — Aspecto macroscépico de liéfilos de lipossomas (SOB-LIP-MRP)

acima e de LIP-MRP reconstituidos abaixo.

SOB-LIP-MRP: Sobrenadante lipossomas com Meropenem; LIP-MRP: lipossomas com
Meropenem.

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Il. 2.1.1.Diametro hidrodinamico médio (DHm), indice de polidispersividade (Pdl)

e potencial Zeta (PZ)

Abaixo estdo apresentados os resultados de DHm, Pdl e PZ para as formulacbes

desenvolvidas (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores* de Diametro Hidrodinamico médio, indice de Polidispersibilidade e
Potencial Zeta para as LIP-BRA, LIP-BRA-QT, LIP-MRP e LIP-MRP-QT obtidas pelo

método microfluidico

DHm (nm) Pdi PZ (mV)
LIP-BRA 134,57 £ 23,39%P¢ 0,442 £ 0,247 -21,14 + 2,289
LIP-BRA-QT 198,20 + 35,914 0,540 £ 0,017 +24,22 + 6,44"
LIP-MRP 120,79 £ 9,892° 0,560 + 0,067 -17,61 + 1,989
LIP-MRP-QT 205,46 + 18,41 0,590 + 0,057 +27,17 £ 1,36"

*Os valores sdo expressos como meédia + desvio padrao (n=3);
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b — Diferenca significativa comparando LIP-BRA e LIP-BRA-QT; ¢ - Diferenca significativa
comparando LIP-BRA e LIP-MRP-QT,; d - Diferenca significativa comparando LIP-BRA-QT e LIP-
MRP; e - diferenca significativa comparando LIP-MRP e LIP-MRP-QT. Letras iguais representam
valores sem diferencga estatistica significativa (ANOVA seguida de teste de Tukey).

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Em relacdo ao DHm dos lipossomas nao revestidos (LIP-BRA; LIP-MRP), os
valores obtidos s&do consistentes com os dados da literatura para lipossomas preparados
com a mesma composic¢ao lipidica e método de preparagao (Yang et al, 2015). Para
essas amostras, observou-se que a encapsulacdo do MRP nao provocou alteracdes
significativas no tamanho médio das particulas, o que pode ser atribuido a baixa massa
molar desse farmaco, bem como a sua provavel localizacdo no nucleo aquoso dos
lipossomas. Dessa forma, possivelmente o MRP interage minimamente com a bicamada
lipidica, preservando a estrutura das vesiculas e mantendo seu tamanho original (Eloy et
al., 2014). Contudo, um aumento significativo no DHm foi observado nos lipossomas
revestidos com QT (Tabela 5), o que sugere a incorporagdo do polimero na superficie
externa das vesiculas, confirmando o sucesso do revestimento. Um comportamento

semelhante foi descrito em estudos prévios (Alavi et al., 2017).

No que diz respeito ao Pdl, os valores obtidos (acima de 0,3) (Tabela 5) indicam
uma maior dispersividade das amostras, sugerindo uma distribuicdo de tamanhos mais
ampla. Esse resultado é corroborado pelos graficos de distribuicdo de tamanho
apresentados na Figura 23. Uma possivel explicagdo para esses valores pode ser a
presenca de uma populacido de particulas adicionais, possivelmente micelas formadas
devido ao excesso de fosfolipidios, detectadas na faixa de tamanho acima de 1000 nm,
0 que contribui para a heterogeneidade observada nas amostras. Ainda, especificamente
para os lipossomas revestidos, o excesso de QT pode também ser responsavel por essa
discrepante populagao de particulas.
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Figura 23 — Distribuicdo de tamanho dos LIP-MRP (a) e LIP-MRP-QT (b) por

intensidade (n=3)
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Quanto ao PZ, os valores obtidos variaram de -21,14 + 2,28 mV a +24,22 + 6,44
mV para LIP-BR-QT ede -17,61 £ 1,98 mV a +27,17 £ 1,36 mV para LIP-MRP-QT (Tabela

5). O aumento do PZ para valores positivos nos lipossomas revestidos indica um
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revestimento eficaz de QT. A mudanga no PZ é claramente evidenciada pelos graficos
de distribuicdo apresentados na Figura 24, reforcando a incorporagao da QT a superficie
das particulas. Nos graficos, observa-se a inversdo de carga, com valores negativos no
LIP-BRA (a) e LIP-MRP (c), passando para valores positivos nos lipossomas revestidos
(LIP-BRA-QT) (b) e LIP-MRP-QT (d).

Como ja descrito, a carga positiva adquirida pelos lipossomas apds o revestimento
pode favorecer a interagdo com membranas bacterianas, que possuem carga negativa,
sugerindo uma potencial atividade antimicrobiana. Além disso, o aumento do PZ
observado apdés o revestimento sugere que as formulagdes finais possuem uma
estabilidade coloidal satisfatéria. Esse comportamento é consistente com outros estudos
da literatura, que também relataram um aumento no DHm e uma inversdo do PZ para

valores positivos em lipossomas revestidos com QT (Alavi et al., 2017; Yang et al., 2015).

Figura 24 — Distribuicdo de PZ dos lipossomas LIP-BRA (a), LIP-BRA-QT
(b), LIP-MRP (c), LIP-MRP-QT (d)
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(b)
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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Il. 2.1.2 Eficiéncia de encapsulagcao

O ensaio para a quantificagcdo do MRP foi realizado por HPLC, para tanto,
primeiramente foi realizada inje¢do da curva analitica de padrdo de MRP, nas
concentragdes de 2,5 — 30,0 ug/mL (Figura 25).

Figura 25 — Curva analitica do padrdao de meropenem por meio de HPLC.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A equacéo da reta obtida para a EE de MRP foi construida por meio da regresséo
linear. Os dados da curva foram Y = 23138 X + 330,2, com coeficiente de determinagao,
R?=0.999941.

Em relacdo aos cromatogramas, obtivemos um pico bem resolvido em 298nm,

com tempo de retengdo proximo a 4 minutos, dentro da faixa prevista (Figura 26).
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Figura 26 — Cromatograma referente ao padrédo de MRP(a) a 10 ug/mL (ponto

central da curva analitica)
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Além disso, na Figura 27 pode-se observar que n&o foi identificado nenhum pico
interferente no mesmo tempo de retengdo do MRP, comprovando a seletividade do
método para a quantificacdo desse analito. Com o objetivo de avaliar a seletividade do

meétodo, foi realizada a sobreposicdo de uma amostra branca (LIP-BRA) e ndo houve
interferéncia.

Figura 27 — Cromatogramas sobrepostos das amostras de SOB-LIP-MRP, LIP-BRA e
do padrao de meropenem
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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A EE do MRP nos lipossomas sem revestimento (LIP-MRP) e revestidos (LIP-
MRP-QT) foi de 24,74 + 1,37% e 25,58 + 4,12%, respectivamente. A partir desses
resultados, foi possivel constatar que ndo houve diferenca significativa entre os valores
obtidos. Tal resultado era previsivel uma vez que, considerando a estrutura
organizacional dos lipossomas, é provavel que o MRP esteja localizado no interior da
cavidade aquosa das vesiculas. Portanto, essa possivel localizagao nao traria influéncia
no sentido da perda de farmaco durante o processo de revestimento com a QT.

De maneira semelhante ao observado em nosso estudo, um trabalho anterior
envolvendo oito formulacdes lipossdmicas catibnicas, duas neutras e trés anibnicas,
preparadas por hidratagcdo de filme lipidico contendo MRP e gentamicina, também
reportou uma baixa EE. Nesse estudo, a EE do MRP variou entre 1,16% e 3,70% (Drulis-
Kawa et al., 2006), sendo inferior a obtida em nosso trabalho.

A encapsulacao de certos farmacos hidrofilicos em lipossomas pode ser dificultada
devido a sua baixa afinidade com a fase lipidica, o que pode resultar em uma quantidade
reduzida do ativo encapsulado, predominantemente no compartimento aquoso. Além
disso, é sabido que farmacos hidrofilicos podem ser perdidos durante a preparacao dos
lipossomas, especialmente quando a formagao das vesiculas é realizada por métodos
como a nanoprecipitagdo ou hidratacdo de filmes lipidicos (Torres et al., 2012
Wijesooriya et al., 2013).

Apesar do baixo valor de EE, como prova de conceito, prosseguimos com o estudo
da formulagao revestida e investigamos sua atividade antibacteriana contra cepas de
referéncia de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos. Os resultados obtidos sao

apresentados a seguir.

Il. 2. 3. AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO IN VITRO

. 2.3.1. Determinagdao da Concentrag¢ao Inibitéria Minima e da Concentragao
Bactericida Minima seguida da classificagcao do efeito antibacteriano em

bactericida ou bacteriostatico
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O presente estudo foi conduzido utilizando uma cepa de referéncia da ATCC® E.
coli (ATCC 25922), que é sensivel aos ANTs e € comumente empregada no controle de
qualidade de ensaios microbiologicos. Além disso, foram utilizadas duas cepas de
referéncia do NCTC® Klebsiella pneumoniae (NCTC 13438), produtora de
carbapenemase do tipo KPC-3, e Klebsiella pneumoniae (NCTC 13443), produtora de
metalo-B-lactamase do tipo NDM-1. Ambas as cepas s&o reconhecidas por sua
resisténcia a multiplos farmacos e sao classificadas como prioridade critica pela OMS
para a descoberta e desenvolvimento de novos ANTs, dada a sua relevancia nas
infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas (Smith; Hollingshead; Kendall, 2024;
WHO, 2024).

Dessa forma, alinhando-se as diretrizes da OMS, esta investigagao concentrou-se
na pesquisa e desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para o tratamento de
infecgdes por K. pneumoniae produtora de carbapenemase, especificamente por meio
do desenvolvimento de lipossomas revestidos com QT para a entrega de MRP.

A atividade antibacteriana de lipossomas contendo MRP e gentamicina foi
investigada por Drulis-Kawa et al. (2006) em quatro cepas: Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 700601) e P. aeruginosa
(ATCC 27853). Os resultados indicaram que a eficacia dos ANTSs é influenciada pela sua
encapsulacdo, uma vez que formulacdes lipossomais com baixa EE tendem a apresentar
atividade antibacteriana reduzida. Como ja descrito, a EE de MRP variou entre 1,16 a
3,70%, valores que se mostraram inferiores ao ideal para garantir uma agéo
antibacteriana eficaz (Drulis-Kawa et al., 2006).

Por outro lado, um estudo sobre lipossomas de cefepima e ceftazidima revelou EE
de 2,29% e 5,77%, respectivamente, com uma perda significativa do farmaco observada
nas primeiras 24 horas (Torres et al., 2012).

No presente estudo, a EE de LIP-MRP-QT foi de 25,58 + 4,12%. Embora esse
valor seja superior ao reportado por Drulis-Kawa et al. (2006) e Torres et al., (2012) para
MRP e outros BLAs lipossomais, respectivamente, nao foi suficiente para proporcionar
um potencial antibacteriano significativo, como sera discutido a seguir.

A Tabela 6 evidencia os valores de CIM obtidos para E. coli (ATCC 25922), com
uma CIM de 0,5 yg/mL para IMP e CIM < 0,25 ug/mL para MRP. De acordo com o
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documento CLSI M100-Ed34 (CLSI 2024y), CIMs entre 0,06 e 0,5 pg/mL para IMP
validam a qualidade do teste realizado, demonstrando a sensibilidade esperada da cepa
em questao, enquanto CIMs entre 0,008 e 0,06 pg/mL para MRP corroboram a qualidade
do ensaio também demonstrando sua sensibilidade esperada. E importante notar que a
menor concentragdo de MRP testada foi de 0,25 ug/mL dentro do gradiente proposto, o
que nao permitiu estabelecer CIMs na faixa prevista pelo CLSI. Entretanto, os valores
encontrados para IMP est&o alinhados com os parametros esperados para E. coli (ATCC
25922), validando o ensaio.

A analise das CIMs de E. coli (ATCC 25922) apresentada na Tabela 6 revela que
a CIM obtida com LIP-BRA (> 500 pg/mL) indica a auséncia de atividade antibacteriana
no gradiente de concentragao testado, devido a falta de MRP, que seria responsavel pela
agao antibidtica. As CIMs de 2 yg/mL obtidas com LIP-MRP e LIP-MRP-QT, embora
significativamente inferiores aos valores com LIP-BRA, afastam os resultados dos valores
descritos como esperados pelo CLSI para essa cepa (2024b). Considerando-se que o0s
valores de CIM de IMP e MRP < 1, 2 e 2 4 ug/mL, classificam os membros da ordem
Enterobacterales, exceto Salmonella e Shigella, como sensivel, intermediario e resistente
a esses farmacos, nessa ordem, os valores obtidos com LIP-MRP e LIP-MRP-QT
erroneamente classificariam a cepa de E. coli (ATCC 25922) como intermediaria ao MRP,
0 que nao é verdade. Isso sugere que, apesar da atividade antibacteriana observada
com esses lipossomas, ela nao foi efetiva visto que ndo atingiu a concentragdo desejada,
ou seja, < 1 pg/mL.

Em relacédo a CBM, tanto o LIP-MRP quanto o LIP-MRP-QT apresentaram valores
de 16 pg/mL para E. coli (ATCC 25922), indicando que s&o necessarias concentragoes
mais elevadas desses lipossomas para inviabilizar essa cepa, em contraste com a
quantidade necessaria apenas para inibir seu crescimento. Como mencionado na pag.
21, o BLA MRP é um ANT bactericida; no entanto, para alcancar esse efeito, foi

necessaria uma concentracao trés vezes superior a CIM determinada de 2 pg/mL.
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Tabela 6 - Valores de Concentragéao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) obtidos com os

lipossomas LIP-BRA, LIP-MRP, LIP-MRP-QT, imipenem (IPM) e meropenem (MRP) frente as cepas bacterianas de

referéncia
Cepabacteriana CIM (pg/mL) CBM(pg/mlL)
LIP-BRA LIP-MRP LIP-MRP-QT IPM MRP LIP-BRA LIP-MRP  LIP-MRP-QT
Escherichia.coli > 500 2,0 2,0 0,5 <0,25 - 16 16
(ATCC 25922)
Klebsiella.pneumoniae. >500 >500 > 500 >500 >500 - - -
(NCTC 13443)
Klebsiella.pneumoniae > 500 > 500 >500 500 > 500 - - -
(NCTC 13438)

LIP-BRA: lipossoma sem meropenem; LIP-MRP: lipossoma com meropenem: LIP-MRP-QT: lipossoma com meropenem revestido
com QT; IPM: imipenem; MRP: meropenem; ATCC: American Type Culture Collection; NCTC: National Collection of Type Cultures;
CIM: concentragéo inibitéria minima; CBM: concentragéo bactericida minima; ': efeito bacteriostatico.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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A Tabela 6 apresenta os valores de CIM obtidos com LIP-BRA, LIP-MRP, LIP-
MRP-QT, IPM e MRP em relagéo as cepas de referéncia NCTC® de K. pneumoniae. Para
as cepas K. pneumoniae (NCTC 13438) e K. pneumoniae (NCTC 13443), que produzem
KPC-3 e NDM-1, respectivamente, a CIM foi superior a 500 yg/mL para todas as
formulacdes lipossomais e ANTs analisados, exceto para IMP em K. pneumoniae (NCTC
13438), que apresentou CIM de 500 pg/mL. Esses resultados indicam uma resisténcia
elevada ao IMP e ao MRP, provavelmente devido a producao de carbapenemases, que
inativam a acao antibiética desses farmacos e comprometem sua eficacia terapéutica
(Smith; Hollingshead; Kendall, 2024).

Observa-se que as CIMs obtidas com MRP livre foram superiores a 500 pg/mL,
sugerindo que LIP-MRP e LIP-MRP-QT nao conseguiram proteger o carbapenémico da
agao enzimatica de KPC-3 e NDM-1. Além disso, a baixa EE dos lipossomas pode ter
impactado negativamente a eficacia antibacteriana (Torres et al., 2012). A encapsulagao
inadequada provavelmente resultou em uma liberagao insuficiente do MRP, reduzindo a
quantidade disponivel do ANT para atingir eficazmente as bactérias-alvo e ndo impedindo
a acao das carbapenemases. As CBMs nao puderam ser determinadas devido ao
gradiente de concentracéo utilizado (0,25 a 500 pg/mL).

No estudo de Drulis-Kawa et al. (2006) nota-se que a atividade antibacteriana in
vitro de lipossomas de MRP contra P. aeruginosa revelou que as CIMs foram mais
elevadas para todos os lipossomas testados em comparacdo ao MRP livre. Os autores
sugeriram que o MRP encapsulado pode interagir com os lipidios, alterando as
propriedades dos lipossomas e inibindo a fusdo eletrostatica entre esses e a célula
bacteriana.

