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Resumo

RESUMO

O Helicobacter pylori é uma bactéria que coloniza o epitélio gastrico e embora esteja frequentemente
associado a infecgOes assintomaticas, pode promover o desenvolvimento de distarbios gastricos, como
Ulcera péptica, gastrite aguda e crénica, tecido linfoide associado a mucosa (Linfoma de MALT) e
adenocarcinomas gastricos. Encontra-se na lista de bactérias que sdo cada vez mais resisténtes aos
farmacos e apresentam uma grande ameaca a saude publica. Os perfis de resisténcia aos antimicrobianos
estdo relacionados a ocorréncia de fatores viruléncia dos microrganismos, especialmente a producao de
biofilme. A importancia do H. pylori na area da salde bem como os problemas enfrentados no
tratamento de infec¢Ges provocadas por esse microrganismo, impulsiona a busca por novas alternativas
terapéuticas que visam fornecer menores efeitos colaterais, custo e maior eficacia, pois ainda ha uma
falha no tratamento, devido a fatores como resisténcia a antibiéticos, consumo de varios medicamentos
ao mesmo tempo, periodo de terapia, além dos efeitos colaterais apresentados pelos antibidticos
utilizados atualmente. A prata e seus derivados compreendem importantes propriedades antimicrobianas
e possuem a capacidade de formar complexos, 0s quais atraem interesse ao fornecer novas abordagens
medicamentosas. Assim, a incorporacdo em sistemas de liberacdo de farmacos denota-se como
estratégia para aprimorar a atividade antimicrobiana de compostos metalicos, bem como possibilitar
uma melhor solubilizag&o e liberagdo dos mesmos. Este trabalho visou avaliar o potencial antibacteriano
invitro dos compostos [Ag(PhTSC-HCI)2]J(NOs3)-H20 (1), [Ag(HTSC-HCI);]J(NO3)-H-0 (2),
[Ag(PhTSC-HCI)2](Cl)-Hz20 (3) e [Ag(HTSC-HCI)2](Cl1)-H20 (4), néo incorporados e incorporados em
nanoparticula polimérica (NP) frente ao H. pylori ATCC 43504. O composto que apresentou melhor
atividade (ndo incorporado e incorporado) foi avaliado sobre a formag&o de biofilme e biofilme maduro
do H. pylori e avaliados quanto ao potencial citotoxico sobre as linhagens celulares MRC-5 e J774A.1,
potencial mutagénico e potencial toxico em modelo alternativo in vivo de Galleria mellonella. A NP
constituida de polimero poli (e- caprolactona), de um tensoativo (poloxamer 407) e de uma fase aquosa
(tampéo fosfato pH 7,4) foi preparada por nanoprecipitagdo. Os ensaios de caracterizacdo do sistema
(disperséo de luz dindmica, potencial zeta e microscopia eletronica de transmisséo (MET)) mostraram
que as NPs possuem tamanhos de particulas de 155,10 nm + 3,60 a 180,0 nm + 1,13, indice de
polidispersdo de 0,093 + 0,028 a 0,266 + 0,032 e potencial zeta de -3,17 mV = 0,359 a - 0,16 mV %
0,045. Foi realizado a estabilidade das formulagdes por 90 dias, e diante dos resultados de CIM,
juntamente com a estabilidade, foi selecionando a nanoparticula incorporada com o composto 1 (NP1)
como melhor amostra para seguir com os demais ensaios. As imagens de MET confirmaram a formag&o
das NPs. A atividade antibacteriana foi verificada através da técnica de microdiluicdo. O composto 1
exibiu uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 3,90 pug/mL e apds a incorporacao sua acdo foi
potencializada para 0,78 ug/mL e uma Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de 7,81 ug/mL livre
para 1,56 pg/mL na NP1. Para o biofilme, a NP1 apresentou melhor atividade frente ao composto 1,
tanto na formag&o do biofilme, quanto no biofilme maduro de H. pylori. A formagdo do biofilme foi
analisada em diferentes tempos de formacéo (4, 24 e 36 horas) o qual foi proposto como 4 horas o tempo
suficiente para o H. pylori formar o biofilme. Na anéalise de citotoxicidade, o sistema possibilitou
melhores resultados, proporcionando um aumento de seletividade ao H. pylori de cerca de 7 vezes para
MRC-5 e 3 vezes mais quando comparado a J774A.1, além da NP1 ndo apresentar citotoxicidade frente
as linhagens celulares na mesma concentracdo referente ao CIM. NP1 permitiu a inibicdo da
mutagenicidade apresentada pelo composto livre. No ensaio in vivo em Galleria mellonella, o sistema
permitiu a sobrevivéncia das larvas na concentracdo maxima preparada. Esta é a primeira demonstracao
de atividade de complexos de prata em associacao a nanoparticula polimérica contra H. pylori e indica
um potencial farmaco contra H. pylori.

Palavras-chave: Helicobacter pylori. Biofilme. Nanoparticula polimérica. Compostos de coordenacéo.
Prata.



Abstract

ABSTRACT

Helicobacter pylori is a bacterium that colonizes gastric epithelium and although often associated with
asymptomatic infections, it can promote the development of gastric disorders such as peptic ulcer, acute
and chronic gastritis, mucosa-associated lymphoid tissue (MALT Ilymphoma) and gastric
adenocarcinomas. It is on the list of bacteria that are increasingly resistant to drugs and pose a major
threat to public health. Antimicrobial resistance profiles are related to the occurrence of virulence factors
of microorganisms, especially biofilm production. The importance of H. pylori in health, as well as the
difficulties faced in the treatment of infections caused by this microorganism, drives the search for new
therapeutic alternatives that aim to provide lower side effects, cost and greater effectiveness, because
there is still a failure in treatment, due to factors such as antibiotic resistance, consumption of several
drugs at the same time, period of therapy in addition to the effects caused by the antibiotics currently
used. Silver and its derivatives have important antimicrobial properties and have the ability to form
complexes, which attract interest in providing new drug approaches. Thus, the incorporation in drug
release systems is presented as a strategy to improve the antimicrobial activity of metallic compounds,
as well as to enable a better solubilization and release of them. This work aimed to evaluate the activity
of silver (1) coordination compounds: [Ag(PhTSC-HCI)2](NOs)-H20 (1), [Ag(HTSC-HCI);](NO3)-H.O
(2), [Ag(PhTSC-HCI)2](Cl)'H20 (3) and [Ag(HTSC-HCI),](C1)-H2O (4), unloaded and loaded into a
polymeric nanoparticle (PN) against H. pylori ATCC 43504. The compound that showed the best
activity (unloaded and loaded) was evaluated on the formation of mature H. pylori biofilm and biofilm
and evaluated for cytotoxic potential on MRC- 5 and J774A.1 cell line, mutagenic potential and toxic
potential in alternative in vivo model of Galleria mellonella. The PN composed of polymer
(polycaprolactone), a surfactant (poloxamer 407) and an agqueous phase (phosphate buffer pH 7.4) was
prepared by nanoprecipitation. The system characterization assays (dynamic light scattering, zeta
potential and transmission electron microscopy (TEM)) showed that the PNs have particle sizes from
155.10 nm + 3.60 to 180.0 nm * 1.13, polydispersity index from 0.093 + 0.028 to 0.266 + 0.032 and
zeta potential from -3.17 mV + 0.359 to - 0.16 mV + 0.045. The stability of the formulations was
performed for 90 days, and in view of the MIC resultd, together with the stability, the nanoparticle
incoporated with compound 1 (PN1) was selected as the best sample to follow with the other tests. TEM
images confirmed the formation of PNs. Antibacterial activity was evaluated by the microdilution
technique. The unloaded compound 1 had a Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 3.90 pg/mL
and after loaded its action was potentiated to 0.78 pg/mL and a Minimum Bactericidal Concentration
(MBC) of 7.81 ug/mL free for 1.56 pg/mL in PNI1. For biofilm, PN1 showed better activity against
compound 1, both in biofilm formation and in mature H. pylori biofilm. Biofilm formation was analyzed
at different formation times (4, 24 and 36 hours) which was proposed as 4 h long enough for H. pylori
to form the biofilm. In the cytotoxicity analysis, the system provided better results, providing H. pylori
selectivity increase of about 7 times for MRC-5 and 3 times more when compared to J774A.1, in
addition to PN1 not showing cytotoxicity against cell lines at the same concentration as MIC. PN1
allowed the inhibition of the mutagenicity presented by the free compound. In the in vivo assay on
Galleria mellonella, the system allowed larvae survival at the maximum concentration prepared. This
is the first demonstration of the activity of silver complexes in association with a polymeric nanoparticle
against H. pylori and indicates a potential drug against H. pylori.

Keywords: Helicobacter pylori. Biofilm. Polymeric nanoparticle. Coordinating compounds. Silver.
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1. INTRODUCAO

Dentre os grandes temas que geram preocupa¢do no mundo destacam-se as doencas
infecciosas, que podem ser originadas por um microrganismo patogénico ou oportunista, tais
como fungos, bactérias, parasitas ou virus, 0s quais variam o modo de transmissdo, podendo
ser transmitida diretamente ou indiretamente de um para outro (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2013). E considerado um problema de satide publica, provocando sintomas
clinicos que levam a varios efeitos indesejaveis a saude humana, levando constantemente o
paciente a obito (BATISTA et al., 2010).

A morte mediante doencas infecciosas ainda € uma preocupacao mundial, crescente em
varios paises, até nos mais desenvolvidos, sendo principamente devido ao numero de
microarganismos resistentes aos farmacos (BIBletal., 2011; DHANYALAYAM et al., 2017).

A ocorréncia de inimeros microargnismos patogénicos, bem como seu acelerado
desenvolvimento tem provocado um grande impacto na satde (JONES et al., 2008). Diante da
rdpida propagacdo desses microrganismos, o quadro de doengas infecciosas esta
constantemente crescendo (FAUCI; MORENS, 2012).

A resisténcia microbiana aos antibidticos tornou-se um problema significativo, pois
gradativamente as bactérias adquirem a capacidade de resisténcia a medicamentos, tornando
uma ameaca para a saude publica (CUSHNIE; LAMB, 2011; CAMARGO et al., 2014). A
capacidade genética destes microrganismos esta associada ao desenvolvimento da resisténcia,
através de mutacGes espontaneas e recombinacdes de genes e assim o0s farmacos
antimicrobianas atuam como agentes seletivos (COSTA,; SILVA JUNIOR, 2017; BERTOLLO;
LUTKEMEYER; LEVIN, 2018).

A combinagdo da resisténcia bacteriana com a falta no desenvolvimento de novos
medicamentos, resulta no fracasso da antibioticoterapia, exercendo significativo impacto social
e econdmico (PARISI et al., 2017). Com potencial consideravel para o tratamento de doengas
infecciosas, vem sendo estudadas estratégias como incorporacdo em sistemas de entrega de
farmacos com suporte da nanotecnologia, permitindo que a eficacia de varios principios ativos
seja aumentada, a inclusdo de outros previamente desconsiderados devido suas propriedades
desfavoraveis e o desenvolvimento substancias inéditas antes que sejam lancadas ou aplicadas
na terapia (MAINARDES et al., 2006; BONIFACIO et al., 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou em 2017 uma lista contendo 12

familias de bactérias que apresentam uma grande ameaca a satde publica. A lista € dividida de
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acordo com a necessidade de novos antibidticos, classificando 0s microrganismos em
prioridade critica, alta ou média. Destaca-se como uma das bactérias que sdo cada vez mais
resistente aos farmacos o Helicobacter pylori, inclusa na lista como prioridade alta (OPAS,
2017).

O H. pylori é classificado como uma bactéria Gram-negativa que coloniza seletivamente
0 epitélio gastrico e embora esteja frequentemente associado a infec¢bes assintomaticas pode
promover o desenvolvimento de distirbios géstricos, como Ulcera péptica, gastrite aguda e
crbnica, tecido linfoide associado a mucosa (Linfoma de MALT) e adenocarcinomas gastricos
(WESSLER et al., 2017; HATHROUBI et al., 2018).

A persisténcia de H. pylori no estbmago humano depende de dois eventos iniciais, a
neutralizacdo do pH acido do suco gastrico e sua penetracdo na mucosa gastrica. Uma variedade
de genes de viruléncia, sua morfologia celular e estratégias para modular as respostas de si e do
hospedeiro, sdo fatores que possibilitam a colonizacdo por H. pylori na mucosa gastrica e no
epitélio. Dentre os varios fatores de viruléncia, destam-se a producdo de urease, citotoxina
associada ao gene A (CagA), motilidade, citotoxina vacuolizante (VacA) e a capacidade de
formar biofilme (BONIFACIO etal., 2014; KUMAR; DHIMAN, 2018).

Considerado fatores de viruléncia, biofilmes sdo definidos como comunidades
microbianas multicelulares que associam a seus artefatos extracelulares formando uma matriz
polimérica organica a qual se aderem a um substrato ou interface. Assim, biofilmes microbianos
sdo responsaveis pela fixacdo dos microrganismos as superficies, colonizacdo dos tecidos do
hospedeiro, captura eficiente de nutrientes, e estdo diretamente envolvidos na patogénese e na
protecdo contra substancias antimicrobianas. As altas taxas de reproducdo, ampla capacidade
de adaptacdo e de sintese de substancias e estruturas extracelulares, como por exemplo, 0
glicocalice, um componente que auxilia as células em um biofilme a se fixarem ao seu
ambiente-alvo, sdo algumas caracteristicas apresentadas pelas bactérias, as quais as tornam
produtoras de biofilmes (DONLAN; COSTERTON, 2002; KASNOWSKI et al., 2010).

Segundo estudos epidemioldgicos, no Brasil, a predominio da infeccdo pelo H. pylori é
alta em ares urbanas e rurais, em individuos expostos a ma qualidade de vida , apresentando
renda baixa e recursos de saude limitados, sendo adquirida principalmente na infancia. Segundo
estudos, o predominio de infeccdo é alta durante os primeiros 2 anos, podendo atingir até 50%
em criangas de 2 a5 anos, 70% a 90% em criangas até 10 anos, e em adultos valores semelhantes
a este ultimo. Contudo, sdo encontradas taxas de prevaléncia mais baixas em individuos com

nivel superior, familias com melhor status socioecbnomicos, criangas que possuem pais mais
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instruidos e aqueles que habitam cidades que possuem condi¢cdes de saneamento basico
melhores (COELHO et al., 2018).

Classificada como infecgdo bacteriana cronica mais prevalente em humanos, com
percentual acima de 50% da popula¢do mundial infectada e mais de 80% encontrada em paises
em desenvolvimento, busca-se novas terapias para controle desta bactéria, pois ainda ha uma
falha no tratamento, devido a fatores como resisténcia a antibioticos, consumo de varios
medicamentos a0 mesmo tempo, periodo de terapia, além dos efeitos colaterais apresentados
pelos antibidticos utilizados atualmente (MOUBRI et al., 2019; SHAHBAZI;
SHARIATPANAMHI, 2019).

Desta forma, devido o predominio de bactéria resistentes, a pesquisa de novos compostos
com atividade antimicrobiana e com novos mecanismos de acdo é estremamente importante
(SALINA; EKINS; MAKAROV, 2018). Adicionalmente, as dificuldades enfrentadas para
tratar infeccdes causadas por H. pylori, impulsiona a busca por novas alternativas que visam
fornecer estratégias terapéuticas com menores efeitos colaterais, custo e maior eficacia.

Conhecidos por apresentarem atividades antimicrobianas e com moderada citotoxicidade
em humanos, os ions metalicos vém demonstrando atividade contra um amplo espectro de
microrganismos (CHEN et al., 2018). A prata é um dos metais mais antigos documentados com
aplicacBes medicinais, principalmente por possuir atividade antibacteriana, além de outras
aplicacdes, como por exemplo, no tratamento de queimaduras de pele, com a utilizacdo da
sulfadiazina de prata. Outro derivado largamente utilizado é o nitrato de prata, o qual auxilia na
profilaxia da oftalmia neonatal em recém-nascidos e no tratamento de Ulceras de pele e feridas
pos-cirargicas (SHEN et al., 2017; LIANG et al., 2018).

A prata como ion Ag(l) vem sendo muito empregada em compostos de coordenagéo como
centro metélico com diferentes ligantes, os quais sdo ajustados para uma melhor precisdo de
liberacdo dos ions. Expressa atividade antiproliferativa in vitro, caracteristica associada a baixa
citotoxicidade da prata no corpo humano, tornando assim tais compostos candidatos atraentes
a novos farmacos terapéuticos (ARMOSTRONG et al., 2018; SANTOS et al.,, 2018;
MOVAHEDI; REZVANI; RAZMAZMA, 2019).

A busca por novos complexos metalicos vem ganhando area com base no combate a
resisténcia antimicrobiana e diversos ligantes tem sido utilizados para ajustar e melhorar a
liberacdo dos ions (ARMSTRONG, et al., 2018).

As tiossemicarbazonas constituem uma categoria de ligantes de relevancia devido seus

atributos quimicos e bioldgicos, como por exemplo, capacidade de formar compostos de
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coordenacao, a qual atribui sua propriedade quelante. Na literatura ha estudos de sua atividade
como agentes antivirais, antitumorais, antifungicos, antimalaricos, antibacterianos, entre outras.
(BERALDO, 2004; TENORIO et al., 2005).

Assim, com a capacidade de apresentar consideraveis vantagens para a administracao de
farmacos, tem havido um aumento na utilizacdo de sistemas nanoestruturados de liberacéo de
farmacos, os quais sdo capazes de melhorar a biodisponibilidade de substancias lipofilicas e
hidrofilicas, gerar um aumento na seletividade, como, também, uma reducdo da dose total
necessaria, além de diminuir os efeitos colaterais toxicos (GRILL et al., 2009; VENUGOPAL
et al., 2009). Dentre os sistemas de liberacdo criados a partir do arranjo de nanoestruturas
encontram-se  microemulsbes, lipossomas, nanoemulsfes, micelas, dendrimeros,
nanoparticulas lipidicas solidas, nanoparticulas poliméricas, entre outros (KHOSA; REDDI;
SAHA, 2018; MARKWALTER et al., 2019).