Com base nos achados deste estudo, decidiu-se realizar um refinamento
metodoldgico, explorando novas formulagdes de lipossomas. No entanto, os resultados
preliminares dessas tentativas ndo foram promissores (dados n&o divulgados). Assim,
optou-se por testar uma nova formulagdo de NPs de prata associada a QT, conforme

descrito no capitulo 1.
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3. CONCLUSAO

Os lipossomas revestidos com QT e encapsulados com MRP, desenvolvidos neste
estudo, foram produzidos por meio de uma técnica simples e de baixo custo, com
potencial escalabilidade. Além disso, apresentaram caracteristica promissora de carga
superficial positiva para futura administragao.

No entanto, os resultados sugerem que a baixa EE pode ter comprometido a
eficacia microbiologica. A otimizagdo do método de preparo e da formulagao € essencial
para aumentar o potencial terapéutico desses nanoantibiéticos no combate a infecgdes

bacterianas resistentes.
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CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
NANOPARTICULAS DE PRATA/QUITOSANA
CONTENDO MEROPENEM
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Il. 1. MATERIAL E METODOS

. 1.1. MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

No Laboratério de Desenvolvimento de Sistemas Nanoestruturados (LDNano) da
Faculdade de Farmacia (FF) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) foram
disponibilizados os seguintes reagentes: Quitosana (QT) (CAS 9012-76-4; baixo peso
molecular (50.000 — 190.000 g/mol); grau de desacetilacao (GD): 75 - 85%, foi adquirida
junto a Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, Estados Unidos da Ameérica); meropenem
triildratado (MRP) (CAS 11947 MM = 437,51 g/mol) adquirido da Sigma Aldrich.

No Laboratério de Nanoestruturas Plasménicas (LNano) foram disponibilizados os
seguintes reagentes: nitrato de prata (AgNOs Sigma-Aldrich) como estabilizante QT de
baixo peso molecular ([CéH1104N- CAS 9012-76-4; peso molecular: 50.000-190.000
g/mol (8,3027e2% — 3,155e22 g) e GD de 75% a 85% - Sigma-Aldrich], borohidreto de
sédio (NaBH4 - Sigma-Aldrich) e citrato de sodio (Nascit) (NasCeHsO7 - Sigma - Aldrich)
como agentes redutores e acido acético glacial (CHsCOOH - Synth), 2-mercaptoetanol
(C2HsOS -Sigma-Aldrich), como modificador de superficie. Foi utilizada agua MilliQ de
resistividade igual a 18.2 MQ.cm, como solvente nas reagdes. As vidrarias foram limpas
com solugdo de agua régia (3 HCI:1 HNOs3) e enxaguada abundantemente com agua
deionizada, sem uso de detergente ou solugdes de limpeza adicionais.

No Laboratério de Bioatividade Celular e Molecular, Centro de Pesquisas
Farmacéuticas, FF/UFJF, foram disponibilizados os seguintes reagentes, solventes e
meios de cultura: Agar Miieller-Hinton (Difco® Laboratories, Michigan, Estados Unidos
da América); Caldo Mueller-Hinton (Difco® Laboratories, Michigan, Estados Unidos da
América); TSB (do inglés, Tryptic Soy Broth; Difco® Laboratories, Michigan, Estados
Unidos da Ameérica); glicerol (Synth®, S&do Paulo, Brasil); Tampao Fosfato de Potassio
pH 7,2, Imipenem lote 853752 CAS 74431.23.5 Inlab® e cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-

nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazélio (Sigma-Aldrich®, Missouri, Estados Unidos da América).

. 1.2. EQUIPAMENTOS
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No LDNano foram disponibilizados os seguintes equipamentos: balancga eletronica
de precisao (Gehaka BG 2000, Sdo Paulo, Brasil) e pHmetro Gehaka PG 1800. Foi
utilizado o equipamento Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, Worcestershire,
Reino Unido) pertencente ao Centro de Pesquisas da FF da UFJF. No Laboratorio de
Controle de Qualidade da FF foi disponibilizado o Liofilizador LJJ04 (Cientifica).

No Laboratério LNano foram disponibilizados os seguintes equipamentos: os
espectros Raman das amostras so6lidas foram obtidos utilizando-se o espectrémetro FR-
Raman da Bruker, modelo RFS-100, com radiacao excitante de comprimento de onda
1064 nm, equipado com detector de germénio resfriado com nitrogénio liquido. A
espectroscopia Raman com superficie modificada (SERS) foi realizada utilizando-se o
espectrdbmetro Raman da Bruker, modelo Senterra com radiagdes excitantes de
comprimentos de onda de 200 nm a 1800nm, equipado com detector CCD. Banho
ultrassénico Cristofoli, frequéncia: 50/60Hz; poténcia: 160W, 127V e temporizador.

No Laboratério de Bioatividade Celular e Molecular, foram disponibilizados os
seguintes equipamentos: agitador tipo voértex (Arsec, S&o Paulo, Brasil); autoclave
(Prismatec®, Sao Paulo, Brasil); balanca eletronica de precisdo modelo JK-EAB-2204N
(JKI®, Brasil); cabine de seguranca biolégica classe Il B2 (Veco®, Sao Paulo, Brasil);
espectrofotbmetro modelo SP-1105 (Bel® Photonics, S&o Paulo, Brasil); estufa
bacteriolégica (Quimis®, Sdo Paulo, Brasil); estufa de secagem e esterilizagdo (Limatec,
Rio de Janeiro, Brasil); forno de micro-ondas (LG Eletronics® Brasil, Sdo Paulo, Brasil);
micropipetas (Thermo Scientific®, Massachusetts, Estados Unidos da América); placas
de Petri 90 x 15 mm (PlastLabor®, Rio de Janeiro, Brasil); refrigeradores (Electrolux®
Brasil, Sdo Paulo, Brasil); sistema purificador de agua por osmose reversa (Permution®,
Parana, Brasil); tubos plasticos com tampa de rosca proprios para congelamento (Inlab®,
S&o Paulo, Brasil); entre outros.

No Laboratério de Inovagdo em Nanobiotecnologia e Materiais Avangados para
Pecuaria-Embrapa Gado de leite de Juiz de Fora, foi disponibilizado o microscopio de
Forca Atbmica EasyScan 2 FlexAFM Sample Stage equipado com as ponteiras
Tap190AI-G 380pcs da Budget Sensors, com controlador Nanosurf Easyscan 2

Controller.
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ll. 1.3. METODOS

lll. 1.3.1. Sintese das nanoparticulas de prata/quitosana (AgNPQT)

As AgNP sintetizadas com QT (AgNPQT) foram obtidas através do meétodo
descrito por Filgueiras (Filgueiras, 2013), como se segue: Em um erlenmeyer com o
exterior revestido com papel aluminio, foi adicionado 50mL de de nitrato de prata (AgNO3)
(2,1x10% mol/L). Posteriormente, foi adicionado 1,0 mL de citrato de sddio (1,6 x10"
mol/L) e em seguida, a prata foi reduzida pelo gotejamento de 0,5 mL de borohidreto de
sodio (NaBH4) (2,1x102 mol/L). Apéds, foram adicionados 5,0 mL de solugédo de QT de
baixo peso molecular (0,2 g/L). Todo o procedimento de sintese foi realizado em
temperatura ambiente e sob agitagéo ultrassoénica (Figura 28). Como o pKa da QT é de
6,5, um ajuste no pH do coldide € necessario para evitar a precipitagdo do polimero (Saini

etal., 2011). Esse ajuste foi feito com adigdo de 0,5 mL de acido acético glacial 0,1 mol/L.

Figura 28 — Sintese das nanoparticulas de prata/quitosana

~  Borohidreto de sodio Solugao de Acida acética 0,1M

Citrato de sddio 'y 2,1 x 10*mol/L Quitosana 0,2g/L
1,65 10° mol/L , _

J /

F ;

v

Solucio AgNO; .
2,1 x 10-*maol/L

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Foram preparadas amostras com e sem o modificador de superficie 2-
mercaptoetanol (ME), no intuito de avaliar o impacto do mesmo na adsorgdo do MRP a
superficie das NPs. O 2-mercaptoetanol € um composto organico contendo um grupo tiol
(-SH) e é frequentemente usado para funcionalizar superficies de NPs metélicas, como
as de prata, devido a sua capacidade de formar fortes ligagdes com metais através da

quimissorcgao. O grupo tiol interage diretamente com a superficie da prata, formando uma
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ligacao estavel Ag-S, o que pode aumentar a eficiéncia de adsor¢éo de outras moléculas

ou agentes funcionais a superficie da NP, devido a presenga do grupo hidroxila polar na

outra ponta da cadeia (Filgueiras, 2016).

A solugdo deMRP (10mg/mL) e ME (10 mol/L) foram adicionadas no momento

do uso das NPs, conforme Figura 29.

Figura 29 — Sintese das nanoparticulas de prata/quitosana e 2-mercaptoetanol e

meropenem.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

lll. 1.3.2. Caracterizagao das nanoparticulas

. MRP

lll. 1.3.2.1. Determinacao do diametro hidrodindmico médio (DHm), indice de

polidispersividade (Pdl) e Potencial Zeta (PZ)
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O DHm e o Pdl foram avaliados por meio da técnica de Espalhamento de Luz
Dinamico (do inglés - Dynamic Light Scattering - DLS) utilizando um angulo de incidéncia
do laser em relacdo a amostra de 173°.

O potencial Zeta foi determinado pela avaliagdo da mobilidade eletroforética. As
determinacdes foram realizadas em ftriplicata e a temperatura ambiente, utilizando o
equipamento Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido)
pertencente ao Centro de Pesquisas da FF/UFJF. Os dados e figuras foram obtidas
através do Zetasizer software versao 7.13. Os resultados foram expressos como meédia

* desvio padrao.

lll. 1.3.2.2. Espectroscopia Raman e Espectroscopia Raman intensificada por
superficie (SERS)

Os espectros Raman foram obtidos utilizando um espectrometro Raman Bruker-
Senterra dispersivo, equipado com um detector CCD (do inglés - Charge Coupled
Device) refrigerado termoeletricamente, acoplado a um microscéopio Olympus com lentes
objetivas de magnificagado de curto alcance de 50 e 100 vezes, com linha de excitagao
do laser com comprimentos de onda de 632,8 e 787 nm, poténcia variando de 10mW a
20mW, e tempo de integracdo de 90 a 500 segundos; e um espectrometro FT-Raman
Bruker-RFS-100, equipado com um detector de germénio refrigerado por nitrogénio
liquido, acoplado a um microscépio Olympus com lente objetiva de magnificagdo de longo
alcance de 40 vezes com linha de excitagao do laser Nd-YAGcom comprimento de onda
de 1064 nm e poténcia de 1000mW. Os dados espectrais e figuras de mapeamento foram
obtidas através do software Origin 2018.

As amostras para espectroscopia Raman de QT e MRP foram previamente
liofilizadas por 24h, em temperatura de -51,3°C a 110 mmHg, no equipamento Liofilizador
LJJO4 (Cientifica) para obtengao de p6 seco. As amostras foram colocadas em suporte
para amostra e os espectros foram registrados na regido espectral de 4000-100 cm™'.

lll. 1.3.2.2.1. Preparo de amostras para espectroscopia SERS

Na espectroscopia Raman, o feixe de laser € focado em uma amostra para gerar

uma impresséo digital unica da molécula. O sinal Raman & muito fraco. Para a otimizagéo



CAPITULO IIl - MATERIAL E METODOS | 100

dos espectros SERS e superacao deste problema, utilizamos um aparato para as
amostras suficientemente eficiente e de baixa complexidade, condizente com a
infraestrutura do laboratério. Utilizamos um pequeno anel com didmetro de 5 mm
revestido com filme de aluminio como suporte para as amostras. Os filmes de aluminio
tratados foram adequados para obter-se essas nanoestruturas requeridas para a
observacgéao do efeito SERS (Lanferini, 2022).

O filme de aluminio de uso domeéstico possui uma pureza de 98,5% a 99,9% e
baixo custo. Além disso, € um material de facil acesso e que pode facilmente sofrer
abrasdo quimica. Com esse processo é gerada sobre o aluminio uma superficie aspera,
aumentando a superficie de contato do aluminio, intensificando o sinal SERS (Basu,
2017). Os filmes de aluminio foram submetidos a abrasdo quimica da seguinte forma:
pedacos de aproximadamente 5 x 5 cm de papel aluminio foram limpos com acetona, a
fim de retirar residuos de gordura. Em seguida foram lavados com agua deionizada e
secos na estufa. Apos a secagem, foram tratados, com agitagdo, em solugdo aquosa de
hidroxido de potassio (KOH), por 60 segundos, lavados com agua deionizada e secos em
estufa novamente.

O filme de aluminio tratado foi entdo usado para revestir o porta-amostras de
plastico, que foi usado como suporte para as amostras liquidas de coloide de AgNPs

associadas ao MRP, conforme Fotografia 2.

Fotografia 2 — Porta amostras para analises de AgNP por SERS

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

lll. 1.3.2.3. Caracterizagao morfolégica — Microscopia de Forga Atomica - AFM

A avaliacdo morfologica das AgNPQT, AgNPQT-MRP e AgNPQT-ME-MRP foi
realizada por Microscopia de Forga Atdbmica (AFM — Nanosurf easyScan 2, Nanosurf
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Instruments, Liestal, Suica) pertencente ao Laboratério de Inovagdo em
Nanobiotecnologia e Materiais Avancados para Pecuaria - Embrapa Gado de leite (Juiz
de Fora, MG). As imagens de AFM foram obtidas via modo intermitente, a temperatura
ambiente, empregando-se sonda de silicio (Tap 190 A1-G, Budge Sensors). A resolugao
do AFM foi de 512x512 pixels. Para a analise das amostras, adicionou-se 10 pL de
AgNPQT, AgNPQT-MRP e AgNPQT-ME-MRP sobre a superficie da mica,
permanecendo por 24h em dessecador. Posteriormente, realizou-se a secagem final com
jato de nitrogénio. As imagens foram avaliadas utilizando o programa de analise de dados

Gwyddion versao 2.66.

lll. 1.3.2.4. Avaliagao do potencial antibacteriano in vitro das nanoparticulas

Os ensaios para avaliacdo do potencial antibacteriano in vitro foram realizados no
Laboratério de Bioatividade Celular e Molecular, localizado no Centro de Pesquisas
Farmacéuticas da FF/UFJF, sob a supervisdo da Profe. Dr2. Maria Silvana Alves e a
tutoria do doutorando Ygor Ferreira Garcia da Costa. Os métodos utilizados para o
armazenamento das cepas bacterianas selecionadas e para os ensaios microbiologicos
seguiram as mesmas condigdes aplicadas aos lipossomas; por essa razao, optou-se por

nao repetir a descricdo detalhada neste momento.

lll. 1.3.2.4.1.Cepas bacterianas e condi¢gdes de cultura

Com o objetivo de aprofundar a pesquisa sobre a atividade antibacteriana in vitro
de NPs e contribuir para o desenvolvimento de novos ANTs voltados para bactérias
consideradas prioritarias pela OMS (WHO, 2024), como as cepas de K. pneumoniae
resistentes aos carbapenémicos, foram realizados ensaios microbiolégicos adicionais.
Para tanto, além das cepas de referéncia da American Type Culture Collection (ATCC®)
Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC 25922) e do National Collection
of Type Cultures (NCTC®) Klebsiella pneumoniae (NCTC 13438), produtora de
carbapenemase do tipo KPC-3 (Woodford et al., 2008), e Klebsiella pneumoniae (NCTC
13443), produtora de metalo-B-lactamase do tipo NDM-1
(https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/klebsiella-pneumoniae-90, acesso em

22 out. 2024), foram testadas duas cepas bacterianas clinicas, Klebsiella pneumoniae
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KPC 495i e Klebsiella pneumoniae NDM 371i, isoladas de aspirado traqueal de pacientes
atendidos no Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora/Empresa
Brasileira de Servigos Hospitalares (HU-UFJF/EBSERH). Com excec¢ao da E. coli (ATCC
25922), estas cepas foram cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia desta Instituigéo,
em parceria com as pesquisas desenvolvidas pela Profa. Dra. Patricia Guedes Garcia,
no Laboratério de Microbiologia da FF/UFJF.

O servigo de microbiologia do HU-UFJF/EBSERH, apds identificagdo fenotipica
das bactérias isoladas de amostras clinicas, mantém armazenadas todas as cepas
bacterianas com mecanismos de resisténcia. Deste arsenal, foram selecionadas as
cepas deste estudo, que foi constituida de K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos
com testes fenotipicos positivos para carbapenemases.