As nanoparticulas poliméricas classificam-se em estruturas nanométricas compreendidas
na escala 10 a 1000 nandmetros e proporcionam propriedades fisico-quimicas que as
caracterizam como importantes sistemas de liberagdo, como tamanho pequeno, uma vasta area
superficial e possibilidade de diferentes cargas superficial. Neste contexto, as nanoparticulas
poliméricas atraem interesse devido suas propriedades facilmente ajustaveis, como tamanho,
composicao e funcionalizacio de sua superficie (MOINARD-CHECOT et al., 2008; RAMOS
etal., 2018; MARKWALTER et al., 2019).

A relevancia das infecgbes provocadas pelo H. pylori bem como as dificuldades no
controle destas infec¢des justificam este estudo. Adicionalmente, o uso da nanotecnologia como
ferramenta que objetiva potencializar a atividade antibacteriana de compostos de Ag (1) sugere
uma nova estratégia no controle das infec¢des causadas por esse microrganismo. Neste cenario,
com a relevancia das infeccdes causadas pelos microrganismos tratados nesse estudo e as
dificuldades nos seus tratamentos, bem como a exploracao da prata como agente antimicrobiano
devido sua acdo de largo espectro contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, propomos
a avaliacdo de novos compostos para o desenvolvimento de terapias mais eficazes contra esses

microrganismos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 InfeccBes microbianas e resisténcia

Classificada como uma das maiores questes de salde publica, a infeccdo bacteriana
acomete milhdes de pessoas todos os anos. Para combater esses microrganismos, utiliza-se 0s
antibioticos, contudo, com seu uso demasiado e incorreto, esta cada vez mais dificil o
tratamento dessas infec¢Ges. Seu uso excessivo tem levado ao aparecimento de bactérias
resistentes, dificultando ainda mais os tratamentos (ZHOU et al., 2015; JI; SUN; QU, 2016).

A resisténcia aos antibioticos possibilita um aumento da morbimortalidade, diminui a
eficacia terapéutica, promove a transmissdo de infecgdes a outros individuos, traz risco a
seguranca do paciente, além de elevados custos para os cuidados da saitde (MONTEMAYOR,;
BOFARULL; MOCHALES, 2014).

Como a maior parte dos compostos antimicrobianos sdo obtidos naturalmente, o
desenvolvimento de resisténcia é favorecido, os quais podem ser mediante mutages, sintese de
substancias capazes de suprimir a acdo do antibidtico ou aquisdo de genes de resisténcia
provenientes de demais microrganismos presente no meio. Ainda sim, a pesquisa de novos
compostos antimicrobianos sdo baseados nos mecanismos de acdo ja conhecidos. Portanto, é
de interesse a investigacao de novos compostos com mecanismos de acdo inétidos, podendo ser

a solucdo para a resisténcia aos farmacos atuais (SILVA; AQUINO, 2018).

2.2. Helicobacter pylori

2.2.1. Nomenclatura e aspectos gerais

Classificada inicialmente no género Campylobacter, com o nome de C. pyloridis, o qual
foi posteriormente corrigido para C. pylori, apresentava evidéncias de que a bactéria poderia
ndo pertencer ao género. Devido a presenca de 4&cidos graxos incomuns a outras
campylobacteérias, diferenca na estrutura, sendo que C. pylori era lisa, enquanto as outras nao,
presenca de até seis flagelos embainhados, ao invés de um, caracteristica de outras
campylobacterias, sugeriu-se a mudanca de género (PENNER, 1988). Assim, a bactéria foi

inclusa em um novo género, denominado Helicobacter. O nome Helicobacter remete a
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morfologia dos organismos, que sdo helicodais in vivo, e geralmente semelhantes a varetas
in vitro (GOODWIN et al., 1989).

O género Helicobacter, pertencente a familia Helicobacteraceae, € composto por 37
espeécies gastricas e nao gastricas (Helicobacterres enterohepaticos), sendo H. pylori (Figura 1)
a principal espécie encontrada na mucosa gastrica humana (van der MEE-MARQUET et al.,
2017).

A bactéria H. pylori identificada em 1982, por Barry Marshall e J. Robin Warren, foi
isolada de amostras de bidpsias gastricas de pessoas com gastrite crénica e Ulceras. Mediante
os postulados de Koch, Barry Marshall confirmou que H. pylori era a principal causa de
patologias gastricas, sendo classificada como Gram negativa, espiralada em forma de S,
possuindo de 5 a 7 flagelos, microaerdfila e fastidiosa (WARREN; MARSHALL, 1983,
BONIFACIO et al., 2014). Apresenta morfologia homogénea, ou seja, superficie lisa,
extremidades arredondadas, mével e ndo-esporulada. Sua forma helicoidal contribui com a
movimentacdo impulsionada por seus flagelos o qual promove uma ruptura no revestimento
protetor do estbmago e associado com o processo inflamatorio cronico e liberacdo de citocinas
e quimiocinas, pode promover o desenvolvimento de distarbios gastricos, como Ulcera péptica,
gastrite aguda e cronica, linfoma da mucosa gastrica associada ao tecido linféide (MALT) e
adenocarcinomas gastricos (PROCTOR; DEANS, 2014; WESSLER et al., 2017; SPOSITO et
al., 2019).

Figura 1. Helicobacter pylori.

Fonte: Science Photo Library, 2019

Embora mais de 50% da populagéo esteja infectada, ndo sdo todos invididuos infectados
que desenvolvem a doenga clinicamente. A taxa de infeccdo varia de acordo com a area
geogréfica, condigdes socioeconémico, idade e etnia. A ocorréncia é maior em paises em
desenvolvimento do que em paises desenvolvidos, sendo que nos ultimos anos ela diminuiu
diante da melhora do saneamento basico (SUGIYAMA et al., 2019).
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2.2.2. Fatores de viruléncia

Determinadas espéecies de microrganismos apresentam perfis de resisténcia aos mais
diversos antimicrobianos disponiveis na pratica clinica, e este perfil estd relatado com a
aparecimento de fatores de viruléncia atribuidos a cada espécie. A caracteristica de
multirresisténcia pode ser considerada como uma das estratégias desempenhadas pelos
microrganismos para vencer as barreiras imunoldgicas do hospedeiro e possibilitar a sua
colonizacdo (DHAR et al., 2003).

Dentre os fatores que auxiliam no desenvolvimento de doencas gastroduodenais graves,
encontra-se os fatores de viruléncia desenvolvimentos por cepas patogénicas. O H. pylori
apresenta, como fatores de viruléncia, capacidade de adaptacdo as mudancas ambientais,
producdo de urease, citotoxina associada ao gene A (CagA), sua motilidade, citotoxina
vacuolizante (VacA) e capacidade de formar biofilme.

Esse microrganismo, através da capacidade de sofrer tranformacdo morfoldgica,
consegue se adaptar as mudancas ambientais. Ocorrem em duas formas morfoldgicas, ou seja,
espiral (viva e cultivavel) e cocdide (viavél mas nao cultivavel), sendo a transicdo observada
através de condi¢cdes ambientais abaixo do ideal, como alteracbes de temperatura ou pH,
aerobiose, exposicdo a antibidticos ou IBP, estresse ou incubagdo prolongada. Tal forma,
cocdide, apresenta altos niveis de proteinas que participam da replicacdo do DNA e da iniciacdo
da carcinogénese, sendo entdo, consideradas virulentas (KRZYZEK; BIERNAT;
GOSCINIAK, 2018).

A capacidade de sobreviver ao acido cloridrico é de extrema relevancia, visto que a
mucosa gastrica € seu habitat usual. A urease, uma proteina que apresenta elevado peso
molecular, sintetizada pela bactéria, permite que isso ocorra, pois promove a hidrélise da uréia,
a qual esta existente em circinstancias fisioldégicas no suco gastrico, assim, conduzindo a
formacdo de amonia e didxido de carbono. A amdnia funciona como um receptor de H,
gerando um pH neutro no meio intracelular e no entorno da bactéria, conferindo resisténcia a
acidez do meio gastrico. Desse modo, a bactéria é mantida protegida dos efeitos nocivos do pH
acido do estbmago. Ademais, a urease esta relacionada com a ativacdo de células de defesa do
sistema imunoldgico, como neutrofilos e mondcitos, resultando em uma inflamagé&o no local de
adesdo (LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003; BONIFACIO et al., 2014).

O H. pylori permanece dentro da camada de muco que cobre o epitélio gastrico,

mantendo-se distante das células imunes que sdo recrutadas em resposta a inflamacéo. Através
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das acOes do seu sistema de secrecgéo tipo IV (T4SS) codificado pela ilha de patogenicidade
cag (cagPAl), a qual apresenta 0 gene cytotoxic-associated gene A (cagA), um marcador da
presenca da ilha de patogenicidade no genoma das diferentes estirpes, a bactéria induz a
inflamacdo. O produto de secrecdo do gene cagA € a oncoproteina cytotoxin-associated
antigen A (CagA) a qual é transportada para o interior das células epiteliais gastricas através
do T4SS, onde se torna fosforilada, interagindo com vias de sinalizacdo intracelulares,
resultando na ativacdo de moléculas como NF-kB, SHP2 e ERK. Como resultado da acéo da
CagA, ocorre uma desorganizacdo morfoldgica das células epiteliais, afetando a polaridade e
adesdo intercelular, além da producdo de citoquinas pré-inflamatorias, como a interleucina 8
(IL-8), interleucina 1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A CagA é polimorfica,
0 que a confere ser responsavel por diferentes risco de doencas, sendo implicada fortemente na
carcinogénese gastrica (COELHO et al., 2016; LEHOURS; FERRERO, 2019).

Outro fator de viruléncia de grande importancia é a citotoxina vacuolizante (VacA),
codificada pelo gene vacuolating cytotoxin (vacA) que tem como principal acdo a vacuolizagédo
celular por formacdo de poros na membrana das células epiteliais, além da despolarizacdo da
membrana, estimulacdo de apoptose, adesao intercelular e bloqueio de células T, este ultimo
ajuda o H. pylori a resistir a depuracdo imunoldgica, estabelecendo, assim, uma infeccdo
persistente no hospedeiro. VacA exerce um papel fundamental na sobrevivéncia de H. pylori,
levando um fluxo de ions e nutrientes da mucosa em dire¢do ao limen do estbmago, resultando
em alteracdes na integridade das células do epitélio gastrico. E composta por duas subunidades
—p33 e p55, sendo que 0 gene vacA € capaz de variar em trés regides: peptideo sinal (s1 ou s2),
regido intermédia — p33 (il ou i2) e regido média — p55 (M1 ou m2). A forma s1/il/m1 é
completamente ativa enquanto a forma s2/i2/m2 é inativa. Dentre as formas, a s1, tem uma
maior chance de ulceracdo péptica, levando ao desenvolvimento de cancer gastrico.
O gene VacA estd presente em quase todas as cepas de H. pylori, porém, ha consideravel
variacao da atividade toxica existente entre as cepas (COELHO et al., 2016; CHAUHAN et al.,
2019; FOEGEDING et al., 2019).

A forma em espiral e o flagelo do H. pylori desempenham um papel importante na
colonizagdo da mucosa gastrointestinal, facilitam o seu movimento e aderéncia ao epitélio
gastrico, possibilitando assim a penetracdo na mucosa e a sobrevivéncia do organismo no
estdbmago humano (GUIMARAES; CORVELO; BARILE, 2008).

O H. pylori ainda tem a capacidade de persistir como entidade infecciosa e resistir ao

arsenal de agentes antimicrobianos. Seu artificio para sobreviver se da pela capacidade de
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formagéo de biofilmes (CELLINI et al., 2008). Segundo Carron et al. (2006) as evidéncias
fotograficas demonstraram a capacidade de H. pylori formar biofilme in vivo, através de

biopsias gastricas de pacientes positivos para H. pylori.

2.2.3. Doengas associadas ao H. pylori

Ap0s sua descoberta, em 1983, como fator etioldgico da Ulcera péptica, a infecgcdo por
H. pylori foi relacionada a outras doengas importantes do trato gastrointestinal, como gastrite
cronica, linfoma da mucosa gastrica associada ao tecido linféide (MALT) e carcinoma gastrico.

Dentre as patologias relacionadas ao H. pylori, a Ulcera péptica se destaca como a mais
prevalente provocada por esse patdgeno, a qual engloba tanto Glceras gastricas quanto Ulceras
duodenais. E designada por uma ruptura na mucosa e desaparecimento do tecido superficial,
devido a uma instabilidade entre acido cloridrico, pepsina e uso de anti-inflamatdrios néo
esteroidais (AINES) considerados fatores agressivos e secre¢do de bicarbonato e muco e a
producdo de prostaglandinas, fatores de protecdo da mucosa gastrica, levando assim a formacéo
de uma inflamacéo local (SRIKANTA; SATHISHA; DHARMESH, 2010; BRAZ et al., 2013).
A sintomatologia da Ulcera péptica consiste principalmente na dor de estomago ardente,
podendo ser seguido de outros sintomas, como nauseas, inchaco, saciedade precoce, plenitude
e intolerancia a alimentos gordurosos. Porém, com uma menor frequéncia, podem aparecer
sintomas mais graves, como vomitos (com presenca ou ndo de sangue), presenca de fezes
escuras, sugestivo de sangue oculto nas fezes, mudanca de apetite e perda de peso
(MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009).

Considerada o tipo mais comum de Ulcera péptica, as Ulceras duodenais podem ser
assintomaticas, sendo essa auséncia de sintomas encontrada em Ulceras induzidas pelo uso de
AINES. Apresenta perfuracdo ou hemorragia digestiva como primeiro sintoma clinico da
doenca, sendo o sangramento considerado a complicacdo mais frequente e grave das Ulceras,
principalmente em pessoas acima de 60 anos (MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009).

Fatores como fumo, ingestdo de alcool, estresse, caréncia nutricional, uso excessivo e
prolongado de AINES e infeccdo por H. pylori colaboram no surgimento de Ulceras gastricas
(THORSEN et al., 2013). A proliferagéo dessa bactéria no estbmago desenvolve um processo
inflamatorio que prejudica a mucosa gastrica e afeta 0 mecanismo de defesa natural, aléem de
aumentar a leséo inflamatoria da mucosa através da producdo de imunoglobulinas ligadas aos

antigenos de superficies das células epiteliais gastricas (PEEK et al., 2010).
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Das patologias causadas pelo H. pylori, enfatiza-se o desenvolvimento do cancer do
estdbmago. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), esse patdgeno é classificado
como carcindgeno Classe | para cancer gastrico e considerado fator de risco para o surgimento
de adenocarcinoma gastrico e linfoma da mucosa géstrica associada ao tecido linféide (MALT)
(SUZUKI et al., 2013; FIORENTINO et al., 2013; PROCTOR; DEANS, 2014).

O adenocarcinoma do tipo intestinal é considerado o céancer gastrico mais
frequentemente diagnosticado. Seu desenvolvimento consiste pela transicdo da mucosa normal
para gastrite superficial crénica (gastrite ndo atréfica) provocada principalmente pela infeccéo
pelo H. pylori. Em seguida, a gastrite evolui para gastrite atréfica, seguida de metaplasia
intestinal e, finalmente, displasia e adenocarcinoma. A infeccdo por H. pylori é considerada o
maior fator de risco para cancer gastrico, o qual é considerado a segunda principal causa de
morte relacionada ao cancer, além de ser o quarto mais comum em todo o mundo (DIAZ et al.,
2018; HATAKEYAMA, 2019).

O linfoma MALT é um linfoma de baixo grau extranodal, originario de linfécitos B na
zona marginal do MALT. Relativamente raro, é responsavel por 1% a 6% de todas as neoplasias
gastricas e 20% a 40% dos linfomas extranodais. Sob condicdes fisiologicas, a mucosa do
estbmago ndo contém tecidos linfoides, contudo, a infecgdo crbnica por H. pylori induz a
formacdo de MALT na mucosa gastrica como resultado de estimulos persistentes com antigenos
de H. pylori. A infeccdo por H. pylori esta implicada em cerca de 90% dos linfomas MALT
gastricos e, portanto, a erradicacdo do patdgeno constitui o tratamento de primeira linha para o
linfoma MALT gastrico por H. pylori (+) (ESPINOZA et al., 2018; HATAKEYAMA, 2019).

Assim, o controle desta bactéria auxilia no tratamento e na prevencao dessas doencas
gastroduodenais.

2.2.4. Terapias medicamentosas utilizadas para a erradicacéo do H. pylori

Os regimes convencionais de terapia para erradiacdo do H. pylori sdo baseados em
antibioticos como amoxicilina, claritromicina, tetraciclina, metronidazol, bem como com
auxilo de outros medicamentos, como inibidores da bomba de prétons (IBP) e sais de bismuto
(OLEKHNOVICH et al., 2019).

A terapia anti-H. pylori varia de acordo com a regido analisada. Em locais onde ha baixa
resisténcia a claritromicina, recomenda-se a utilizacao da terapia tripla classica, a qual consiste

em uma combinagéo de um IBP, claritromicina e amoxicilina ou metronidazol como alternativa
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para pacientes alérgicos a penicilinas. Em areas com alta resisténcia a claritromicina, a terapia
quadrupla é uma das alternativas. A terapia quadrupla pode ser classificada como terapia tripla
classica com metronidazol ou nao-bismuto (IBP, amoxicilina, claritromicina e metronidazol),
terapia quadrupla classica ou bismuto (IBP, bismuto, metronidazol e tetraciclina) e terapia tripla
de segunda linha com a adi¢do de bismuto (IBP, amoxicilina, levofloxacina e bismuto)
(CALVET, 2018; HUANG et al., 2018).

Em areas onde a resisténcia ao metronidazol ndo é muito significante, ainda é realizado a
substituicdo da claritromicina por metronodazol. Contudo, a dupla resisténcia a claritromicina
e ao metronidazol prejudica a eficécia das terapias ndo-bismuto. A terapia bismuto demonstrou
alta eficécia, apesar da resisténcia ao metronidazol na Europa. Assim, em regifes com alta
resisténcia dupla a claritromicna e ao metronidazol, a terapia bismuto é considerada um
tratamento de escolha (MALFERTHEINER et al., 2017).