A identificagéo fenotipica das espécies bacterianas isoladas de amostras clinicas
foi confirmada pela técnica de Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
(MALDITOF). Os perfis de massas foram adquiridos com espectrémetro - MALDI-TOF
MTB - Smart (Brucker®) e os espectros brutos foram processados utilizando o programa
MaldiBiotyper (Brukers Daltonics), sendo essa etapa executada no Laboratério de
Bacteriologia Geral do Instituto Biolégico de Sao Paulo (Sao Paulo - SP, Brasil).

A obteng¢ao do material genético das cepas bacterianas selecionadas para este
estudo e a subsequente realizacao de testes moleculares visando a deteccao especifica
e diferenciagdo dos genes codificadores de carbapenemases (blakec € blanom) foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz de Fora - MG, Brasil) (Fochat et al., 2024).

As matrizes das cepas bacterianas a serem testadas foram preparadas, seguindo
0 mesmo procedimento utilizado no teste com lipossomas.

Este estudo seguiu rigorosamente os padrdes éticos estabelecidos pela Resolugao
n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, que define as normas e diretrizes
regulamentadoras para pesquisas envolvendo seres humanos. Com aprovagdo do
Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitario de Juiz de
Fora, com o parecer numero: 6.008.128, registrado no comité com Certificado de
Apresentacdo de Apreciacéo Etica (CAAE) 62059822.2.0000.5133. (Anexo A).
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lll. 1.3.2.4.2. Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacao da CIM, foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo,
conforme os protocolos estabelecidos pelo CLSI, descritos nos documentos CLSI MO7-
Ed12 e CLSI M100-Ed34 (CLSI, 2024a).

As SEs das amostras a serem testadas com seus respectivos solventes/diluentes
(Sol/Dil) foram preparadas conforme recomendado no documento CLSI M100-Ed34
(CLSI, 2024y) (Tabela 7). As SEs das NPs (AgNPQT, AgNPQT-MRP, AgNPQT-ME-MRP)
e dos ANTs foram preparadas nas concentragdes de 1 mg/mL e 10 mg/mL,
respectivamente. Também foram avaliadas as solugdes de QT e AgNP, sendo as duas
preparadas na concentragdo de 1 mg/mL.

Foram utilizados como ANTs IPM e MRP devido a sua relevancia, conforme

descrito anteriormente.

Tabela 7 - Composi¢ao das solugdes estoque (SEs) das amostras e ANTs
preparadas e utilizadas na determinacédo da Concentragao Inibitéria Minima por

meio do método de microdiluicdo em caldo

Amostra Volume Solvente Diluente Conc_:entrag.ao
(uL) Final SEs
H (mg/mL)
Massa (mg)
AgNPQT 900 uL 100 pL H2Oq4 100 pL H2O0q4 1,0
0,316 mg
AgNPQT-MRP 900 HL 100 [.IL H204 100 [.IL H204 1.0
10mg
AgNPQT-ME-MRP 91000 HL 100 [.IL H204 100 [.IL H204 1.0
mg
MRP 10,0 1000 pL H204 900 pL H2O0q4 10,0
IPM 10,0 1000 yL Tampéo 900 pL Tampao 10,0

fosfato 0,1 M pH 7,2 fosfato 0,1 M pH 7,2
AgNPQT: nanoparticula de prata/quitosana; AQNPQT-MRP: nanoparticula de prata/quitosana
e meropenem; AgNPQT-ME-MRP: nanoparticula de prata/quitosana e meropenem e 2-
mercaptoetanol; IPM: imipenem; MRP: meropenem; H.Oq4: agua destilada estéril.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Inicialmente as AQNPQT foram sintetizadas conforme descrito no item IlI- 1.3.1. A

solucdo de MRP foi adicionada no momento de preparo das amostras. Portanto, para o
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preparo de AQNPQT-MRP foram fracionados 900 uL de AGNPQT e 100 uL de solugéo de
MRP a 10mg/mL, assim AgNPQT-MRP teve concentracao final de 1 mg/mL. Para o
preparo da AgQNPQT-ME-MRP, previamente foi feita a sintese com ME, com 900 uL de
AgNPQT e 100 pL da solugdo de ME (10° mol/L), logo apos fracionados 900 uL dessa
solugao anterior e adicionados 100 uL da solugao de MRP a 10mg/mL, assim a AQNPQT-
ME-MRP tem concentragéo final de 1 mg/mL.

Conforme se observa na Tabela 7, para preparo das SEs das NPs, foi escolhida
agua destilada estéril, devido a ser um solvente polar que proporciona boa solubilidade
(CLSI, 2024y), evitando a presencga de interferentes.

Para a determinacao da CIM, as matrizes das cepas bacterianas a serem testadas
foram descongeladas e ambientadas, seguindo o mesmo procedimento utilizado no teste
com lipossomas. A CIM foi estabelecida como a menor concentragdo capaz de inibir
visualmente a cepa testada, conforme o conceito descrito no documento CLSI M07-A10
(CLSI, 20242).

lll. 1.3.2.4.3. Determinagdo da Concentracao Bactericida Minima (CBM) e
classificagdo do efeito antibacteriano como bactericida ou

bacteriostatico

Para a determinagdo da CBM e a classificagdo do efeito antibacteriano, seguiu-se
o procedimento descrito por Andrews (2001), com pequenos ajustes, conforme

mencionado no capitulo Il sobre lipossomas.

ll. 1.4. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software Prism (versao
8.0.1) (GraphPad Software, California, Estados Unidos da América). Os dados
experimentais foram submetidos a uma avaliacdo estatistica por meio da analise de
comparagao multipla por ANOVA (dados paramétricos) com post hoc de Tukey. Para

todos os testes, o nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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ll.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

As AgNPs destacam-se como uma promissora plataforma no combate a infecgdes
devido as suas propriedades antimicrobianas de amplo espectro, elevada estabilidade e
capacidade de atuar contra microrganismos resistentes a multiplos farmacos (Allend et
al., 2024; Rashki et al., 2021; Vishwanath; Negi, 2021). Essas propriedades podem ser
potencializadas quando as AgNPs sdo associadas a QT, um polimero natural
biocompativel, biodegradavel e dotado de atividade antimicrobiana intrinseca (Chicea et
al., 2023). A interacado entre as AgNPs e a QT pode levar a formagao de sistemas
sinérgicos que aumentam a eficacia antimicrobiana, promovendo uma agédo mais eficaz.
Essa associagao também pode favorecer a estabilidade coloidal e prolongar a liberagéo
controlada de ions prata, maximizando sua eficacia terapéutica enquanto minimiza a
toxicidade sistémica (Campo-Belefio et al.,2022; Kalaivani et al., 2018). Em um cenario
de crescente RAM, o desenvolvimento de sistemas hibridos baseados em AgNPs e QT
apresenta-se como uma estratégia inovadora e altamente relevante para enfrentar esse
desafio global, oferecendo novas possibilidades para o tratamento de infecgdes
resistentes.

Abaixo estdo descritos os resultados referentes ao desenvolvimento e

caracterizagado das AgNPsQT contendo MRP.

l11.2.1. SINTESE E CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS

No método de redugdo quimica, o sal ibnico foi reduzido na presenga de
borohidreto de sédio e citrato de sodio. A QT foi utilizada como agente estabilizador,
buscando também aprimorar a atividade bioldgica. O ME foi adicionado a suspensao de
AgNPQT-MRP com o intuito de aumentar a interagdo do metal com o MRP, tendo a
fungéo de modificador de superficie, promotor de ligagao de hidrogénio (Filgueiras, 2016).
As formulagdes desenvolvidas apresentaram caracteristica macroscépica homogénea e
cor ambar tipico de coloides de prata (Fotografia 3) e foram avaliadas em relagao as suas

propriedades fisico-quimicas, morfolégicas e biolégicas in vitro.
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Fotografia 3 — Coléide de nanoparticulas de prata sem quitosana (a esquerda)

com quitosana (a direita)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

lll. 2.1.1. Diametro hidrodinamico médio (DHm), indice de polidispersividade (Pdl)
e potencial Zeta (PZ)
Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados de DHm, Pdl e PZ das NPs

“brancas” (sem a presenca do MRP - AgNPQT), daquelas contendo o MRP (AgNPQT-
MRP), assim como das AgNPQT-ME-MRP, com a adicao de ME (agente adsorvente).

Tabela 8 - Valores* de Diamtro Hidrodinamico médio, indice de Polidispersividade e
Potencial Zeta para as AQNPQT e AgNPQT-MRP

DHm (nm) Pdl PZ (mV)

AgNPQT 90,05 + 3,102 0,518 + 0,03° +40,17 + 1,33¢
AgNPQT-MRP 81,35 + 2,492 0,527 + 0,02 +41,40 + 1,00¢
AgNPQT-ME-MRP 75,21 + 6,06 0,542 + 0,02 +41,60 + 1,13¢

*Os valores sao expressos como média + desvio padrao (n=3)
**Letras iguais representam valores sem diferenga estatisticamente significativa (ANOVA

seguida de teste de Tukey)
Fonte: Elaborado pela autora (2024)

O DHm das NPs foi consistente com os valores reportados na literatura (Allend et
al., 2024; Honary et al., 2011). A adsorgéo do MRP a superficie das particulas nao alterou
significativamente o didametro médio, possivelmente devido ao fato de o MRP ser uma

molécula pequena, com baixa massa molar (Honeycutt et al., 2023). Além disso, a
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presenca da QT, que ja atua como uma camada externa estabilizadora, pode limitar a
capacidade do MRP de influenciar as dimensbes das particulas.

Por outro lado, a adicdo de ME resultou em uma redugé&o significativa no DHm
das NPs (Tabela 8). Uma possivel explicagdo pode estar atrelada a capacidade desse
adsorvente, por meio de seus grupos tiol altamente reativos, de formar ligagdes de
hidrogénio com a superficie das AgNPs, promovendo uma reorganizagao estrutural de
sua camada superficial (Filgueiras, 2013). Além disso, estudos apontam que o ME em
menor concentragdo promove uma cinética de agregagdo bem mais lenta, mostrando
uma distribuicdo de tamanhos mais estreita (Filgueiras, 2013). Esse perfil pode ser
visualizado na Figura 30, que traz a distribuicdo de tamanho das NP

s por intensidade.

Figura 30 —Distribuicdo de tamanho das AgNPQT (a), AgNPQT-MRP (b ) e
AgNPQT-ME- MRP (c) por intensidade (n=3)

(a)
Size Distribution by Intensity

1[] ...................................................................................................................
= 8 .............................................................................................................
=
&
i 6 .............................................................................................................
E T T
O
£

2 ..............................................................................................................

0 : :

01 1 1000 10000

Size (d.nm)
Record 200: Ag NP QT 1 Record 201: AghP QT 21 Record 202: AgNP QT 31




CAPITULO 11l - RESULTADOS E DISCUSSAO | 108

(b)

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

1000 10000
Size (d.nm)

—— FRecord 186: AghP + QBPM + MRP 1 Record 187: AghP QT MRP 2 1
Record 188: AghP QT MRP 3 1

(c)

Size Distribution by Intensity

T I :

__E .......................................

o :

o .

R = S A O :

o .

= .

R L TR O :

ps :

S :

B A :
1000 10000

Size (d.nm)

—— Record 208: AgMP QT MRP ME 11 Record 209: AgNP QT MRP ME 2 1
—  Record 210: AgNP QT MRP ME 31

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Em relacdo ao Pdl, foram obtidos valores em torno de 0,5 (Tabela 8). Embora
esses valores estejam em concordancia com dados reportados na literatura (Kango et
al., 2013), eles indicam uma consideravel heterogeneidade na distribuicdo de tamanho
das NPs, o que pode afetar negativamente a estabilidade coloidal e a performance
bioldgica. Essa elevada dispersdo pode ser atribuida ao processo de amadurecimento

de Ostwald, no qual algumas particulas permanecem em formacao durante a etapa de
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nucleagdo, enquanto outras ja estdo completamente formadas, resultando na
coexisténcia de particulas de diferentes tamanhos. Além disso, estudos destacam que o
uso de NaBH4, um agente redutor potente, pode intensificar a polidispersao das AgNPs
ao acelerar a taxa de nucleacao durante a sintese, contribuindo para uma maior
variabilidade no tamanho das particulas (Quintero-Quiroz et al., 2019).

Em relacdo ao PZ, foram observados valores positivos, refletindo a presenca da
QT na superficie das particulas. Esses valores resultam das interagdes eletrostaticas
entre os grupos catidnicos protonados da QT (-NHs*) e a superficie das AgNPs recém-
formadas, o que contribui para sua estabilizagdo e impede a agregacéo das particulas
(Brasil, 2017).

Quanto ao PZ, é importante destacar que um dos principais mecanismos de agao
antibacteriana das AgNPQT esta relacionado a interagéo eletrostatica com a membrana
celular dos microrganismos. A carga positiva das particulas desempenha um papel
crucial nesse processo, favorecendo a adesao as células bacterianas e potencializando
a atividade antimicrobiana. Estudos indicam que, quanto maior o valor do PZ, maior é a
eficacia antibacteriana das NPs (Mirda et al., 2021).

E interessante ressaltar ainda que ndo houve diferenca significativa entre os
valores de PZ das diferentes amostras. O fato de o ME nao ter contribuido para a
alteracdo do PZ pode ser atribuido a manutencao das interagdes eletrostaticas entre os
grupos catibnicos da QT e a superficie das NPs, mesmo na presenca desse adsorvente.
Nesse contexto, o ME atua principalmente formando ligacées de hidrogénio com a
superficie das NPs, sem alterar significativamente a carga global das particulas
(Filgueiras, 2015). Dessa forma, a carga positiva associada a QT prevalece, mantendo o
PZ positivo. Os graficos de distribuicdo do PZ das amostras estao apresentados na Figura
31.



Figura 31- Grafico de distribuigdo do potencial Zeta das nanoparticulas (n=3)
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a) AgNPQT; b) AQNPQT-MRP; ¢) AgNPQT-ME-MRP
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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lll. 2.1.2. Espectroscopia RAMAN

A espectroscopia Raman baseia-se no efeito Raman, que esta relacionado ao
espalhamento da luz. Esse processo pode ser interpretado como uma transferéncia de
energia entre os fétons envolvidos no espalhamento inelastico e a molécula. Assim, as
propriedades estruturais de cada molécula podem ser identificadas por meio da detecg¢ao
da mudanga de energia do foton, ou seja, a frequéncia do modo vibracional que sofreu
transigéo, ja que cada molécula possui um espectro Raman unico.

Os picos caracteristicos do MRP foram claramente identificados. A banda
associada ao estiramento da ligagado C=C nos anéis biciclicos fundidos B-lactédmico e
pirrolidinico foi localizada em 1551 cm™ (Cielecka-Piontek et al., 2013). As bandas
relacionadas as vibragbes de tesoura e oscilagdo das ligacbes CH no grupo
dimetilcarbamoil apareceram em torno de 1460 cm™, enquanto as vibragdes de
estiramento da ligagdo CN no anel B-lactdmico foram detectadas em 1390 cm™. Além
disso, as vibragdes de estiramento da ligagdo CN entre o atomo de nitrogénio e o grupo
metil foram identificadas em 1262 cm™ (Abdelkader et al., 2017), e a banda referente a
ligacdo CC no anel B-lactamico foi observada em 1057 cm™. A banda em 987 cm™ foi
atribuida as vibracdes de estiramento da ligagdo CC do anel 3-lactédmico, e as vibragdes
de estiramento da ligacdo CN entre o atomo de nitrogénio e os grupos metila foram
observadas na banda de 809 cm™. Finalmente, as vibragdes de flexao das ligagées CO-
H do grupo carboxilico foram registradas em 660 cm™ (Cielecka-Piontek et al., 2013)
(Figura 32).

O espectro Raman da QT exibiu varias bandas caracteristicas, destacando-se o
alongamento da ligagdo C-N a 900 cm™, o alongamento da ligagdo C-C entre 1050 - 1200
cm™, a flexdo da ligagdo C-N-H entre 1290 — 1350 cm™, e a banda amida-lll em 1457
cm™ (Figura 32).

Os espectros dos materiais puros de partida — MRP e QT — estdo em
concordancia com a literatura, permitindo a identificacdo dos picos caracteristicos em
ambos (Cielecka-Piontek et al., 2013; Nirmala et al., 2011).

lll. 2.1.3. Espectroscopia SERS
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A espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS - do inglés Surface-
Enhanced Raman Scattering) foi descoberta em um estudo que utilizou um eletrodo de
prata quimicamente ativado por ciclos de oxidagcdo e redu¢cdo do metal, criando uma
superficie rugosa capaz de amplificar significativamente o sinal Raman da piridina
quando em contato com esse analito (Fleischmann et al., 1974). Posteriormente,
observou-se que o uso de AgNPs leva a uma amplificagdo extrema do sinal Raman, até
mesmo na detecgdo de uma unica molécula. Essa intensificagdo, no entanto, ndo decorre
apenas do aumento da area superficial do metal, mas € atribuida a um novo fenémeno,
denominado SERS. Este efeito pode ser explicado pelo efeito eletromagnético, que
descreve a oscilacao coletiva dos elétrons de condugao na superficie dos metais, como
a prata, induzida pela radiagao eletromagnética quando os fotons estdo em ressonancia
com a transicao eletrénica da superficie metalica (Filgueiras et al., 2015).

Cada vez mais utilizada na pesquisa bioldgica (Zong et al., 2018), a espectroscopia
SERS é uma técnica poderosa de analise de superficies que preserva as informacoes
unicas da espectroscopia Raman. Neste estudo, ela é relevante para determinar a
identidade e a orientagao dos sitios de interacdo do MRP com as AgNPs.

Os resultados indicam uma interagao eletrostatica entre o MRP e a NP Observou-
se, em 1551 cm™, uma banda associada ao estiramento da ligagdo C=C nos anéis
biciclicos fundidos B-lactamico e pirrolidinico, caracteristica do MRP (Cielecka-Piontek et
al., 2013). Além disso, a banda em 987 cm™, relacionada as vibragdes de estiramento da
ligagdo CC do anel B-lactdmico, aparece na AQNPQT-MRP, mas ndo na AgNPQT. Da
mesma forma, a intensidade da banda em 660 cm™, referente ao grupo carboxilico
(Cielecka-Piontek et al., 2013), surge na AQNPQT-MRP, mas esta ausente na AgNPQT.
Esses achados sugerem que, seguindo o protocolo de preparagédo das NPs, houve uma
interacédo entre o MRP e as AgNPQT (Figura 32).

Os espectros SERS das AgNPQT-MRP com e sem o modificador de superficie
(ME) apresentam diferencas, no entanto, ha coincidéncia entre algumas bandas, tais
como, 1750, 1551 e 1057 cm'. Além disso, a intensificagdo das bandas 1262 e 1390 cm-
' com ME esta associada a adsorgdo, que ocorre devido a maior proximidade com a
superficie metalica. A presenga dessas bandas na AgNPQT-ME-MRP, atribuidas a

modos normais envolvendo estiramento de ligagdes C-N do anel B-lactamico, sugere que



CAPITULO 11l - RESULTADOS E DISCUSSAO | 113

ligacbes de hidrogénio entre a hidroxila do modificador de superficie e os grupos amina
do adsorbato resultaram em uma maior proximidade entre o MRP e a superficie metalica.

Foi possivel observar que o MRP tem afinidade pela prata, foi adsorvido a
superficie da AQNP e como foi possivel observar bandas caracteristicas dele na presenca
do ME, possivelmente ele foi adsorvido também em sitios de ancoragem do modificador
de superficie, conforme Figura 32.

Na AgNPQT-ME-MRP, surgem duas bandas C-S em 629 cm™ e 718 cm™,
caracteristicas do ME, que acabam obscurecendo os sinais do MRP. Além disso, em
1016 cm™, aparece uma banda distintiva do ME (Belgo et al., 2022), em destaque na
Figura 32. Como o ME foi utilizado em uma concentragao de 107, sua alta afinidade pela
prata pode estar competindo com o MRP, possivelmente deslocando-o da superficie da
NP. Seria importante testar a redugao da concentragcao de ME, o que poderia favorecer
a adsorcao do MRP, mas esse teste nao foi realizado. Parece que o MRP atingiu o limite
de saturacdo de adsorcdo, e a competicdo com o ME pode estar reduzindo essa
adsorcdo. A diminuigdo da concentracdo de ME poderia alterar esse equilibrio,
favorecendo uma maior adsor¢do do MRP, ja que o ME também auxilia na ancoragem
do MRP a superficie da nanoparticula.

Os espectros resultantes dessas analises estao apresentados na Figura 32.
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Figura 32 - Espectro Raman de meropenem puro e Espectro Raman de superficie modificada - SERS das nanoparticulas
de prata/quitosana
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lll. 2.1.4. Avaliagcao Morfolégica - Microscopia de For¢ca Atomica — AFM

A avaliagdo morfolégica das amostras AQNPQT, AgNPQT-MRP e AgNPQT-ME-
MRP foi realizada utilizando Microscopia de Forga Atémica (AFM — do inglés Atomic
Force Microscopy). Essa técnica fornece informagbes topograficas detalhadas da
amostra com alta resolucéo tridimensional na escala nanométrica, permitindo a obtencéao
de imagens e a caracterizagdo da superficie das nanoparticulas, pela técnica de
varredura por sonda. Uma de suas principais vantagens é a capacidade de visualizar NPs
individuais, fornecendo dados valiosos sobre seu tamanho, forma e distribuicdo. Além
disso, a AFM permite a analise de processos dinamicos, como a agregagao de particulas
(Chicea et al., 2023).

O principio basico do AFM esta nas forgas de interagao entre a ponta da sonda e
a superficie da amostra, como as forgas de Van der Waals, eletrostaticas, magnéticas e
de ligagao quimica, entre outras. Quando a ponta se aproxima da superficie da amostra,
essas forgas provocam uma deflexdo no cantilever, que geralmente € medida por um
procedimento de deflexdo de feixe de laser. A deflexdo € determinada pela diferenga na
intensidade do feixe registrada por um fotodiodo de quatro quadrantes. Essa deflexao &
entdo utilizada para controlar a posicdo da ponta na diregcao vertical, mantendo uma
distancia constante entre a ponta e a superficie da amostra, definida como "setpoint"
(Giessibl, 2003).

Neste trabalho, utilizamos um microscépio de for¢ca atdbmica EasyScan 2 FlexAFM
Sample Stage, com a amostra fixada em um substrato e o scanner movendo-se sobre a
amostra. O substrato utilizado foi a mica, que foi limpa logo antes da deposigdo da
amostra para garantir que a superficie estivesse livre de contaminagdo por
macromoléculas ou particulas finas de poeira presentes no ar do laboratorio. As
suspensdes de AgNPQT, AgNPQT-MRP e AgNPQT-ME-MRP, preparadas conforme
descrito na subsecdo que apresenta o procedimento de sintese, foram depositadas,
cuidadosamente, como uma pequena gota com o auxilio de um pipetador. A solugao foi
deixada evaporar lentamente, e as nanoparticulas permaneceram aderidas ao substrato.

O scanner AFM e o conjunto do suporte de amostra estavam localizados em uma

laje de granito macica e espessa, suspensa em uma caixa personalizada, para garantir o
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isolamento de possiveis vibracdes no edificio. O cantilever utilizado contava com uma
ponta ndo muito afiada, podendo apresentar medidas de largura superestimadas devido
a artefatos de escaneamento causados pelo raio da ponta, pois a ponta maior pode fazer
com que as nanoparticulas aparentem ter tamanhos maiores do que realmente sao.
Assim, para evitar essa incerteza, avaliamos os dados de altura, por cortes de secao
transversal.

A avaliagédo topografica indica que as particulas possuem formato esférico e
tamanho nanométrico, com graficos representando uma area de 5 yum x 5 ym (Figura 33).
Apesar da homogeneidade observada, algumas variagdes foram identificadas entre as
amostras. Na analise da imagem da AgNPQT (Fig. 33 - a), séo visiveis diferencas de
altura, onde as cores mais claras correspondem a areas elevadas e as mais escuras a
regides mais baixas. A altura maxima ao longo da linha de corte transversal foi de 116
nm (imagem superior) e 82 nm (imagem inferior), sugerindo que as estruturas na
superficie atingem essa altura em relagao ao ponto mais baixo. A presenga de particulas
aglomeradas pode estar relacionada a sintese das nanoparticulas ou ao processamento
prévio da amostra.

Em contraste, a imagem das AgNPQT-MRP (Fig. 33 - b) revela uma distribui¢cao
mais uniforme das particulas, com diversos pontos claros, indicando uma maior dispersao
em comparagdo com as AgNPQT (a), que apresentavam areas mais concentradas. A
altura maxima registrada nesta amostra foi de 55 nm (imagem superior) e 42 nm (imagem
inferior), sugerindo nanoparticulas menores nesse campo especifico. Embora a
distribuicdo paregca mais homogénea, algumas regides exibem sombras ao redor das
particulas mais brilhantes, indicando um possivel arraste durante o processo de
secagem.

Ao analisar as AQNPQT-ME-MRP (Fig. 33 - c), observa-se uma maior aglomeragao
de particulas, com areas de brilho intenso que representam elevacdes acentuadas. Essas
regides podem indicar a formagao de conglomerados densos, possivelmente decorrentes
do processo de preparagao da amostra. A altura maxima registrada nesta amostra foi de
98 nm (imagem superior) e 58 nm (imagem inferior). Essas variagées sugerem que, nesta
amostra, as particulas apresentam alturas polidispersas. Além disso, sombras e faixas

ao redor das areas mais brilhantes podem indicar a presenca de um filme ou camada
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polimérica envolvendo as nanoparticulas, resultando em deformacdes visiveis. Embora
existam regides com nanoparticulas mais altas e mais baixas, as areas de maior altura
estdo concentradas em locais especificos, indicando uma certa heterogeneidade na
distribuicao das particulas.

As secdes transversais das nanoparticulas de prata revelaram contornos bem
definidos. A anadlise topografica indica que as particulas possuem uma forma esférica,
com picos suaves e sem ombros, sugerindo um movimento regular do cantiléver ao subir
e descer (Figura 33).

O formato das nanoparticulas desempenha um papel essencial na atividade
antibacteriana, especialmente geometrias isotropicas, como particulas esféricas. Essas
nanoparticulas esféricas demonstraram alta eficacia antibacteriana, possivelmente
devido a grande relagédo superficie-volume, que fornecem a reatividade maxima para
obter a maior atividade antibacteriana (Adeniji et al., 2022).

O tamanho das particulas estda em conformidade com a distribuicdo medida pelo
DLS. Algumas areas apresentam particulas de tamanhos mais uniformes, enquanto
outras exibem uma maior variabilidade (Figura 33). A analise de AFM ¢é realizada
diretamente nas imagens obtidas e as amostras sao desidratadas, o que pode induzir a
agregacgao ou deformacado apods sua deposicdo sobre a superficie da mica, além da
possibilidade de interacdo com a sonda ocasionar alteracbées na mesma. Ao passo que,
na técnica espectroscépica, mede-se o raio hidrodinamico das nanoparticulas em
suspensao e, portanto, ndo ha quaisquer alteracbes na amostra. No entanto, a partir da
avaliacao dos graficos de distribuicdo de tamanho por numero das AgNPQT: AgNPQT-
MRP e AgNPQT-ME-MRP (Figura 33a, 33b e 33c), obtidos pela técnica de Espalhamento
Dinadmico de Luz, pode-se constatar faixas de distribuicdo compativeis com os valores
observados quando da determinacéo do didmetro, nos campos avaliados por AFM.
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Figura 33 — Microscopia de Forca Atdmica para as nanoparticulas de prata/quitosana.

(b)

AgNPQT- MRP

(c)

AgNPQT-ME-MRP

Statistics Graph (1 measurement ts)

[

[BWiean with +/-1 Standard Deviation error bar]

Statistics Graph (1 measurement ts)

[Btean with -1 Standard Deviation error bar

Statistics Graph (1 measurement ts)

B 1ean with +-1 Standard Deviation error bar

,
G A0 R
X B B
= < ¢
z H g
El E 5
= 2 z z
o
1 10 100 1000 10000 100 1000 10000 100 1000 10000
Size (d.nm) Size (d.nm) Size (d.nm)

AgNPQT: nanoparticulas de prata/quitosana; AQNPQT-MRP: nanoparticulas de prata/quitosana com Meropenem; AQNPQT-ME-
MRP: nanoparticulas de prata/quitosana com 2-mercaptoetanol e meropenem.

Fonte: Elaborada pela autora (2024)
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Figura 34 — Microscopia de Forga Atdmica em 3D para as AgQNPQT-MRP.
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AgNPQT-MRP: nanoparticulas de prata/quitosana com meropenem

Fonte: Elaborado pela autora (2024)
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lll. 2.2. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO /N VITRO

lll. 2.2.1. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima e da Concentracao
Bactericida Minima seguida da classificagao do efeito antibacteriano em

bactericida ou bacteriostatico

Considerando que: i) o MRP é um ANT carbapenémico de ultima linha contra
infeccbes bacterianas graves e que a resisténcia a ele € uma ameacga crescente na
terapia antibacteriana (Doi, 2019); ii) que a K. pneumoniae representa uma grande
ameaca por causar infecgdes graves (Pesesky et al., 2015); iii) e que as carbapenemases
de classe A, do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), e de classe B, do tipo
NDM (New Delhi metalo-beta-lactamase), sdo extremamente relevantes (Pesesky et al.,
2015), foram adicionadas, para esta etapa do estudo, duas cepas clinicas de K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos (K. pneumoniae KPC 495i e K. pneumoniae
NDM 371i), conforme descrito anteriormente.

A associagao de AgNPs com diferentes ANTSs, entre eles Ceftazidima, IMP, MRP
e Gentamicina foi estudada por Malawong et al. (2021), frente a cepas de Burkholderia
pseudomallei, bactéria Gram-negativa. Os resultados deste estudo sugerem redugdes
nas doses dos ANTs e combinagdes com efeito sinérgico (Malawong et al., 2021). AgNPs
associadas com IMP apresentaram interagao sinérgica com redugao na concentragao do
ANT em diferentes cepas de K. pneumoniae, tanto nas formas plancténicas quanto no
biofilme. Esse resultado sugere uma possivel redugdo na viabilidade de cepas
bacterianas em concentragdes mais baixas de ANTs (Fontoura et al., 2023). No estudo
de Allend et al. (2024) feito com AgNPs frente a cepas resistentes e de referéncia de A.
baumannii, a atividade antibacteriana foi avaliada e mostrou efeito sinérgico e aditivo. O
aumento de células inviaveis no biofilme também foi observado, apds tratamento com
AgNPs em cepas resistente a carbapenémicos (Allend et al., 2024).

A Tabela 9 apresenta os valores de CIM e CBM obtidos com a QT, AgNP,
AgNPQT, AgNPQT-MRP, AgNPQT-ME-MRP, IPM e MRP frente as cepas de K.
Pneumoniae testadas. Pela analise desta tabela, as AQNPQT-MRP foram mais efetivas
que as AgNPQT, sendo capazes de inibir as cepas testadas com valores de CIM variando

de 31,3 a 125 ug/mL. Tal resultado era esperado, mostrando que houve a funcionalizagao
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das NPs através de uma ligagdo amida entre o grupo COO-do MRP e o NH2* presente
na superficie da AQNPQT. Sugerimos aqui que a QT provavelmente facilita a ancoragem
das NPs na membrana bacteriana mais externa. A ancoragem provavelmente resulta na
penetracdo das NPs na membrana bacteriana causando a morte do microrganismo.

Em relacédo a CBM, as amostras de QT, AgNPQT, AgNPQT-MRP, AgNPQT-ME-
MRP apresentaram valores até duas concentragdes acima da CIM, sugerindo que
concentracdes mais altas dessas NPs sdo necessarias para matar as bactérias, em
comparagao com a quantidade necessaria para apenas inibir o crescimento (Tabela 9).
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Tabela 9 - Valores de Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Bactericida Minima (CBM) obtidos com a
solucao de QT, AgNP, AgNPQT, AgNPQT-MRP, AgNPQT-ME-MRP, Imipenem (IPM) e Meropenem (MRP) frente as

cepas bacterianas clinicas e de referéncia.