Contudo, recentemente foram atualizadas diretrizes de consenso internacional e
nacional sobre o tratamento adequado para H. pylori. Destaca-se a importancia de ter acesso
aos dados locais de resisténcia bacteriana para entdo selecionar o possivel tratamento. Dentre
as diretrizes, solicitam descontinuar a terapia tripla classica em regiGes em que a incidéncia de
resisténcia a claritromicina seja superior a 15% e usar um regime quédruplo, com ou sem
bismuto, com o intuito de obter mais sucesso (SALAR, 2019).

Existem trés regras basicas que, se seguidas, otimizam o tratamento, que sdo: investigacao
de exposi¢Oes anteriores dos pacientes a antibioticos, utilizacdo de altas doses de IBPs e evitar

a repeticdo de regimes terapéuticos que ndo funcionaram no passado (ZAGARI et al., 2018).

2.3. Biofilme

Biofilmes sdo definidos como uma comunidade de microrganismos que aderem a
superficies bioticas ou abidticas atraves de uma matriz extracelular polimérica (MEP)
(polimeros, como polissacarideos, proteinas, DNA extracelular ou acidos nucléicos, secretados
pelas bactérias). A matriz de biofilme que circunda as bactérias as torna tolerantes a condigdes
adversas e resistentes a tratamentos antibacterianos e fortemente resistentes a fagocitose,
dificultando sua erradicacdo (DONLAN, 2002; REN et al., 2018; ROY et al., 2018).

A formacdo do biofilme engloba quatro principais etapas (Figura 2): chegada do
microrganismos ao local de adesdo, adesdo primaria, adesdo irreversivel, maturagdo e

dispersdo. Na etapa de adesdo primaria, as células planctdnicas se aderem a uma determinada
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superficie (bidtica ou abidtica) através de forcas de van der Walls, forgas gravitacionais, forgas
eletrostaticas e interagdes hidrofobicas, sendo esta etapa reversivel. Apds o preriodo de adesdo
primaria, onde é formada a primeira camada de microrganismos, a adesdo de outros
microrganismos é favorecida, ocorrendo assim a adesdo irreversivel, onde as células iniciam a
producgdo de MEP, o qual, aléem de manter as células aderidas umas as outras, Se comporta como
uma membrana protetora a qual permite um ambiente interno diferenciado que possibilita
alteracbes de pH, umidade, temperatura, producdo de toxinas, expressdao dos fatores de
viruléncia e troca de plasmideo, sendo essa aderéncia irreversivel (através de interagdes dipolo-
dipolo e ligagcdes covalentes). Na etapa de maturagéo, a juncdo do crescimento bacteriano com
a producdo de MEP gera a formagdo da camada de biofilme, em questdo de dias. Apds a
formacdo do biofilme maduro, ocorre a fase de dispersao, a qual gera o desprendimento das
células deste biofilme ja formado, os quais podem iniciar a formacdo de um novo biofilme em
superficies adjacentes (DONLAN, 2002; LANGER et al., 2018; RAMOS et al., 2018).

A persisténcia da infec¢do bacteriana e 0 aumento da resisténcia a antibi6ticos podem
ser atribuidos a formacdo de biofilmes. As bactérias incorporadas no biofilme tornam-se
resistentes a medicamentos devido a varios fatores que tornam a terapia antimicrobiana
ineficaz, como a formacdo de MEP. Mesmo um microrganismo altamente sensivel pode
desenvolver uma resisténcia de 1000 vezes quando incorporado em um biofilme. A resisténcia
pode ser devido a ma expressdo de proteinas, ao encapsulamento da matriz de MEP, fatores de
crescimentos diminuidos, diferencas fenotipicas, ativacdo da bomba de efluxo e comunicacgéo
intercelular, assim, busca-se estratégias que podem ajudar a resolver esse problema sério
(VENKATESAN; PERUMAL; DOBLE, 2015).

Figura 2. Representagdo do processo de formagdo de um biofilme microbiano através da
chegada dos microrganismos (1) adesdo primaria (2), adesdo irreversivel (3), maturacdo (4) e
dispersao (5).

Fonte: Autora

Bruna Almeida Furquim de Camargo



29
Revisdo de literatura

2.4. Atividade antibacteriana de metais

Alguns metais cumprem funcées celulares que ndo podem ser atendidas por moléculas
organicas e, portanto, sdo indispensaveis para a bioquimica da vida em todos os organismos. A
capacidade que os metais possuem de perder elétrons, formando espécies carregadas
positivamente e se tornarem solUveis em sistemas bioldgicos os tornam relevantes para
aplicacdes medicinais, possibilitando interacbes com moléculas biologicas, as quais possuem
elétrons. Assim, ha uma propensdo para que essas cargas opostas dos ions metalicos e das
moléculas bioldgicas interajam e se liguem (ADEYEMI; ONWUDIWE, 2018).

A atividade antimicrobiana dos metais pode ser aumentada quando estes sdo
combinados com outros metais, antibioticos ou desinfetantes. Por exemplo, o citrato de bismuto
e o salicilato de bismuto sdo utilizados em conjunto com os antibioticos utilizados na terapia
contra H. pylori (LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

Dentre os metais que apresentam atividade antimicrobiana e possuem um grande

historico de uso na medicina, destaca-se a prata.

2.4.1. Prata (AQ)

Conhecida por apresentar a mais alta refletividade dentre todos os metais, a prata, um
metal de transicdo macio e brilhante, possui muitas propriedades Uteis, dentre elas a atividade
antimicrobiana (SIM et al., 2018).

As propriedades da prata ja vém sendo utilizadas desde os tempos antigos, ha milhares
de anos, quando foi utilizada na preservacgdo de alimentos e producédo de agua. Mesmo quando
ndo eram de conhecimento sobre microrganismos, mas existia o conhecimento sobre
contaminagdes microbianas. Hipdcrates, o pai da medicina, prescreveu preparacdes de prata
contra infecgBes, os romanos, mais tarde, entenderam o uso medicinal do nitrato de prata, e
continuaram sendo utilizados no tratamento de feridas e Ulceras de pele. Mais tarde, surge a
sulfadiazina de prata, a qual é utilizada até hoje no tratamento de infecgdes associadas a
queimaduras (VIMBELA et al., 2017; LEITAO et al., 2018).

Até 0 momento, existem trés mecanismos de acdo conhecidos da prata frente aos
microrganismos, sendo eles: formacdo de poros e perfuracdo da parede celular bacteriana e
reacdo com o componente peptidioglicano; permeacdo na célula bacteriana, com posterior

inibicdo da respiracdo celular e interrupcéo das vias metabdlicas resultando na formacéo de
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espécies reativas de oxigénio e rompimento do DNA e de seu ciclo de replicacdo (SIM et al.,
2018; SOLIMAN; ELSILK, 2018).

Dentre os estados de oxidacao da prata, o estado de oxidacdo +1 ou (1) é 0 mais comum
guando em combinacdo com algum elemento da tabela periddica. Contudo, quando se refere a
complexos, o estado de oxidacdo +2 ou (1) € o mais comum, o qual proporciona geometria
quadrado planar e sdo paramagneticos. Porém, os complexos de Ag (1) sdo bastante utilizados,
estes possuem geometria linear e sdo diamagnéticos (SOUZA et al., 2013).

Diante do sucesso da prata com atividade antibacteriana, é consideravel sua utilizacéo
na sintese de novos complexos metalicos, como estratégia para a producao de novos compostos
contra bactérias resistentes (ROCHA et al., 2011).

2.4.2. Tiossemicarbazona

As tiossemicarbazonas constituem uma classe de ligantes de interesse devido suas
propriedades quimicas e bioldgicas, como por exemplo, capacidade de formar compostos de
coordenacao, a qual atribui sua propriedade quelante. Na literatura ha estudos de sua atividade
como agentes antivirais, antitumorais, antifungicos, antimalaricos, antibacterianos, entre outras.
Sua atividade pode ser modulada através do desenho de seus ligantes e no caso de complexos
metalicos, na escolha do metal utilizado (BERALDO, 2004; TENORIO et al., 2005). Nas
ligacGes coordenadas com metais, sua ligacdo pode ser estabelecida tanto pelo dtomo de
enxofre, quanto através do a&tomo de nitrogénio azometinico (C=N) formado durante a reacédo
quimiosseletiva de aldeidos ou cetonas com tiossemicarbazidas. A estrutura basica das
tiossemicarbazonas é indicada na Figura 3 (SINGH; GARG; SINGH, 1978).

Figura 3. Estrutura geral da tiossemicarbazona.
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Fonte: Lobana et al., 2009
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As tiossemicarbazonas sdo classificadas em  mono-tiossemicarbazonas e

bis- tiossemicarbazonas, classificacdo a qual diferencia-as com relagdo aos seus diferentes

substituintes Ry, R2, Rs e R4. Também apresentam-se sob duas formas tautomeéricas: tiona (=S)

e tiol (SH) (Figura 4), a qual direciona 0 modo de ligacdo entre o ligante e o metal

(LOBANA et al., 2009).