Cepa bacteriana CIM (pg/mL) CBM(pg/mL)

QT  AgNP AgNP AgNP  AgNPQT IPM MRP QT AgNP AgNP AgNPQT

QT QT-MRP ME-MRP QT QT-MRP  ME-MRP
Ej.coliATCC 25922 500" >500 125 <0,25 <0,25 0,5 <0,25 500 250 0,25 0,25
kij.pneumoniae.NDM 371i 500> >500 125 62,52 62,52 >500 500 >500 250 125 125
kij.pneumoniae KPC 495i 500" >500 125 S ,eF giies 250 62,5 500 250 125 125
kij.pneumoniae (NCTC 13443) 500> >500 125 62,52 1252 >500 >500 >500 250 250 500
kij.pneumoniae (NCTC 13438) 500" >500 125 1252 1252 500 >500 500 500 500 500

QT: suspenséo de quitosana; AgNP: nanoparticulas de prata; AQNPQT: nanoparticulas de prata/quitosana; AQNPQT-MRP:
nanoparticulas de prata/quitosana e meropenem; AQNPQT-ME-MRP: nanoparticulas de prata/quitosana, 2-mercaptoetanol e meropenem;
IPM: imipenem; MRP: Meropenem; ATCC: American Type Culture Collection; NCTC: National Collection of Type Cultures; KPC: Klebsiella
pneumoniae carbapenemase; NDM: New Delhi metalo-beta-lactamase; CIM: concentracao inibitéria minima; CBM: concentragéo bactericida

minima; ': Bactericida; ¢ : Bacteriostatico.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Os valores de CIM obtidos para E. coli (ATCC 25922), com 0,5 ug/mL para IPM e
<0,25 pg/mL para MRP (Tabela 9), corroboram os critérios do CLSI M100-Ed34 (CLSI
2024b). Segundo este documento, CIMs entre 0,06 e 0,5 uyg/mL para IPM confirmam a
qualidade do teste realizado, evidenciando a sensibilidade esperada da cepa. Por outro
lado, CIMs abaixo de 0,25 ug/mL para MRP nao foram avaliados, uma vez que a menor
concentragao testada foi de 0,25 ug/mL, limitando a avaliagdo dentro da faixa prevista
pelo CLSI. A CIM obtida para IMP esta alinhada com os padrbes de sensibilidade
esperados para E. coli (ATCC 25922), reforcando a adequagédo do método, conforme
descrito no capitulo Il.

Analisando os resultados, foi possivel observar que a suspensio de QT isolada,
mesmo sem a presengca de MRP apresentou inibicdo dentro do gradiente de
concentragao utilizado (500 pg/mL), frente a todas as cepas e efeito bacteriostatico para
K. pneumoniae NDM 371i e K. pneumoniae (NCTC 13443) que sao produtoras de
metalobetalactamases, e efeito bactericida para K. pneumoniae (NCTC 13438) e K.
pneumoniae KPC 495i, ambas produtoras de serinobetalactamases. Extensas pesquisas
abrangendo estudos in vivo e in vitro envolvendo QT em varias formas com diferentes
pesos moleculares, explora seu potencial antimicrobiano contra uma variedade de
microrganismos, incluindo fungos e bactérias. Shanmugam et al. (2016) investigaram a
atividade antibacteriana da QT contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
inclusive K. pneumoniae, usando o meétodo de difusdo em agar e determinagéo da CIM;
a QT mostrou boa atividade antibacteriana contra ambas as classes de bactérias
(Shanmugam et al., 2016). Estudo conduzido por Ardean et al. (2021) indica que, devido
a composicao quimica das paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, a interacado da QT é diferente para cada uma delas. O efeito bactericida em
bactérias Gram-negativas, ocorre devido a maior afinidade dos grupos amino pelos
radicais anibnicos presentes na parede celular e, também a hidrofilicidade
significativamente maior dessas bactérias em comparagdo com as bactérias Gram-
positivas. A QT, principalmente de maior peso molecular, também apresenta efeito
bactericida em bactérias Gram-positivas pela capacidade de bloqueio direto impedindo

que nutrientes e oxigénio entrem no espaco intracelular bacteriano (Ardean et al., 2021).
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Como mencionado anteriormente, ha muitos relatos sobre a atividade
antibacteriana das AgNPs. No entanto, os resultados obtidos com as AgNPs isoladas nao
corroboram esses dados, pois, em todos os ensaios realizados, ndo foi possivel
determinar a CIM, sendo inativa frente a todas as cepas testadas no gradiente de
concentracao estabelecido. Durante o experimento, observamos uma mudanca na
coloragdo das amostras em concentracbes mais elevadas, o que acreditamos ter
interferido nos resultados da analise. A literatura sugere que as caracteristicas fisico-
quimicas dos meios de cultura podem influenciar tanto a estabilidade quanto a atividade
antibacteriana das AgNPs. A composi¢ao desses meios afeta aspectos importantes das
AgNPs, como DHm, PZ, a agregacéao e liberagdo de ions de prata. Meios de cultura
considerados complexos, como o CMH, podem reduzir a eficacia antibacteriana das
AgNPs ao promover a agregacao, especialmente em meios com maior complexidade
quimica (Vazquez-Mufioz et al., 2020).

Millour et al. (2015) demonstraram que a presenga de sais, como NaCl, CaClz ou
MgCl2, comumente encontrados em meios de cultura cation ajustado, provoca a
agregacao das AgNPs. Além disso, a matéria organica presente em meios complexos,
como triptona ou extrato de levedura, também altera a taxa de agregag¢ao nesse ambiente
(Millour et al., 2015). Meios de cultura com diferentes composi¢cbes, como o CMH,
influenciam o tamanho hidrodinamico das AgNPs, favorecendo interagbes que promovem
a agregacao (Gimenez-Ingalaturre et al., 2022). Em contraste, nas amostras sintetizadas
com QT, nao foi observada essa mudanga de coloragéo, o que sugere que a QT protege
a formulacéo (Zienkiewicz-Strzatka et al., 2019). Ademais, Loza et al. (2014) concluiram
que compostos contendo grupos tiol, como o ME, podem bloquear a superficie das
particulas, impedindo sua agregacéao (Loza et al., 2014).

As suspensdes aquosas de QT e AgNPs apresentaram separadamente baixos
efeitos antibacterianos, mas foi observada sinergia quando ambos os componentes foram
combinados como a mistura binaria AgNPQT, promovendo uma redugdo na CIM
(Archana et al., 2015). As diferentes afinidades quimicas da prata metalica e da QT para
locais especificos da parede celular da bactéria podem ser uma explicagao para tal agcao
antibacteriana intensificada (Brasil et al., 2018). Em todas as amostras testadas, a CIM

foi de 125 ug/mL e efeito bacteriostatico, este valor quatro vezes menor em comparagao



CAPITULO 11l - RESULTADOS E DISCUSSAO | 125

com as amostras contendo apenas AgNPs isoladas. Embora essa redugao tenha
ocorrido, ainda nao foi significativa a ponto de retornar a sensibilidade dessas bactérias.
Estudo realizado com AgNPs em tamanhos similares ao que encontramos foram
realizados, e os resultados foram correspondentes (Bruna et al., 2021). Em relagcédo ao
MRP puro, estes resultados também foram favoraveis, especialmente no comparativo
entre as cepas de referéncia testadas.

Esses achados estdo em conformidade com dados da literatura, que destacam a
vantagem promissora das AgNPs revestidas com QT. Em um estudo realizado por Santos
et al. (2021), que avaliou a atividade de AgNPQT contra bactérias resistentes por
diferentes métodos de sintese, todas as formulagdes desenvolvidas demonstraram
atividade bactericida. Além disso, investigou-se se as AgNPs induziriam tolerancia nas
bactérias, e o estudo concluiu que, apds 20 exposi¢cdes bacterianas sucessivas as NPs,
nao houve aumento significativo na CIM (Santos et al., 2021).

Resultados promissores foram obtidos ao comparar as formulagdes AgNPQT-
MRP com MRP isolado. A associacdo de QT com AgNP na presenga do MRP,
demonstrou eficacia superior em relagao as outras formulagdes testadas. Para a cepa de
k. pneumoniae NDM 371i, tanto as AgNPQT-MRP quanto as AgNPQT-ME-MRP
apresentaram ClIMs de 62,5 pg/mL. Ja para a cepa de K. pneumoniae (NCTC 13443), as
CIMs foram de 62,5 e 125 ug/mL, respectivamente, com efeito bacteriostatico para todas,
demonstrando um potencial para inibir essa cepa resistente, dentro do gradiente testado.
Para a cepa K. pneumoniae KPC 495i, as formulagbes AQNPQT-MRP e AgNPQT-ME-
MRP tiveram o melhor desempenho, com CIM de 31,3 ug/mL, sugerindo que essas
formulacbes podem ser eficazes contra essa cepa. Em relagado a K. pneumoniae (NCTC
13438), as AQNPQT-MRP e AgNPQT-ME-MRP mostraram CIM de 125 yg/mL, com efeito
bacteriostatico, enquanto o MRP isolado apresentou uma CIM superior a 500 pg/mL,
indicando que as NPs favoreceram a atividade do MRP.

Em relacédo a adicdo de ME nas formulagdes, para aumentar a adsor¢ao do MRP,
os resultados ndo mostraram diferenca significativa entre AQNPQT-MRP e AgNPQT-ME-
MRP. Portanto, visando o uso de uma formulagdo com menor potencial citotoxico,
consideramos mais adequado seguir com uma formulagdo que nao contenha esse

agente.
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A combinacado do MRP e AgNPQT pode aumentar a afinidade de ligagao aos seus
alvos, melhorar a penetracao através da barreira da parede celular e, assim, aumentar a
eficacia do farmaco contra a resisténcia bacteriana. Além disso, usar trés agentes
antibacterianos com diferentes mecanismos bactericidas ao mesmo tempo é importante
porque se as bactérias se tornarem resistentes a um agente, o outro podera inibir o
patégeno (Haji et al., 2022).
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ll. 3. CONCLUSAO

As NPs apresentaram propriedades fisico-quimicas alinhadas ao descrito na
literatura. A avaliagao do potencial antibacteriano das AQNPQT-MRP demonstrou eficacia
contra cepas clinicas e de referéncia de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos.
Foram analisadas diferentes formulagdes, incluindo QT isolada, AgNP, AgNPQT,
AgNPQT-MRP e AgNPQT-ME-MRP, com as AgNPQT-MRP destacando-se como as
mais eficazes. As CIMs observadas para essas amostras foram inferiores as do MRP
puro, indicando uma possivel sinergia entre as NPs e o ANT. Esses resultados reforcam
que o desenvolvimento das AQNPQT-MRP representa uma abordagem promissora para
o tratamento de infec¢des resistentes causadas por K. pneumoniae. Por fim, ressaltamos
que a presenga do ME nado demonstrou relevancia significativa na otimizagcao da
performance bioldgica e, portanto, sua inclusdo ndo sera mantida para a continuidade do

estudo.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A RAM permanece como uma das mais graves ameacgas a saude publica global,
especialmente em relagao a bactérias Gram-negativas criticas, como K. pneumoniae
resistente aos carbapenémicos (KpRC). Diante disso, este estudo investigou a
nanotecnologia como alternativa promissora para enfrentar esse desafio, desenvolvendo
e caracterizando, por meio de diversas técnicas, diferentes sistemas nanoestruturados,
com o objetivo de elucidar uma alternativa terapéutica inovadora frente a KpRC.

As NPQT apresentaram propriedades fisico-quimicas adequadas, mas uma baixa
EE, o que inviabilizou sua aplicag&o pratica sem aprimoramentos. Em contrapartida, os
lipossomas revestidos com QT demonstraram maior capacidade de encapsulagao do
MRP, embora também com baixa EE, limitando sua eficacia antibacteriana.

Dentre os sistemas avaliados, as AgNPQT-MRP destacaram-se por reunir
caracteristicas fisico-quimicas promissoras e maior eficacia antibacteriana. Essas NPs
apresentaram CIMs inferiores as do MRP puro contra cepas clinicas e de referéncia de
KpRC, sugerindo uma possivel sinergia entre seus componentes e o ANT, consolidando-
as como uma alternativa viavel para combater infecgdes bacterianas resistentes.

No entanto, o aprimoramento dessa formulagdo, incluindo estratégias para
aumentar a homogeneidade do tamanho das particulas, com posterior investigagdo de
sua estabilidade coloidal, podera ampliar seu potencial terapéutico. Além disso, estudos
adicionais sdo necessarios para validar a segurancga e eficacia dessas formulagdes.
Avaliagdes de toxicidade sao cruciais para garantir sua biocompatibilidade e auséncia de
efeitos citotoxicos. Além disso, a investigacédo do efeito combinado dos constituintes das
NPs, a cinética de morte bacteriana, o potencial antibiofilme e as altera¢gées morfoldgicas
nos microrganismos apds exposi¢cao as NPs podem oferecer informagdes detalhadas
sobre seus mecanismos de acao e viabilizar testes in vivo.

Por fim, ressaltamos que este estudo corroborou a relevancia da nanotecnologia
como ferramenta estratégica, seja como abordagem complementar ou substitutiva no
tratamento de infecgbes resistentes, consolidando seu papel essencial na mitigagao dos

impactos da RAM e na ampliacao do arsenal terapéutico disponivel.



REFERENCIAS | 129

REFERENCIAS

ABDELKADER A. et al. Ultrahigh antibacterial efficacy of meropenem-loaded chitosan
nanoparticles in a septic animal model. Carbohydrate Polymers, v. 174, p.1041-1050,
2017.

ADEOLU, M. et al. Genome-based phylogeny and taxonomy of the ‘Enterobacteriales’:
proposal for Enterobacterales ord. nov. divided into the families Enterobacteriaceae,
Erwiniaceae fam. nov., Pectobacteriaceae fam. nov., Yersiniaceae fam. nov.,
Hafniaceae fam. nov., Morganellaceae fam. nov., and Budviciaceae fam. nov.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 66, p. 5575-
5599, 2016.

ADENUJI O. O. et al. The potential of antibiotics and nanomaterial combinations as
therapeutic strategies in the management of multidrug-resistant infections: a review.
International Journal of Molecular Sciences, v. 23, p. 15038, 2022.

AHMED, T. A.; ALJAEID, B. M. Preparation, characterization, and potential application
of chitosan, chitosan derivatives, and chitosan metal nanoparticles in pharmaceutical
drug delivery. Drug Design Development and Therapy, v. 10, p. 483-507, 2016.

ALAVI, S.; HAERI, A.; DADASHZADEH, S. Utilization of chitosan-caged liposomes to
push the boundaries of therapeutic delivery. Carbohydrate Polymers, v. 157, p. 991—
1012, 2017.

ALI, S.W.; JOSHI, M.; RAJENDRAN, S. Modulation of size, shape and surface charge of
chitosan nanoparticles with reference to antimicrobial activity. Advanced Science
Letters, v. 3,p. 452-460, 2010.

ALLEND, S. O. et al. The synergic and addictive activity of biogenic silver nanoparticle
associated with meropenem against carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii. Journal of applied microbiology, vol. 135, p. 1-13, 2024.

AMBLER, R. P. The structure of B-Lactamases. Biological Sciences, v. 289, p. 321-
331, 1980.

AMIN, M.K.; BOATENG, J.S. Enhancing stability and mucoadhesive properties of
chitosan nanoparticles by surface modification with sodium alginate and polyethylene
glycol for potential oral mucosa vaccine delivery. Drugs, v.20, p.156, 2022.

ANDRA, V. V. S.N.L. et al. A comprehensive review on novel liposomal methodologies,
commercial formulations, clinical trials and patents. BioNanoScience, v. 12, p. 274-291,
2022.

ANDREWS, J. M. Determination of minimum inhibitory concentrations. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, v. 48, p. 5-16, 2001.



REFERENCIAS | 130

ARCHANA D. et al. Chitosan-PVP-nano silver oxide wound dressing: in vitro and in
vivo evaluation. International Journal of Biological Macromolecules, v. 73, p. 49-57,
2015.

ARDEAN C. et al. Factors Influencing the Antibacterial Activity of Chitosan and Chitosan
Modified by Functionalization. International Journal of Molecular Sciences, v.12,
p.7449, 2021.

AURILIO, C. et al. Mechanisms of action of carbapenem resistance. Antibiotics, v. 11,
p. 421, 2022.

BASU S. Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) substrates and probes.
2017. Dissertations (Doctoral) Louisiana State University and Agricultural and
Mechanical College. Louisiana. US. 2017.

BEGINES, B. et al. Polymeric nanoparticles for drug delivery: recent developments and
future prospects. Nanomaterials, v. 10, n. 7, p. 1403, 2020.

BELGO, H. C. Adsorg¢oes de proteinas em superficies nanoestruturadas de prata
caracterizadas por espectroscopia SERS. 2022. 93f. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica) — Programa de Pés-Graduagéo em Quimica, Universidade Federal de Juiz de
Fora, Juiz de Fora, 2022.

BERNAL-CHAVEZ A.S. et al. Insights into terminal sterilization processes of
nanoparticles for biomedical applications. molecules, v. 3 p. 2068, 2021.

BRASIL, M.S.L. Atividade antimicrobiana da combinagao de nanoparticulas de
prata, quitosana e antibiéticos avaliada por ensaios de concentragao inibitéria
minima e espectroscopia SERS. 2017. 115f. Dissertagao (Mestrado em Quimica) —
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica, Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz
de Fora, 2017.

BRASIL M.S.L. et al. Synergism in the antibacterial action of ternary mixtures involving
silver nanoparticles, chitosan and antibiotics. Journal of Brazilian Chemical Society,
v. 29, p. 2026-2033, 2018.

BRASIL. Farmacopeia Brasileira 62 edicao. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
ANVISA. Resolucao da Diretoria Colegiada — RDC N° 298, de 12 de Ago de 2019.
Brasilia.

BUSH, K.; BRADFORD, P. A. B-Lactams and B-Lactamase inhibitors: An overview.
Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine, v. 1, p. 25247, 2016.

BUSH, K. Past and present perspectives on p-Lactamases. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 62, p. e01076-18, 2018.



REFERENCIAS | 131

BRUNA T. et al. Silver nanoparticles and their antibacterial applications. International
Journal of Molecular Sciences, v. 22, p. 7202, 2021.

CALVO, P. et al. Novel hydrophilic chitosan-polyethylene oxide nanoparticles as protein
carriers. Journal of Applied Polymer Science, v. 63, p.125-132, 1998.

CAMPO-BELENO C, et al. Biologically synthesized silver nanoparticles as potent
antibacterial effective against multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa. Letters in
Applied Microbiology, v.75, p. 680-688, 2022.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC). Carbapenem-
resistant Enterobacterales (CRE). 2019. Disponivel em:
<https://www.cdc.gov/hai/organisms/cre/index.html>. Acesso em: 27 out. 2023.

CHICEA, D.; et al. Comparative synthesis of silver nanoparticles: evaluation of chemical
reduction procedures, AFM and DLS Size Analysis. Materials, v.16, p. 5244, 2023.

CIELECKA-PIONTEK, J. et al. Solid-state stability study of meropenem — solutions
based on spectrophotometric analysis. Chemistry Central Journal, v. 7, p. 98, 2013.

CIRO, Y. et al. Production and characterization of chitosan-polyanion nanoparticles by
polyelectrolyte complexation assisted by high-intensity sonication for the modified
release of methotrexate. Pharmaceuticals (Basel). v. 13, p.11, 2020.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Methods for
Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically. 12t
ed. CLSI standard MO7. Clinical and Laboratory Standards Institute; 2024a.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI). Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. 34" ed. CLSI supplement M100.
Clinical and Laboratory Standards Institute; 2024¢.

CONFEDERAT LG. et al. Preparation and antimicrobial activity of chitosan and its
derivatives: a concise review. Molecules, v.26, p.3694, 2021.

COPPOLA, N.; et al. Epidemiology, mechanisms of resistance and treatment algorithm
for infections due to carbapenem-resistant Gram-negative bacteria: an expert panel
opinion. Antibiotics, v. 11, p. 1-28, 2022.

COHEN, M.L. Changing patterns of infectious disease. Nature, v. 406, p. 762-767,
2000.

COSTA)Y. F. G. Poygonum hydropiperoides Michx. (Polygonaceae Juss.): perfil
metabolomico e potenciais antibacteriano e antibiofilme in vitro frente a espécies
de Salmonella. 2021. 113f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) —
Programa de Pds-Graduacgao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Juiz
de Fora, Juiz de Fora, 2021.



REFERENCIAS | 132

CRAIG, W. A. The pharmacology of meropenem, a new carbapenem antibiotic. Clinical
infectious diseases, v. 24, p. S266-S275, 1997.

DARAEE, H. et al. Application of liposomes in medicine and drug delivery. Artificial
Cells, Nanomedicine, and Biotechnology, v. 44, n. 1, p. 381-391, 2016.

DELATTRE C. Current opinion on chitosan and its derivatives: biological impact in
antimicrobial applications. Advances Biotechnology & Microbiology, v. 6, p. 555684,
2017.

DESAI, K.G. Chitosan nanoparticles prepared by ionotropic gelation: an overview of
recent advances. Critical Reviews Therapeutic Drug Carrier Systems, v. 33, pp.
107-158, 2016.

DOl Y. Treatment options for carbapenem-resistant Gram-negative bacterial infections.
Clinical Infectious Diseases, v. 69, p.S565-S575, 2019.

DRAWZ S. M.; BONOMO R. Three decades of beta-lactamase inhibitors. Clinical
Microbiology Reviews, v. 23, p.160-201, 2010.

DRULIS-KAWA, Z. et al. A comparison of the in vitro antimicrobial activity of liposomes
containing meropenem and gentamicin. Cellular & Molecular Biology Letters, v. 11, p.
360-375, 2006.

DUTESCU, I.A.; HILLIER, S.A. Encouraging the development of new antibiotics: are
financial incentives the right way forward? A systematic review and case
study. Infection and Drug Resistance, v. 14, p. 415-434, 2021.

ELOY J. O. et al. Liposomes as carriers of hydrophilic small molecule drugs: Strategies
to enhance encapsulation and delivery. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v.
123, p. 345-363, 2014.

ESSA E.E. et al. The antibacterial activity of egyptian wasp chitosan-based
nanoparticles against important antibiotic-resistant pathogens. Molecules, v. 24, p.
7189, 2022.

EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL (ECDC).
Emergence of hypervirulent Klebsiella pneumoniae ST23 carrying carbapenemase
genes in EU/EEA countries, first update. Feb 2024. Stockholm.

FAIR RJ, TOR Y. Antibiotics and bacterial resistance in the 21st century. Perspectives
in Medicianl Chemistry, v. 6, p. 25-64, 2014.

FARFOUR E, et al. SARS-CoV-2 Hospital Foch study group. Carbapenemase-
producing Enterobacterales outbreak: Another dark side of COVID-19. American
Journal of Infection Control, v. 48, p.1533-1536, 2020.



REFERENCIAS | 133

FELIPE LO. et al. Quitosana: da Quimica Basica a Bioengenharia. Quimica e
Sociedade. N° 4. Sdo Paulo-SP, BR. Quimica nova escolar, vol. 39, p. 312-320, 2017.

FERREIRA, M. V. C.; PAES, V. R.; LICHTENSTEIN, A. Penicilina: oitenta anos. Revista
de Medicina (Sao Paulo), v. 87, p. 272-276, 2008.

FILGUEIRAS, A. L. Estudo in vitro do potencial antibacteriano de nanoparticulas
de prata, associadas a quitosana e antibiéticos e das interagées com a superficie
metalica por espectroscopia Raman intensificada por superficie. 2013. 115f.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Programa de Pds-graduagcdo em Quimica,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2013.

FILGUEIRAS, A. L. Adsorption study of antibiotics on silver nanoparticle surfaces by
surface-enhanced Raman scattering spectroscopy. Spectrochimica Acta Part A:
Molecular and Biomolecular Spectroscopy, v. 136, p. 979-985, 2015.

FILGUEIRAS, A. L. The adsorption of rifampicin on gold or silver surfaces mediated by
2-mercaptoethanol investigated by surface-enhanced Raman scattering spectroscopy.
Vibrational Spectroscopy, v. 86, p. 75-80, 2016.

FLEISCHMANN M. et al. Raman spectra of pyridine adsorbed at a silver electrode.
Chemical Physics Letters, v. 26, p. 163-166, 1974.

FLORIS, A. et al. Cavitation effect on chitosan nanoparticle size: a possible approach to
protect drugs from ultrasonic stress. Carbohydrate Polymers, v. 94, p. 619-625, 2013.

FOCHAT R.C. et al. Prevalence and molecular characterization of carbapenem-resistant
Enterobacterales in patients from a public referral hospital in a non-metropolitan region
of Brazil during and post the SARS-CoV-2 pandemic. Brazilian Journal of
Microbiology, v. 55, 2024.

FONTOURA, I. et al. Analysis of capped silver nanoparticles combined with imipenem
against different susceptibility profiles of Klebsiella pneumoniae. Antibiotics, v.12,
p.535, 2023.

FOREST V. et al. Electrostatic interactions favor the binding of positive nanoparticles on
cells: A reductive theory. Nanotoday, v.10, p. 677-680, 2015.

GANEWATTA, M. S.; RAHMAN, Md A.; CHUANBING, T. Emerging antimicrobial
research against superbugs: perspectives from a polymer laboratory. Journal of the
South Carolina Academy of Science, v. 15, p. 1-14, 2017.

GHOSH S, BORNMAN C, ZAFER MM. Antimicrobial Resistance Threats in the
emerging COVID-19 pandemic: Where do we stand? Journal of Infection and Public
Health, v. 14, p. 555-560, 2021.



REFERENCIAS | 134

GIESSIBL F.J. Advances in atomic force microscopy. Reviews of Modern Physics,
v.75, p.949-983, 2003.

GIMENEZ-INGALATURRE A. et al. Contribution to optimization and standardization of
antibacterial assays with silver nanoparticles: the culture medium and their aggregation.
Journal of Microbiological Methods, v. 203, p. 106618, 2022.

GLOBAL AMR R&D HUB; WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Incentivising the
development of new antibacterial treatments 2023. 2023. Disponivel em:
<https://cdn.who.int/media/docs/default-source/antimicrobial-resistance/amr-gcp-
irc/incentivising-development-of-new-antibacterial-treatments-2023---progress-
report.pdf?sfvrsn=72e4f738_3>. Acesso em: 15 set. 2024.

GOMES G. A. et al. Liposomal nanovesicles for efficient encapsulation of Staphylococcal
Antibiotics. ACS Omega, v. 4, p. 10866-10876, 2019.

GUIMARAES D.et al. Design of liposomes as drug delivery system for therapeutic
applications. International Journal of Pharmaceutics, v. 601, p. 120571, 2021.

GUISADO-GIL A, INFANTE-DOMINGUEZ C, PENALVA G, et al. Impact of the COVID-
19 pandemic on antimicrobial consumption and hospital-acquired candidemia and
multidrug- resistant bloodstream infections. Antibiotics, v. 9, p.816, 2020.

HAJI S.H. et al. Synergistic antibacterial activity of silver nanoparticles biosynthesized by
carbapenem-resistant Gram-negative bacilli. Scientific Reports, v. 12, p. 15254, 2022.

HAMED, R. B. et al. The enzymes of B-lactam biosynthesis. Natural Product Reports,
v. 30, p. 21-107, 2013.

HASANOVIC A. et al. Improvement in physicochemical parameters of DPPC liposomes
and increase in skin permeation of aciclovir and minoxidil by the addition of cationic
polymers. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 75, p. 148-
153, 2010.

HASSO-AGOPSOWICZ M. et al. Identifying WHO global priority endemic pathogens for
vaccine research and development (R&D) using multi-criteria decision analysis (MCDA):
an objective of the Immunization Agenda 2030. The Lancet - eBioMedicine, v. 0, p.
105424, 2024.

HELMLINGER, J. Silver nanoparticles with different size and shape: equal cytotoxicity,
but different antibacterial effects. Royal Society of Chemistry Advances, v. 6, p.
18490-18501, 2016.

HELMY YA. et al. Antimicrobial resistance and recent alternatives to antibiotics for the
control of bacterial pathogens with an emphasis on foodborne pathogens. Antibiotics
(Basel), v. 30, p. 274, 2023.



REFERENCIAS | 135

HETTA H. F. et al. Nanotechnology as a promising approach to combat multidrug
resistant bacteria: a comprehensive review and future perspectives. Biomedicines, v.
11, p. 413, Jan 2023.

HILAL-DANDAN, R.; BRUNTON, L. L. Manual de Farmacologia Terapéutica de
Goodman & Gilman. 22 ed. Porto Alegre: AMGH, 2015. 2295 p.

HONARY S. et al. Preparation, characterization and antibacterial properties of silver-
chitosan nanocomposites using different molecular weight grades of chitosan. Tropical
Journal of Pharmaceutical Research, v. 10, p. 67-74, 2011.

HONEYCUTT C. C. et al. Meropenem extraction by ex vivo extracorporeal life support
circuits. The Journal of ExtraCorporeal Technology, v. 55, p. 159-166, 2023.

HSU J. How COVID-19 is accelerating the threat of antimicrobial resistance. British
Medical Journal, v. 18, p. 369, 2020.

HUH, A. J., & KWON, Y. J. “Nanoantibiotics™: A new paradigm for treating infectious
diseases using nanomaterials in the antibiotics resistant era. Journal of Controlled
Release, v.156, p. 128—-145, 2011.

HUTCHINGS, M.l.; TRUMAN, A. W.; WILKINSON, B. Antibiotics: Past, present and
future. Current Opinion in Microbiology, v. 51, p. 72-80, 2019.

JAMKHANDE, P. G. et al. Metal nanoparticles synthesis: An overview on methods of
preparation, advantages and disadvantages, and applications. Journal of Drug
Delivery Science and Technology, v. 53, p. 101174, 2019.

JANDA J.M, ABBOTT SL. The Changing Face of the Family Enterobacteriaceae (Order:
"Enterobacterales"): New Members, Taxonomic Issues, Geographic Expansion, and
New Diseases and Disease Syndromes. Clinical Microbiology Reviews, v. 34, p. 1-45,
2021.

JEAN, S.-S. et al. Global threat of carbapenem-resistant Gram-negative
bacteria. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, v. 12, p. 823684, 2022.

KALAIVANI R. et al. Synthesis of chitosan mediated silver nanoparticles (Ag NPs) for
potential antimicrobial applications. Frontiers in Laboratory Medicine, v. 2, p. 30-35,
2018.

KANG J. et al. Relative frequency of health care-associated pathogens by infection site
at a university hospital from 1980 to 2008. American Journal of Infection Control, v.
40, p. 416-420, 2012.

KANGO S. et al. Surface modification of inorganic nanoparticles for development of
organic—inorganic nanocomposites—A review. Progress in Polymer Science, v. 38, p.
1232-1261, 2013.



REFERENCIAS | 136

KAPOOR, G.; SAIGAL, S.; ELONGAVAN, A. Action and resistance mechanisms of
antibiotics: A guide for clinicians. Journal of Anaesthesiology Clinical Pharmacology,
v. 33, p. 300-305, 2017.

KHANAL, S. et al. PH-Responsive PLGA nanoparticle for controlled payload delivery of
diclofenac sodium. Journal Of Functional Biomaterials, v. 7, n. 3, p. 21, 2016.

KIFFER, C. R. V. et al. A 7-year Brazilian national perspective on plasmid-mediated
carbapenem resistance in Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa, and
Acinetobacter baumannii complex and the impact of the Coronavirus disease 2019
pandemic on their occurrence. Clinical Infectious Diseases, v. 77, p. S29-S37, 2023.

LANFERINI D. F. C. Associagao de nanoparticulas de prata a medicamentos
antifungicos para inibir o crescimento in vitro de Candida spp. 2022. 75f.
Dissertacéo (Mestrado em Quimica) - Programa de Pés-graduagao em Quimica,
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2022.

LAXMINARAYAN R. et al. Access to effective antimicrobials: a worldwide challenge.
Lancet, v. 387, p.168-175, 2016.

LEE N.-Y. et al. Nanoparticles in the Treatment of Infections Caused by Multidrug-
Resistant Organisms. Frontiers in Pharmacology, v. 10, p. 1153, 2019.

LOK C.N. et al. Silver nanoparticles: partial oxidation and antibacterial activities. Journal
of Biological Inorganic Chemistry, v.12, p. 527-534, 2007.

LOZA K. et al. The dissolution and biological effects of silver nanoparticles in biological
media. Royal Society of Chemistry, v. 2, p. 1634-1643, 2014.

MA, Z.: GARRIDO-MAESTU, A.: JEONG, K. C. Application, mode of action, and in vivo
activity of chitosan and its micro-and nanoparticles as antimicrobial agents: a review.
Carbohydrate Polymers, v. 176, p. 257-265, 2017.

MA, J. et al. Global spread of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae:
epidemiological features, resistance mechanisms, detection and therapy.
Microbiological Research, v. 266 (127249), p. 1-15, 2023.

MALAWONG, S. et al. Silver Nanoparticles Enhance Antimicrobial Efficacy of Antibiotics
and Restore That Efficacy against the Melioidosis Pathogen. Antibiotics, v.10, p. 839,
2021.

MANCUSO, G. et al. Bacterial antibiotic resistance: The most critical pathogens.
Pathogens, v. 10, p. 1310, 2021.

MARAVIESKI, S. P. (Organizadora). Teorias e métodos da biofisica [recurso
eletrénico] /Ponta Grossa (PR): Atena Editora, 2019. ISBN 978-85-7247-189-3.



REFERENCIAS | 137

MASSOVA, |.; MOBASHERY, S. Kinship and diversification of bacterial penicillin-binding
proteins and beta-lactamases. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 42, p.1-
17, 1998.