Figura 4. Formas tautoméricas das tiossemicarbazonas
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Fonte: Lobana et al., 2009

A quimica de coordenacdo das tiossemicarbazonas foi descoberta em meados dos anos

1960. Suas propriedades bioldgicas sdo constantemente relatas a coordenacdo com ions

metélicos, a qual pode ocorrer através das formas neutra (tiona) ou aniénica. A forma anibnica
é gerada apds a perda de ions hidrogénio N2H (tiona) ou SH (tiol) (Figura 5) (LOBANA et al.,
2009).

Figura 5. Forma anidnica da tiossemicarbazona

5 N1R3Rl1
rd
1 ff R
H\ 2 3/N9H_E\ N2 N=G
R?’C_N N'RRS - C= SH
(tiona) (tiol)
- |-|\4 /H+
1 ) 1/N‘R3‘R“
R 2
N2 wN=Q
C=MNM g
RZ
(anionica)

Fonte: adaptado de Lobana et al., 2009
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2.4.3. Compostos de coordenacao

Compostos de coordenacdo ou complexos metalicos referem-se a um atomo ou ion
metalico (4cido de Lewis) rodeado por um conjunto de ligantes (bases de Lewis). A ligacdo
entre &cido e base de Lewis é definida como coordenada, também conhecida por ligacdo
covalente dativa, sendo o 4&tomo ou ion metélico o recebedor de elétrons, enquanto que, 0s
ligantes, os &tomos doadores de elétrons (MIESSLER; TARR, 2011).

O uso de complexos metalicos na medicina ganhou impasse com o trabalho de Paul
Ehrlich, o qual introduziu os primeiros conceitos de estrutura atividade, atraves do estudo de
complexos de arsénio para o tratamento da sifilis. Contudo, foi Alfred Werner, que desenvolveu
a teoria da ligacdo quimica nos complexos metalicos. A primeira descoberta de complexos
metalicos com atividade biologica foi descrita por Barnett Rosemberg, em 1965, com o
composto (cis[Pt(NHz3)2Cl.]), conhecido por cisplatina. A partir dai, o interesse pela busca de
outros complexos metalicos com atividade farmacoldgica cresceu (BERALDO; GAMBINO,
2004). A complexacdo de moléculas ativas a ion metalicos vem sendo utilizada com a finalidade
de potencializar a atividade antimicrobiana, no controle de infeccdes e a novos antibi6ticos
(GRABCHEV et al., 2016). A coordenacgdo de metais a antibidticos, por exemplo, a tetraciclina
e as sulfas, tem apresentado uma potencializacdo na atividade comparada aos farmacos livres
(ROCHA et al., 2011; APOHAN et al., 2017).

Os compostos de coordenacdo despertam notaveis beneficios em sua utilizacdo nas
ciéncias da satde em virtude da possibilidade de ajustar a atividade antimicrobiana, bem como
outras propriedades desejaveis através da modificacdo do numero e tipo de ligantes
coordenados ao ion metalico (SILVER, 2003; ISAB et al., 2010; ALTAF et al., 2013;
SULLIVAN et al., 2014).

A interacdo entre os ions metalicos (cations) e a maioria das moléculas bioldgicas, como
proteinas e DNA (anions), se d& através da atracdo de suas cargas opostas dentro dos sistemas
bioldgicos. A vista disso, a coordenacio de ions metéalicos apresenta-se como uma alternativa
na reversdo da resisténcia aos antibidticos, como também um mecanismo para 0
desenvolvimento de novos farmacos (GRABCHEYV et al., 2016). Porém, o uso de compostos
de coordenacdo como farmacos implica algumas preocupacdes, como, por exemplo, sua baixa
solubilidade em &gua (OLIVEIRA et al., 2006).
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2.5. Sistemas nanoestruturados de liberacéo de farmacos

Na area da salde, a nanotecnologia é definida através do emprego de pequenas
estruturas, inferiores a 1000 nanémetros, que sdo planejadas com o intuito de apresentar
propriedades especificas (DIMER et al., 2013). Um exemplo é o uso de sistemas
nanoestruturados, os quais sdo capazes de aprimorar o desempenho biolégico de varios
principios ativos e podem inclusive controlar sua liberacdo direncionando para determinados
tecidos ou Orgdos do organismo, aumentando sua seletividade. A reducdo da dose total
necessaria, a qual também permite uma reducdo dos efeitos colaterias, e o controle de liberacdo
sdo estratégias que tem chamado a aten¢do das industrias e da comunidade cientifica (GRILL
etal., 2009; VENUGOPAL et al., 2009).

A incorporacdo em sistemas de entrega de farmacos a base de nanotecnologia apresenta
um potencial consideravel para o tratamento de doencas infecciosas, o qual tem proporcionado
um aumento na eficiéncia de diversos principios ativos, além da insercao de outras substancias
ativas anteriormente descartadas devido suas propriedades indesejaveis e o aprimoramento de
novas substancias antes que sejam efetivamente lancadas no mercado ou utilizadas na
terapéutica (MAINARDES et al., 2006; BONIFACIO et al., 2014). Tém sido desenvolvidos
novos veiculos com o objetivo ndo s6 de aumentar a seletividade e eficacia de principios ativos,
como, também, reducgdo da dose total necessaria, além de diminuir os efeitos colaterais toxicos
(GRILL et al., 2009; VENUGOPAL et al., 2009).

Para a obtencdo de formulacGes nanotecnoldgicas, a sele¢cdo dos materiais é realizada
de conforme suas propriedades como biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade para
funcionalizacdo de superficie, conjugacdo, complexacdo e encapsulamento (DIMER et al.,
2013).

Dentre os sistemas de liberacdo criados a partir do arranjo de nanoestruturas encontram-
se microemulsdes, lipossomas, nanoemulsGes, micelas, dendrimeros, nanoparticulas lipidicas
solidas e nanoparticulas poliméricas (KHOSA; REDDI; SAHA, 2018).

2.5.1. Nanoparticula polimérica

As nanoparticulas poliméricas (NPs) representam uma area de aplicagéo da tecnologia de
liberacdo controlada que estd em uso clinico ha mais de 25 anos para administracdo local e

sistémica de farmacos. Classificam-se em estruturas nanométricas compreendidas na escala 10
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a 1000 nanémetros, proporcionam propriedades fisico-quimicas que as tornam importantes
sistemas de liberagdo, como tamanho reduzido, grande &area superficial e possibilidade de
diferentes cargas superficial. Neste contexto, as NPs atraem interesse devido suas propriedades
facilmente ajustaveis, como tamanho, composicdo e funcionalizacdo de sua superficie
(MOINARD-CHECOT et al., 2008; TROIANO et al., 2016; RAMOS et al., 2018;
MARKWALTER et al., 2019).

As NPs podem ser de dois tipos, nanocapsulas e nanoesferas, as quais diferem segundo
a composicdo e organizacdo estrutural. As nanocapsulas sdo formadas por um invélucro
polimérico disposto ao redor de um ndcleo, o qual pode ser oleoso ou ndo, podendo o principio
ativo estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Em contrapartida, as
nanoesferas compreende uma matriz polimérica, na qual encontra-se dispersos uniformemente
0s compostos ativos e o polimero, e ndo apresentam Oleo em sua composicdo. Assim,
considerando 0s mecanismos de encapsulamento, as moléculas de principio ativo podem
encontrar-se aprisionadas no interior, dispersas na matriz polimérica ou adsorvidas a superficie
das nanoparticulas conforme ilustrado na Figura 6 (NAGAVARMA et al., 2012).

Figura 6. Classificacdo das nanoparticulas poliméricas de acordo com a organizacao
estrutural, classificada em nanocapsula e nanoesfera e mecanismos de encapsulamento do
principio ativo, por aprisionamento no interior ou adsorcdo na superficie na nanoparticula.

D

Nanocapsula Nanoesfera

Ativo
aprisionado

| |

Ativo adsorvido
na superficie

Fonte: Autora
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As vantagens da aplicacdo de NPs como carreadores de moléculas envolvem a
perspectiva de modulacdo do didmetro e das caracteristicas das NPs, as quais, por possuirem
diametro pequeno, permitem a administracdo intravenosa, além de outras vias, como, oral,
nasal, intraocular e topica. Possuem alta estabilidade no corpo, longa estabilidade de
armazenamento e maior biocompatibilidade e biodegradabilidade. Esses recursos permitem o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de fArmacos com diferentes tempos de degradacéo e
liberacdo controlada, além de ser facil o preparo e boa reprodutibilidade (MOHANRAJ; CHEN,
2006; RAMOS et al., 2018).