MEMAR M.Y. et al. Biocompatibility, cytotoxicity and antibacterial effects of meropenem-
loaded mesoporous silica nanoparticles against carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae. Artificial Cells, Nanomedicine, and Biotechnology, v. 48, p.
1354-1361, 2020.

MENDEZ, A.S.L., STEPPE, M., SCHAPOVAL, E.E.S. Validation of HPLC and UV
spectrophotometric methods for the determination of meropenem in pharmaceutical
dosage form. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 33, p. 947-954,
2003.

MILLOUR M. et al. Does the bacterial media culture chemistry affect the stability of
nanoparticles in nanotoxicity assays? Journal of Xenobiotics, v.5, p. 34-36, 2015.

MIRDA E., et al. Synthesis of chitosan-silver nanoparticle composite spheres and their
antimicrobial activities. Polymers, v.13, p. 3990, 2021.

MOHR J.F., Update on the efficacy and tolerability of meropenem in the treatment of
serious bacterial infections. Clinical Infectious Diseases, v. 47, p. S41-S51, 2008.

MURRAY C. J. L. et al. Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: A
systematic analysis. Lancet., v. 12, p. 629-655, 2022.

NIRMALA R. et al. Preparation and characterizations of anisotropic chitosan nanofibers
via electrospinning. Macromolecular Research, v. 19, p. 345-350, 2011.

NORDMANN, P.; POIREL, L. Epidemiology and diagnostics of carbapenem resistance
in Gram-negative bacteria. Clinical Infection Diseases, v. 69, p. S521-S528, 2019.

NORDMANN, P. Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae: Overview of a major
public health challenge. Medecine et Maladies Infectieuses, v. 44, p. 51-56, 2014.

NORI P., et al. Bacterial and fungal coinfections in COVID-19 patients hospitalized
during the New York City pandemic surge. Infection Control & Hospital
Epidemiology, v. 42,p. 84-88, 2021.

OLIVEIRA J.F.A. et al. Defeating bacterial resistance and preventing mammalian cells
toxicity through rational design of antibiotic-functionalized nanoparticles. Science
Reporty, v.7, p. 1326, 2017.

O'NEILL, J. Tackling drug-resistant infections globally: final report and
recommendations. The review on antimicrobial resistance. London: HM Government
and Welcometrust, 2016.



REFERENCIAS | 138

OPAS, Organizagao Pan-Americana da Saude. A resisténcia aos antimicrobianos,
fomentada pela pandemia de COVID-19. Informe de politica, Nov 2021. Disponivel
em: www.paho.org/pt/juntos-combater-resistencia-antimicrobianos. Acesso em: 05 Out.
2024.

PAHO, Pan American Health Organization. Epidemiological Alert: Emergence and
increase of new combinations of carbapenemases in Enterobacterales in Latin America
and the Caribbean (2021 Oct 22). Washington, DC: PAHO; 2021. Disponivel em:
https://www.paho.org/en/documents/epidemiological-alert-emergenceand-increase-new-
combinations-carbapenemases. Acesso em: 02 out. 2024.

PARMANIK et al. Current treatment strategies against multidrug-resistant bacteria: a
review. Current Microbiology, v. 79, p. 388, 2022.

PATEL, A. et al. Rapid spread and control of multidrug-resistant gram-negative bacteria
in COVID-19 patient care units. Emerging Infectious Diseases, v. 27, p. 1234-1237,
2021.

PELGRIFT RY, FRIEDMAN AJ. Nanotechnology as a therapeutic tool to combat
microbial resistance. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 65, p.1803-1815, 2013.

PESESKY M. W. et al. KPC and NDM-1 genes in related Enterobacteriaceae strains
and plasmids from Pakistan and the United States. Emerging Infections Diseases,
v.21, p.1034-1037, 2015.

POMPILIO, A. et al. Bioactive compounds: a goldmine for defining new strategies
against pathogenic bacterial biofilms? Critical Reviews in Microbiology, v. 49, p. 117-
149, 2023.

POTTER, R. F.; D’SOUZA, A. W.; DANTAS, G. The rapid spread of carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae. Drug Resistance Updates, v. 29, p. 30-46, 2016.

PROCOP, G. W. et al. Koneman Diagnéstico Microbiolégico - Texto e Atlas. 72 ed.
Rio de Janeiro: Editora Guanabara Koogan Ltda., 2018.

PUBLIC HEALTH ENGLAND. Klebsiella pneumoniae 90. Disponivel em:
https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/klebsiella-pneumoniae-90. Acesso em:
22 out. 2024.

QUEENAN, A. M.; BUSH, K. Carbapenemases: the versatile B-lactamases. Clinical
Microbiology Reviews, v. 20, p. 440-458, 2007.

QUINTERO-QUIROZ C. et al. Optimization of silver nanoparticle synthesis by chemical
reduction and evaluation of its antimicrobial and toxic activity. Biomaterials Research,
v. 23, p. 1-15, 2019.

RAI M, YADAV A, GADE A. Silver nanoparticles as a new generation of antimicrobials.
Biotechnology Advances, v. 27, p. 76-83, 2009.


http://www.paho.org/pt/juntos-combater-resistencia-antimicrobianos
https://www.paho.org/en/documents/epidemiological-alert-emergenceand-increase-new-combinations-carbapenemases
https://www.paho.org/en/documents/epidemiological-alert-emergenceand-increase-new-combinations-carbapenemases
https://www.culturecollections.org.uk/nop/product/klebsiella-pneumoniae-90

REFERENCIAS | 139

RAJIVGANDHI G. et al. Physiochemical characterization and anti-carbapenemase
activity of chitosan nanoparticles loaded Aegle marmelos essential oil against K.
pneumoniae through DNA fragmentation assay. Surfaces and Interfaces, v. 23,
p.100932, 2021.

RASHKI S. et al. Chitosan-based nanoparticles against bacterial infections.
Carbohydrate Polymers, v. 251, p. 117108, 2021.

REYGAERT, W. C. An overview of the antimicrobial resistance mechanism of bacteria.
AIMS Microbiology, v. 4, p. 482-501, 2018.

RODRIGUEZ-ALVAREZ, M. et al. COVID-19: Clouds over the antimicrobial resistance
landscape. Archives of Medical Research, v. 52, p. 123-126, 2021.

SAINI R.K. et al. pH dependent reversible aggregation of Chitosan and glycol-Chitosan
stabilized silver nanoparticles. Chemical Physics Letters, v. 511, p. 326-330, 2011.

SALAM et al. Antimicrobial resistance: a growing serious threat for global public health.
Healthcare (Basel), v. 11, p. 1946, 2023.

SANTOS, E. M. P. et al. Silver nanoparticles—chitosan composites activity against
resistant bacteria: tolerance and biofilm inhibition. Journal of nanoparticle research, v.
23, p. 196, 2021.

SARWAR, A., KATAS, H. & ZIN, N.M. Antibacterial effects of chitosan—tripolyphosphate
nanoparticles: impact of particle size molecular weight. Journal of Nanoparticle
Research, v.16, p. 2517, 2014.

SATLIN, M. J. et al. Impact of a rapid molecular test for Klebsiella pneumoniae
carbapenemase and ceftazidime-avibactam use on outcomes after bacteremia caused
by carbapenem-resistant Enterobacterales. Clinical Infectious Diseases, v. 75, p.
2066-2075, 2022.

SCHALLER, M. et al. Toxicity and antimicrobial activity of a hydrocolloid dressing
containing silver particles in an ex vivo model of cutaneous infection. Skin
pharmacology and physiology, vol. 17, p. 31-36. 2004.

SEIBERT, G. et al. Nosocomial infections by Klebsiella pneumoniae carbapenemase
producing enterobacteria in a teaching hospital. Einstein (Sao Paulo), v. 12, p. 282-
286, 2014.

SHAABAN, M.I., SHAKER, M.A.; MADY, F.M. Imipenem/cilastatin encapsulated
polymeric nanoparticles for destroying carbapenem-resistant bacterial isolates. Journal
of Nanobiotechnology, v.15, p. 29, 2017.



REFERENCIAS | 140

SHAHBANDEH, M. et al. Conjugation of imipenem to silver nanoparticles for
enhancement of its antibacterial activity against multidrug-resistant isolates of
Pseudomonas aeruginosa. Journal of Biosciences, v. 46, p. 26, 2021.

SHANMUGAM A. et al. Preparation, characterization and antibacterial activity of
chitosan and phosphorylated chitosan from cuttlebone of Sepia kobiensis (Hoyle, 1885).
Biotechnology Reports, v. 9, p. 25-30, 2016.

SHARMIN, S. et al. Nanoparticles as antimicrobial and antiviral agents: A literature-
based perspective study. Heliyon, v.7 (3), p.E06456, 2021.

SHEHABELDINE A.M., et al. Multifunctional silver nanoparticles based on chitosan:
Antibacterial, antibiofilm, antifungal, antioxidant, and wound-healing activities. Journal
of Fungi, v. 8, p. 612, 2022.

SMITH, H. Z.; HOLLINGSHEAD, C. M.; KENDALL, B. Carbapenem-Resistant
Enterobacterales. Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551704/>.
Acesso em: 02 nov. 2024.

SOTIRIOU G. A., PRATSINIS S. E. Engineering nanosilver as an antibacterial,
biosensor and bioimaging material. Current Opinion in Chemical Engineering, v. 1, p.
3-10, 2011.

SOUSA F. et al. Current insights on antifungal therapy: novel nanotechnology
approaches for drug delivery systems and new drugs from natural sources.
Pharmaceuticals, v.15, p.248, 2020.

SOUZA F. et al. Ceftazidime and usnic acid encapsulated in chitosan-coated liposomes
for oral administration against colorectal cancer-inducing Escherichia coli.
Pharmaceuticals, v. 17, p. 802, 2024.

STRUVE, C. et al. Mapping the evolution of hypervirulent Klebsiella pneumoniae.
American Society for Microbiology, v. 6, p. e00630, 2015.

ZIENKIEWICZ-STRZALKA, M. et al. Silver nanoparticles on chitosan/silica nanofibers:
characterization and antibacterial activity. International Journal Molecular Sciences,
v.21, p.166, 2019.

SU Z. et al. Chitosan/silver nanoparticle/graphene oxide nanocomposites with multi-drug
release, antimicrobial, and photothermal conversion functions. Materials, v.14, p. 2351,
2021.

SUAREZ C, GUDIOL F. Antibiéticos betalactamicos beta-lactam antibiotics.
Enfermedades Infecciosas Y Microbiologia Clininca, v. 27, p.116-129, 20009.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK551704/

REFERENCIAS | 141

TAVARES, GD. et al. N,N,N-trimethylchitosan-poly (n-butylcyanoacrylate) core-shell
nanoparticles as a potential oral delivery system for acyclovir. Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces, v. 196, p. 111336, 2020.

THEURETZBACHER, U.; OUTTERSON, K.; ENGEL, A.; KARLEN, A. The global
preclinical antibacterial pipeline. Nature Reviews Microbiology, v. 18, p. 275-285,
2020.

TOLENTINO, S. et al. Targeted clindamycin delivery to pilosebaceous units by citosan
or hyalurinic acid nanoparticles for improved topical treatment of acne vulgaris.
Carbohydrate Polymers, v. 253, p.117295, 2021.

TOMASELLO C. et al. In vitro stability evaluation of different pharmaceutical products
containing meropenem. Hospital Pharmacy, v. 50, p. 296-303, 2015.

TOMPKINS, K.; VAN DUIN, D. Treatment for carbapenem-resistant Enterobacterales
infections: recent advances and future directions. European Journal of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases, v. 40, p. 2053-2068, 2021.

TORRES I.M. et al. Preparation, characterization and in vitro antimicrobial activity of
liposomal ceftazidime and cefepime against Pseudomonas aeruginosa strains. Brazilian
Journal of Microbiology, v. 43, p. 984-992, 2012.

VAZQUEZ-MUNOZ R. et al. Beyond the Nanomaterials Approach: Influence of Culture
Conditions on the Stability and Antimicrobial Activity of Silver Nanoparticles. ACS
Omega, v. 26, p. 28441-28451, 2020.

VERIATO T.S. et al. Nano-antibiotic based on silver nanoparticles functionalized to the
vancomycin-cysteamine complex for treating Staphylococcus aureus and Enterococcus
faecalis. Pharmacological Reports, v.75, p. 951-961, 2023.

VISHWANATH R., NEGI B. Conventional and green methods of synthesis of silver
nanoparticles and their antimicrobial properties. Current Research in Green and
Sustainable Chemistry, v. 4, p. 100205, 2021.

VIVAS R. et al. Prevalence of Klebsiella pneumoniae carbapenemase - and New Delhi
metallo-beta-lactamase-positive K. pneumoniae in Sergipe, Brazil, and combination
therapy as a potential treatment option. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 53, p. 1-8, 2020.

WIJESOORIYA C. et al. Optimization of liposomal encapsulation for ceftazidime for
developing a potential eye drop formulation. Journal of Basic and Clinical Pharmacy,
v. 4, p. 73-75, 2013.

WOODFORD, N. et al. Klebsiella pneumoniae producing KPC-3 carbapenemase.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, v. 62, p. 1261-1264, 2008.



REFERENCIAS | 142

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Policy Guidance on Integrated
Antimicrobial stewardship activities. Genebra, Switzerland: World Health
Organization, 2021. Disponivel em:
<https://www.who.int/publications/i/item/9789240025530. Acesso em: 17 set. 2024.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Bacterial Priority Pathogens List, 2024:
bacterial pathogens of public health importance to guide research, development and

strategies to prevent and control antimicrobial resistance. Geneva: WHO Press,
2024.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Antimicrobial resistance. 2023. Disponivel
em: <https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance>.
Acesso em: 15 set. 2024.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Antimicrobial Resistance, Hypervirulent
Klebsiella pneumoniae - Global situation. Jul 2024. Disponivel em:
https://www.who.int/emergencies/disease-outbreak-news/item/2024-DONS527.  Acesso
em: 12 out. 2024.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Global antimicrobial resistance and use
surveillance system (GLASS) report: 2022. Dec 2022.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHOQO). WHO report on surveillance of antibiotic
consumption. Geneva: WHO Press, 2019.

YANG, Z. et al. Chitosan coated vancomycin hydrochloride liposomes: characterizations
and evaluation. International Journal of Pharmaceutics, v. 495, p. 508-515, 2015.

YIGIT, H. et al. Novel carbapenem-hydrolyzing beta-lactamase, KPC-1, from a
carbapenem-resistant strain of Klebsiella pneumoniae. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, v. 45, p. 1151-1161, 2001.

YU B. et al. Microfluidic Methods for Production of Liposomes. Methods Enzymol, v.
465, p. 129-141, 2009.

YUSUF, A. et al. Nanoparticles as drug delivery systems: a review of the implication of
nanoparticles’ physicochemical properties on responses in biological
systems. Polymers, v. 15, p.1596, 2023.

ZACARON, T.M. et al. Advances in chitosan-based nanoparticles for pulmonary drug
delivery. Polymers, v. 15, p. 3849, 2023.

ZAHRA, M.-J. et al. Evaluation and study of antimicrobial activity of nanoliposomal
meropenem against Pseudomonas aeruginosa isolates. Artificial Cells,
Nanomedicine, and Biotechnology, v. 45, p. 975-980, 2017.



REFERENCIAS | 143

ZANGROSSI, H. J. Mecanismos de acao de drogas antimicrobianas. USP. Disponivel
em:

https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4139271/mod resource/content/1/aulal%20qui
mioter%C3%A1picos-2017.pdf. Acesso em: 29 set. 2024.

ZHANG F. et al. Anti-bacterial activity of chitosan loaded plant essential oil against multi
drug resistant K. pneumoniae. Saudi Journal of Biological Sciences, v. 27, p. 3449-
3455, 2020.

ZHENG, X. et al. Ceftazidime-assisted synthesis of ultrasmall chitosan nanoparticles for
biofilm penetration and eradication of Pseudomonas aeruginosa. Scientific Reports, v.
13, p. 13481, 2023.

ZONG C. et al. Surface-enhanced raman spectroscopy for bioanalysis: reliability and
challenges. Chemical Reviews, v. 118, p. 4946-4980, 2018.


https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4139271/mod_resource/content/1/aula1%20quimioter%C3%A1picos-2017.pdf
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4139271/mod_resource/content/1/aula1%20quimioter%C3%A1picos-2017.pdf

ANEXO A | 144

ANEXO A - Parecer Consubstanciado do CEP

)Iu;/ HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
s UNIVERSIDADE FEDERAL DE W"’“‘p
JUIZ DE FORA - UFJF

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADOE D EMENIDA

Thulo da Pesquisa: Pesguisa de genes d nessldnia aos animicrobianos em linhagens bacleiana
sladas de amosiras cliMoas.

Patsuisador: Faticia Cooedes Ganca

Ason Tamblica:

Varado: 2

CAAE: 2055822 3 D000 5133

lres i i B0 Proponanis: UNWVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA UFF
Palrocinador Principal: Financamento Prdpis

DADOE 0D PARECER
Wit do Parscar: 002 122

Agrasantagdo do Projte:
Estd panboel Wald-5a o WMa omifdd o0 & Sguingg jsificativa dentada no campo "Justhicativa da
Emanda® gue fol retirada do arquive Informagdes Bdsicas da Pesquisa
"PE_INFORMAGCOES BASICAE 2113190 _E1.pdf™:

Esla emenda Faz as sejuinies aberapbes, conforme apresentadios na cara & encaminhamaenio: 1)
WPazhus B O pSadii b adhod . Romang Cotla Fochal 2) Imchesds @0 miiodologia: Teshs do susoolibibidede do
anbmiciohiancs assotiadia o ranopancdkas, ne iRhagens bacliranas mulbidroga resEienles. ) AReagda
o3 prazs G vighnod do progss (jansin de 2000 & dezembne de 2034) 4) Adbjuaddo do OIoNorama. As
ateragdes adma Farks nesultados mais robusios para pesquisa, com o lesbe de suscelbilitade ais
andimicrobiancos do antbidloos associados o ramopamiculas 9o quilhsana, lends am

wiSha GUE @ SSCasses do OpCles leraplulicas para tratar infeopdes por bactirias MDA, Além disso, a
eorlenaie d0 a2 proporionand & melhor ouecuchs fas malodoloias, aldm da andise maks precisa dos
daid s,

Objetie da Pesquisa.
Otjeive Priméno:

Endesrsgrc  Fus Cails Dweevigisn nin

Oaira: Ssnis CEsas EP: 3110
LiF: RS Nenicipice JUAE O FORA
TelloBE (13043035167 [

Pigers 01 i B



ANEXO A | 145

IHU‘*/ HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
Hemiad e UNIVERSIDADE FEDERAL DE wm
JUIZ DE FORA - UFJF

e e e o - B Ol 1 TR

Varilcar & provaldnci & o pamll de suscetibdibads @od antimenobians das ahpbiias D bt
prdedTe Eoladans o armosTas cinicss o pacienids hosplaizedos & ambulaioras. Bem oomo rieslzar o
pooubn de ganes 0 resisibncia restas oipas.

Dtjeive Secunddno;

Analmar o rimulads do Teshs O Eanabdldads ada Antmicrobiamss O orpas bacteriana sokedas da
amisiras chinktas Verfioar o macamiemos 0 resk ibncia baclerana das oepas mulimesisiomies. Assooar
i a0l @00 Daler oG §oE o SEOaCimEs o inkos.

Avaliar o présenda o maiiphos mstanttmos do esiiinoa nas beclivas moladas

Ayaliar @ pravaléncia o espboiis Dt lenan o mulimesisimies nos divbneos selores do hespial Avabar @
P Hcia b @apibtiin Baoterian ok molrnessienie s em amostas clincas de padeniies ambulaieias.

Avaliar fatones epidemioligicos @ di nsio para nfecples oy Dachitias mullimisElenies produoias da
it ped Yl Sviliad & préfonda de i Rphos Qe G resistdnea. Teslar nes B S D &
i drogarmessiemes andmonebianig aoedos o Nl & nansartioele.

Avalifio dok RS o Banaficiog:
PG oes:

T o iy WS g, 0ol DelSaliskam Co Sl Faamiains di forma ding i ol indireta errenl v Moo, e e
gk gsie rabalo sera com colvla &m bases A dados, analises de copas Daclenaneas presEimen i
deniificadas o armazenadas no seior oo mensbokogia do HUAUFWF & om pronbsinos, ndo havendo,
PO, CONtEIo O 05 pathmlos, N DM G5 aimsirees o inkas. COnehiena-o & fssn minimo. Paia gus
Mo GOSTE Expoaido do nome & padiente ou dados relereniss oo MeEmnd, gue lome posslve sua
dentlicagdo, & amosings orSs codificadas por ndmenes nis planifas do Exodl, maimiend o-5& o Sl maio
& Sigio absohaio dos dados qua possam lver & reonheciments do pacionis.

Beasraalhodoes:
Tarwd &M Waha o auments dos Eelados die Bactdrias mullresislentes o Do almi:nde o amosiras. Cinces

O paciamiis Nospilalizados, Ome-S Mmpiriants i oo da provalineid JEsies MCIHy anismas,
LT @ DA T ERCRD dod gondd dio nesstdnca ervokedos, oom o Mnaldade

Endersgn:  Faa Caida Dwerighen nin

Oairra: Sunis Caisdns P o110
LiF: G Nenkcipice JANE OE FORE
Tedwlomae  (15NF-S1ET Cmalt o sl o

g 201 e £



ANEXO A | 146

_#  HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
Y ey UNIVERSIDADE FEDERAL DE wlﬂ
JUIZ DE FORA - UFJF

Bt E S R S R T T R E ]

o cOMpréandis o opid smiclogia Jas Enhagens croilaniss no ambene hoapinkar. Slim G5s0, & comets
denificaddo do g0 de carbapenamasd

profiufda pHleas baclibnas, areebs do mHodos moledulanes, rand Dena ok NS0 Spones Gpdamiol b,
s Cambm para uin Mol ShEnshed 400 S ool ot

Comanidrios ¢ Consderagdas sodva 4 Pasgquisa:

Este panbonr Fald-so do wima ameids com & seguints jusificaliva dentada no campo "Jusificaiiva da
Emanda® que fof retirada 4o arguivoe Informagbes Bdsicas da Pesguisa
"PE_INFORMACOES _BABICAE_Z113190_E1.pdi™:

Esila emanda Wz as seguinies ahorapbes, confonms aprosentados M oarls G anoam inhamenio: 1)
e By iy P o Riomilin Cosia Fochal ) inchsdo de miiooologia: Tesie de sesoolbibdade o
Tt e assiadin & nafcpan ks, nes nhegens beolerian s mulitrogs resbionizs. J) AReTagao
o praas g dghncia oo propeo jansn de 2000 & dezembno de 2034) 4) Adepsagdo do Cron Ggrama. A
alberagies aoma rards resullados mais obusies para pesquise, com o leshe 0b suscribildede ao
andmicrobianos de andbidlicos associados o nanopamiulas de quilssana, leeds em

witld QU @ eSCaSEa? do Opgles lorapdulicas pam tralar infecpdes por bactirias MOR. Aldm disso, a
EOONERD G prazd proporconard & melhor axecuddd Jas meicdslogias, akm da ondlise mais precisa do
dad s

Gz i ] Sl 0000 ol Toredd, da S@raianiig o obnigaidria:

Wi Sl "COnoiieies o Pen it & Lie oo indtegiiadies".

R PP e o

Wi B el

oo i e i Piafe el i o LISAS o 1o otpuiaol B

i e i Ghies o0 el pRODons g paEgilsa.

Gy gt e B Finais & critdrio o CEP:

Cianie do exposio, o Comibk de Edca em Pesquisa CEP/UFJF, de atordo com & atrbuigies definidas na
Fies. CHE 48612 o com a Noma Operacional NH001/2013 CNE. manifesia-se pela APROVACAD desta
amanda pRopoeia nd pRobiooly o pesgusEa.

Endsrsgne  Fas Coada Oweoighien Lo

Omima: Sers CEsins EP: o110
UF: RG Municipicc JUAZ OE FORA
Telwlone:  (1F4308-516T Emalt capuEulfiae

oigerws I i B



‘HU“ A HOSPITAL UNMIVERSITARIO DA
Virmim L Ly s LA TE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
AUNF MF FORA - LIFIF

L e B0 P B D

ANEXO A | 147

Qe o

Esle parecsr fof &l abo rads Dasedds o o ocumirtoh abse i malsionados:

Tiph Docdirrsmin Saiar =1 TE =
O EEE = i LT
i PropE
Brochura Pisgaisa | Frogelo_sminda pdl DONAIA0TS |Pakise Cunies Acain
[T Laliica FLomans. ool M&' %ﬁlﬁ DA 1D
161722 NCiarcia

Ohlros carla_gncaminbamenio_emenda pd 2O0AIAD3 ||Par i Guidis Ao
164610 | Sarcia

Progrio Dwialhaedo [ | PropioPesiusaCEPHLULIFJF gl F2VANIE | Paricis Cliaies Ao i

Brochura 211833 | Carcia

iyt or

[ 1 Laiie-shanial ourdes ursed . ol F2VANIT | Paricia Cuiaies Aol
219841 Okl

Ouires Latiesl airal st s ScAda b ek DZ0A2002 [Parisa Cieies Acali

[EEET A T e T m— %ﬁ:ﬂ S I
123344 JGarcia

Chtros LatiesOlamodos Samios Parer a pd 220002 |Parici Guiiis Acailn
183312 [Carcia

[T T (RT3 A ST e ST e e E T JAVHAT D | Pariced Gliites Al D

18 T3 T3 o R | 2 T T

[ e ] 121358 NGarcia

L T TarrroComiide noialid el Syl pdt 20AAIIT |Parcias Guaies AR D
1&1310 | Sarcia

B el L Camilang. gl Bak ks Gubies oD

TCLE [T airies TRacicaa | o LEMCO L il M %ﬁﬂlﬁ LR

BS STl 181153 | Carcia

Jussifcatva e

pioa o ST T L i YT

[T RG] m %ﬁ:ﬂ S 1D
18 9041 [

Fodrag e Aosin ThaRoEind Soinada pad IAIAIIY | Paricid Clibies Aod D
1751 =3 NCoicis

Eacio do Parsce

ApTesailo

Necessita Aprecieido da COMEP:

M e

Enderscoe  Fuas Caads Owsigien L

Oaima: Sanis Csaias
LiF: KL
Teiwtara:

EP: 3110
Menicipic  JNE DE FORA,
IS BT

Caradt  =p Sl =

Bagerw 5l e



ANEXO A | 148

)Iu\ #  HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
it veriisere UNIVERSIDADE FEDERAL DE wrln
JUIZ DE FORA - UFJF

L 0 P B L 1

JUNE OE FORA, 17 de Abl do 21123

AsSinad e po:
Walguiria Paressa di Miedeiros
{Coondanad or|al|
Enserscrc  Fus Caids Oweigiie La
Oaima: Seres CE LN IEF: 3ae11D
L KRG Municipice JUAZ DC FORA
Telwlone: (35040085187 Coralt csp vaiSul o

Fagerw 5w B



	1. INTRODUÇÃO
	1.
	2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	1.
	1.
	2.
	2.1. RESISTÊNCIA ANTIMICROBIANA (RAM)
	2.2. ANTIMICROBIANOS
	2.2.1. Antibióticos β-lactâmicos (BLAs) – Carbapenêmicos
	2.2.1.1. Meropenem (MRP)

	2.3. ENTEROBACTERALES RESISTENTES AOS CARBAPENÊMICOS (ERC)
	2.3.1. Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenêmicos

	2.4. NANOTECNOLOGIA
	2.4.1. Nanopartículas de quitosana
	2.4.2. Lipossomas
	2.4.3. Nanopartículas de prata/quitosana

	3. OBJETIVOS
	3.1. OBJETIVO GERAL
	3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	CAPÍTULO I:
	DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA CONTENDO MEROPENEM
	I. 1. MATERIAL E MÉTODOS
	I. 1.1. MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES
	I. 1.2 EQUIPAMENTOS
	I. 1.3 MÉTODOS
	I. 1.3.1 Desenvolvimento das nanopartículas
	I. 1.3.2 Caracterização das nanopartículas
	I. 1.3.2.1 Determinação do diâmetro hidrodinâmico médio (DHm), índice de polidispersividade (PdI) e Potencial Zeta (PZ)
	I. 1.3.2.2 Eficiência de encapsulação
	I. 1.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA
	I. 2. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	I. 2.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS
	I. 2.1.1.Diâmetro hidrodinâmico médio (DHm), Índice de polidispersividade (PdI) e     potencial Zeta (PZ)
	I. 2.1.2 Eficiência de EncapsulaçãoB
	I. 3. CONCLUSÃO
	CAPÍTULO II:
	DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE LIPOSSOMAS CONTENDO MEROPENEM
	II. 1. MATERIAL E MÉTODOS
	II.1.1. MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES
	II.1.2. EQUIPAMENTOS
	II.1. 3.  MÉTODOS
	II. 1.3.1. Preparo dos lipossomas
	II. 1.3.2. Liofilização dos sobrenadantes
	II. 1.3.3. Revestimento dos lipossomas com quitosana
	II. 1.3.4.  Caracterização dos lipossomas
	II.    1.3.4.1 Determinação do diâmetro hidrodinâmico médio (DHm), índice de polidispersividade (PdI) e Potencial Zeta (PZ)
	II. 1.3.4.2 Eficiência de encapsulação (EE)
	1.
	2.
	2.1.
	2.2.
	2.3.
	2.4.
	2.4.1.
	2.4.2.
	II. 1.3.4.3. Avaliação do potencial antibacteriano in vitro dos lipossomas

	II. 1.3.4.4.  Cepas bacterianas e condições de armazenamento
	II.   1.3.4.5. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)
	II.   1.3.4.6. Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) e classificação do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostático
	II.1. 4.  ANÁLISES ESTATÍSTICAS

	II.  2.  RESULTADOS E DISCUSSÃO
	II. 2.1 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DOS LIPOSSOMAS
	II.  2.1.1.Diâmetro hidrodinâmico médio (DHm), Índice de polidispersividade (PdI) e potencial Zeta (PZ)
	II. 2.1.2 Eficiência de encapsulação
	3.
	3.2.
	II. 2. 3. AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO IN VITRO
	II. 2.3.1. Determinação da Concentração Inibitória Mínima e da Concentração Bactericida Mínima seguida da classificação do efeito antibacteriano em bactericida ou bacteriostático

	CAPÍTULO III:
	DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA/QUITOSANA       CONTENDO MEROPENEM
	1.
	2.
	3.
	4.
	5.
	6.
	7.
	8.
	9.
	II. 1. MATERIAL E MÉTODOS
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18
	19
	20
	21
	22
	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30
	31
	32
	33
	34
	35
	36
	37
	38
	39
	III. 1.1. MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES
	1.
	2.
	3.
	4.
	5.
	6.
	7.
	8.
	9.
	10.
	10.1.
	III. 1.2. EQUIPAMENTOS
	III. 1.3. MÉTODOS
	III. 1.3.1. Síntese das nanopartículas de prata/quitosana (AgNPQT)
	III. 1.3.2. Caracterização das nanopartículas
	III. 1.3.2.1. Determinação do diâmetro hidrodinâmico médio (DHm), índice de   polidispersividade (PdI) e Potencial Zeta (PZ)

	1.
	2.
	3.
	4.
	5.
	6.
	7.
	8.
	9.
	10.
	10.1.
	10.2.
	10.3.
	10.3.1.
	10.3.1.1.
	III.  1.3.2.2. Espectroscopia Raman e Espectroscopia Raman intensificada por superfície (SERS)
	III. 1.3.2.2.1. Preparo de amostras para espectroscopia SERS
	III. 1.3.2.3.  Caracterização morfológica – Microscopia de Força Atômica - AFM
	III. 1.3.2.4. Avaliação do potencial antibacteriano in vitro das nanopartículas

	III. 1.3.2.4.1.Cepas bacterianas e condições de cultura
	III. 1.3.2.4.2. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)
	III. 1.3.2.4.3. Determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) e classificação do efeito antibacteriano como bactericida ou bacteriostático
	III. 1.4.  ANÁLISES ESTATÍSTICAS

	III. 2. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	III. 2.1. SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS
	III. 2.1.1. Diâmetro hidrodinâmico médio (DHm), Índice de polidispersividade (PdI)       e potencial Zeta (PZ)
	III. 2.1.2.  Espectroscopia RAMAN
	III.   2.1.3. Espectroscopia SERS
	III. 2.1.4.  Avaliação Morfológica - Microscopia de Força Atômica – AFM
	III. 2.2.  AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIBACTERIANO IN VITRO

	III.  2.2.1.  Determinação da Concentração Inibitória Mínima e da Concentração   Bactericida Mínima seguida da classificação do efeito antibacteriano em  bactericida ou bacteriostático

	III.   3. CONCLUSÃO
	4. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS
	Sem nome