Como sistemas de liberacdo de farmacos, apresentam interesse significativo devido a
muitas caracteristicas apresentadas pelos polimeros, como simplicidade de sintese, peso
molecular controlavel, baixo custo, responsabilidade ambiental, além de biocompatibilidade e
biodegradabilidade. NPs devem possuir quantidade suficiente e liberar o principio ativo na dose
ideal. Ja foi demonstrado que os conjugados polimero-droga podem melhorar o tempo de
permanéncia no sangue, além de diminuir os efeitos colaterais (ALEXIS et al., 2008; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012; LI; THAMBI; LEE, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho visou avaliar o potencial anti-bacteriano, especialmente frente ao
Helicobacter pylori de compostos de coordenacéo de prata () ndo incorporados e incorporados

em sistema de liberacdo de farmacos.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos compostos [Ag(PhTSC-HCI)2](NO3)-H20
(1), [Ag(HTSC-HCI)2](NOs)H.0  (2), Ag(PhTSC-HCl):](Cl))H.0 (3) e
[Ag(HTSC-HCI)2](Cl)-H20 (4), [L1 (PhTSC = 2- piridinacarboxaldeido-N(4)-
feniltiossemicarbazona) e L, (HTSC = 2- piridinacarboxaldeido-tiossemicarbazona)]
frente ao Helicobacter pylori ATCC 43504.

e Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos compostos em modelo de bactéria Gram +
e Gram — nas espécies de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC
25922, respectivamente;

e Preparar a formulacdo (nanoparticula polimérica) pela técnica de nanoprecipitagéo, para
incorporacdo dos compostos de coordenacdo de prata (1);

e Caracterizar as nanoparticulas poliméricas pela técnica de dispersdo de luz dindmica,
potencial zeta e microscopia eletronica de transmissao;

¢ Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos compostos incorporados frente as bactérias;

e Avaliar da atividade do composto mais ativo (ndo incorporado e incorporado) sobre a
formacéo do biofilme e biofilmes maduros de H. pylori;

e Determinar o potencial citotdxico do composto mais ativo (ndo incorporado e
incorporado) sobre linhagem celular MRC-5 e J774A.1;

e Determinar o potencial mutagénico do composto mais ativo (ndo incorporado e
incoporado);

e Determinar o potencial toxico do composto mais ativo (ndo incorporado e incorporado)

em modelo alternativo in vivo de Galleria mellonella.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencdo dos compostos de coordenacéo de prata (1)

Os compostos de coordenagdo de prata (I) - [Ag(PhTSC-HCI)2](NO3)-H20 (1),
[Ag(HTSC-HCI);](NOs)-H20 ), [Ag(PhTSC-HCI)2](Cl)-H20 (3) e
[Ag(HTSC-HCI)2](Cl)-H20 (4) foram sintetizados e caracterizados pela doutoranda Débora
Eduarda Soares Silva do grupo do Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto do Departamento
de Quimica Geral e Inorganica do Instituto de Quimica de Araraquara, cujo processo de sintese
esta ilustrado na Figura 7.

Os ligantes L: (PhTSC = 2-piridinacarboxaldeido-N(4)-feniltiossemicarbazona) e
Lo (HTSC = 2-piridinacarboxaldeido-tiossemicarbazona) foram sintetizados sob agitagdo
magnética e prote¢do da luz, em £ 350 rpm, & = 65 °C, durante 4 - 6 horas.

Para a sintese dos compostos utilizou-se acetonitrila como solvente da reacdo. Os
compostos | e Il foram sintetizados com o sal AgNOs e os ligantes L1 e Lo, respectivamente.
Enquanto os compostos 11l e IV com o sal AgCl e L1 e Lo, respectivamente. Os compostos
foram mantidos sob agitacdo magnética, a + 50 °C, = 400 rpm durante 24 horas protegidos da
luz. Apo6s a sintese, os precipitados foram isolados por filtracdo, lavados com éter dietilico e

seco sob vacuo.

Figura 7. Processo de sintese do composto [Ag(PhTSC-HCI)2](NO3)-H20 como
representativo da sintese dos compostos (1), (2), (3) e (4).

Fonte: Autora

4.2. Preparo da formulagéo nanoestruturada

4.2.1. Nanoparticulas polimeéricas — NPs
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A Figura 8 ilustra o processo de obtencdo do sistema polimérico. As NPs foram obtidas
pela técnica de nanoprecipitacdo descrita por Fessi et al (1989), empregando 9 mg do polimero
poli (e-caprolactona) (PCL) e 200 mg dos compostos de coordenacéo (1, 2, 3 e 4), solubilizados
em 5 mL de acetona e levados ao banho de ultrassom, por 10 min. Foram utilizados uma solucéo
de tampdo fosfato pH 7,4 (PBS) (10 mL) e 15 mg de poloxamer 407 (PLX) 0,15% como fase
aquosa. Posteriormente a dissolu¢cdo dos componentes nas duas fases, a fase organica foi
inserida lentamente sob a fase aquosa através de uma pipeta de Pasteur, sob agitacdo e a
suspensdo obtida foi mantida sob agitacdo a = 400 rpm e temperatura ambiente até remocéo
total do solvente organico. O mesmo procedimento foi realizado sem a adicdo do composto,

obtendo-se uma nanoparticula polimérica base (NPB).

Figura 8. Representacdo esquematica do preparo da nanoparticula polimérica incorporada.

Fonte: Autora

4.2.2. Caracterizacao das NPs

4.2.2.1. Disperséo de luz dinamica

O didmetro e a homogeneidade das goticulas foram obtidos pela técnica de correlagédo
de fotons (quase-elastic light scattering). Para isso, utilizou-se o equipamento de disperséo
dindmica de luz (DLS, Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK), o qual
determina pequenas mudangas no didmetro medio das particulas ou pequenas variacdes no

processo de manufatura. Assim, a técnica consiste na emissdo de um feixe de luz sobre uma
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dispersdo coloidal, onde as particulas ou gotas permitem o espalhamento da luz em todas as
direcbes, os quais sdo detectados e enviados a um computador. Entdo é calculado o raio

hidrodinamico das particulas coloidais, pela equacdo de Stokes-Einstei (equacéo 1):

D =KT/6mmRh (equacgéo 1)

onde, D: coeficiente de difusdo das particulas; K: constante de Boltzmann (1,3807 x 10 -23
NmK -1); T: temperatura absoluta (293,15 K); m: 3,141592; n: viscosidade (1,002 x 10 -3 NM
-2 s); Rh: raio hidrodinamico.

As nanoparticulas poliméricas (ndo incoporadas e incorporadas) foram analisadas na
célula eletroforética através do feixe de laser por toda sua extensdo. As amostras foram diluidas
(1:10) usando agua Mili-Q. A temperatura do sistema foi mantida a 25 °C, o comprimento de
onda do laser foi de 532 nm, angulo de deteccdo de 173° e o indice de refracdo conforme o
indice observado para cada amostra analisada. Para cada amostra, 10 determinacfes do
diametro foram realizadas, das goticulas e do indice de polidispersdo (IPD) (n=3), calculando

a média e o desvio padréo.

4.2.2.2. Potencial zeta (PZ)

O PZ foi obtido através da determinacdo da mobilidade eletroforética das nanoparticulas
poliméricas (ndo incorporadas e incorporadas), pela analise da carga elétrica na superficie das
goticulas, utilizando o Zetasizer Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK. As amostras
foram diluidas em &gua ultrapura (1:10) e depois, inseridas na célula eletroforética. Foram
realizadas 3 determinacdes do potencial de superficie para cada amostra, calculando-se a média

e 0 desvio padréo.

4.2.2.3. Estabilidade

A estabilidade das nanoparticulas foi analisada mediante determinacéo do didmetro das
goticulas, IPD e potencial zeta a partir do tempo 0 (zero), medidas durante intervalos de 15 dias,
totalizando 90 dias. Realizou-se 3 leituras para cada amostra, calculando-se a média e o desvio
padréo. Diante do perfil obtido na estabilidade, foi selecionado uma amostra para seguir com

0S ensaios seguintes.
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4.2.2.4. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As amostras [NPB e nanoparticula polimérica incorporada com o composto 1 (NP1)],
diluidas em tampéo PBS pH 7,4 foram colocadas na grade de cobre de 200 mesh e mantidas
em repouso até adsorcdo, sendo o excesso retirado com papel de filtro. Posteriormente, foi
inserido uma gota de uma solugéo a 1% (p/v) de acetato de uranila para contrastacdo negativa.
Apds 2 minutos, o excedente foi retirado e as amostras foram secas a temperatura ambiente.
Utilizou-se um microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM-100CX2 com aceleracédo de
200 kV e aumento de 200.00 vezes (ELOY et al., 2015) O experimento foi realizado no
Laboratdrio Multiusuério de Microscopia Eletronica (LMME), localizado no Departamento de

Biologia Celular e Molecular e Bioagentes da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

4.3. Determinacédo do potencial antibacteriano in vitro

4.3.1. Microrganismos

Foram utilizadas cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923 e Helicobacter pylori ATCC 43504. As cepas foram armazenadas em caldo Mueller
Hinton (CMH) acrescido de 20% de glicerol (E. coli e S. aureus) e CMH + soro fetal bovino
(SFB) a 20% acrescido de 20% de glicerol (H. pylori) a -20 °C. Foram repicadas em Agar
Mueller Hinton (AMH) (E. coli e S. aureus) e Agar Mueller Hinton acrescido a 5% de sangue
de carneiro (AS) (H. pylori) (Figura 9).

As cepas utilizadas nos ensaios bioldgicos sdo provenientes das bacterioteca do
Laboratorio de Fisiologia de Microrganismos, Departamento de Ciéncias Biol6gicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP.
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Figura 9. Cepa de Helicobacter pylori ATCC 43504.

Fonte: Autora

4.3.2. Padronizacdo das suspensdes bacterianas

A partir de uma suspensdo em CMH de 24 horas de incubacdo a 37 °C as bactérias
(E. coli e S. aureus) foram padronizadas na escala 0,5 de McFarland (~ 1,5 x 108 céls/mL) pela
leitura em espectrofotbmetro a 620 nm e em seguida realizado uma diluicdo 1:10 em CMH
obtendo uma suspenséo de 1,5 x 107 céls/mL. Para o H. pylori, colonias isoladas foram obtidas
a partir de uma cultura em AS com 72 horas de incubacédo a 37 °C com 10% de CO e umidade
e adicionadas a CMH + SFB (1:1) até adquirir turvacdo igual a escala 2 de McFarland (~ 6 x
108 UFC/mL), confirmado pela absorbancia em 570 nm, seguido de uma dilui¢o 1:10 em CMH
+ SFB (1:1), obtendo-se uma suspencéo de 6 x 10" UFC/mL.

4.3.3. Determinacéo da concentracao inibitoria minima (CIM)

A CIM foi estabelecida através da técnica de diluicdo em microplacas, conforme a
metodologia descrita na norma M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards Institute (2006)
para as bactérias aerdbicas (E. coli e S. aureus) e adaptado para as fastidiosas (H. pylori)
seguindo suplemento M100-S16 do CLSI (2006), com modificaces (SPOSITO et al., 2019).

Em microplacas de 96 pocos, foram depositados 80 uLL de CMH para E. coli, S. aureus
e 80 uL de CMH acrescido de SFB na proporc¢do de 1:1 para H. pylori. Logo apds foram
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inseridos 100 pL das solugdes dos compostos de coordenagdo solubilizados em 100% de
dimetilsulfoxido (DMSO) (solucdo estoque) e posteriormente diluidos em agua Mili-Q (25%
para E. coli e S. aureus e 12,5% para H. pylori) e a nanoparticula polimérica incorporada com
0s compostos. Realizou-se a diluigdo seriada dos compostos de 1000 a 0,97 ug/mL para as
bactérias E. coli e S. aureus e de 62,5 a 0,48 ug/mL para H. pylori, e das NPs de 100 a 0,78
pug/mL paraE. colie S. aureus e de 25 a 0,19 pg/mL para H. pylori. Posteriormente foi analisado
a atividade de L1 e AgNO3 (500 a 3,90 ng/mL para E. coli e S. aureus e 62,5 a 0,48 pg/mL para
H. pylori). Em seguida, 20 uL das suspensdes dos microrganismos foram distribuidos em cada
orificio das microplacas. Como controles positivos foram utilizados a amoxicilina (AMOX) (5
pg/mL), claritromicina (CLARI) (2,50 pg/mL), tetraciclina (TETRA) (4 pg/mL) e omeprazol
(OMP) (150 pg/mL) para H. pylori e a ampicilina (AMP) a 50 ug/mL para E. coli e a 25 ug/mL
para a S. aureus. Juntamente foram realizados o controle de crescimento, controle do meio de
cultura, controle dos compostos de coordenacdo, controle das nanoparticulas incorporadas e 0
controle negativo [DMSO e nanoparticula polimérica base (NPB)].

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas para E. coli e S. aureus,
e a 37 °C por 72 horas (10% COz e umidade) para H. pylori. O ensaio foi realizado em triplicata.

A Figura 10 demosntra o esquema utilizado das microplacas para o ensaio contra
H. pylori.

Figura 10. Configuracdo da microplaca para o ensaio de microdiluicdo frente as células

plancténicas de H. pylori.
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Apo6s o periodo de incubacéo, a viabilidade bacteriana foi investigada com o uso do
revelador resazurina a 0,01%, adicionando 30 uL em cada pogo da microplaca e incubando até
2 horas a 37 °C para S. aureus e E. coli e até 3 horas a 37 °C — 10% CO- e umidade para
H. pylori (PERICO et al., 2015).

A reducdo da resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) em resorufina se da
devido a relacdo direta com a quantidade/proliferacdo de organismos vivos, sendo o indicador
mais utilizado em condicdes de reducdo em meios de cultura (O’ BRIEN et al., 2000). A Figura

11 apresenta o mecanismo de reducdo da resazurina em resorufina.

Figura 11. Reacdo de reducdo da resazurina.
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Fonte: Autora
4.3.4. Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Com um auxilio de uma haste de madeira esterilizada foi replicado cada pogo da
microplaca para uma placa de AMH para as bactérias E. coli e S. aureus e AS para H. pylori
(Figura 12) antes da adicdo do revelador resazurina. As placas foram incubadas em estufa a 37
°C por 24 horas para E. coli e S. aureus, e a 37 °C por 72 horas (10% CO. e umidade) para H.
pylori. A CBM foi determinada como a menor concentra¢do dos compostos que ndo permitia o
crescimento visivel no meio solido (DE TOLEDO et al., 2016). Os ensaios foram realizados

em triplicata.
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Figura 12. Esquema ilustrativo da placa de AS do ensaio de CBM para H. pylori.

Fonte: Autora

4.4. Ensaio de inibicdo de biofilmes

Baseando-se nos resultados encontrados nos experimentos de determinagéo da CIM e
da estabilidade das nanoparticulas poliméricas, selecionou-se o composto 1 (ndo incorporado e
incorporado na NP) para a determinacéo da atividade tanto em biofilmes formados de H. pylori

como na capacidade em inibir sua formacao.

4.4.1. Inibi¢cdo da formacgéao dos biofilmes

Os biofilmes foram formados segundo as consideracdes propostas por Pierce et al.
(2008) com modificagdes. A partir de um cultivo em AS de 72 horas (37 °C, 10% COz e
umidade), o indculo bacteriano foi preparado e padronizado na escala 4 de McFarland. Em
placas de 96 orificios foram depositadas pérolas de vidro (5 mm) estéreis em cada um dos po¢os
para formacdo do biofilme. Em seguida, 200 uL da suspensao padronizada de H. pylori foi
depositada em cada poco e posteriormente submetido a incubagdo nas mesmas condicdes de
cultivo durante 4 horas, com o intuito de determinar a pré-adesdo do biofilme. Ao final deste
periodo retirou-se o conteldo dos pogos, mantendo as pérolas e 100 puL das amostras
(concentracéo inicial de 20 vezes o CIM para o composto 1 e 60 vezes o CIM para a NP1),
preparadas em 100 puL de CMH + SFB (1:1) foram depositadas em cada poc¢o. Foram realizados
os controles de crescimento, controles positivos (amoxicilina, claritromicina e tetraciclina) na

concentracgéo de 20 vezes o CIM, dos solventes (DMSO e NPB) e esterilidade (meio de cultura,
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amostras e solventes). As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C (10% COze
umidade).

Apdbs o tempo de incubacdo, o contetdo foi completamente removido (mantendo a
pérola) e cuidadosamente lavado com solucdo salina 0.9% estéril e 200 pL de 2,3-bis (2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -5- [carbonilo (fenilamino)]-2H-tetrazolio-hidréxido (XTT®) foi
adicionado e incubado por 3 horas nas mesma condi¢Oes descritas anteriormente para
determinar a viabilidade celular através do ensaio de reducédo do XTT tetrazolico (incolor) por
enzimas da cadeia respiratoria presentes no citoplasma para XTT formazan (alaranjado) (Figura
13) (Xu et al., 2016). Assim, nos pogos que tiveram viabilidade celular, a coloracéo laranja foi
adquirida. Apdés o periodo de revelagio com o XTT foram realizadas leituras

espectrofotométricas a 490 nm, para calculo da % de atividade metabdlica.

Figura 13. Reacdo de redugédo do XTT.
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Fonte: Autora

O mesmo procedimento de pré-adesdo de 4 horas foi realizado, com a renovacgédo do
meio em diferentes tempos (24 e 36 horas). Foram adicionadas as amostras e incubadas a 24
horas, nas mesmas condicdes descritas, para a determinacédo da viabilidade celular em diferentes

tempos de formacéo do biofilme. A Figura 14 mostra o esquema representativo do ensaio.
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Figura 14. Representacéo esquematica do ensaio inibicdo da formacéo de biofilme
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4.4.2. Inibicéo de biofilmes maduros

Para a formac&o dos biofilmes maduros foi empregada a mesma técnica descrita no item
4.4.1., entretanto, ap6s o periodo de pré-adesdo de 4 horas, retirou-se o contetdo dos pocos,
mantendo as pérolas de vidro, 200 pL de meio de cultura foram adicionados e incubados 24
horas. Ap6s 24 horas, 0 meio de cultura foi removido e substituido por um novo meio,
incubando por mais 24 horas (periodo de 24 horas).

Passadas as 24 horas, o conteudo foi retirado e os pogos contendo as pérolas foram
lavados com 200 pL de solugdo salina 0,9% esteril, renovando o meio de cultura para mais 24
horas de incubacéo (periodo de 48 horas). O mesmo procedimento foi repetido no periodo de
72 horas. Sucessivamente a lavagem de 72 horas, adicionou-se as amostras e as microplacas
incubadas nas mesmas condic¢des descritas anteriormente. Posteriormente o periodo de contato
das amostras com os biofilmes maduros, as mesmas foram removidas e o biofilme foi lavado

com solug&o salina 0,9% estéril. Por fim, a viabilidade dos biofilmes foi analisada pela atividade
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metabdlica no ensaio de reducdo do XTT, descrito anteriormente (SPOSITO et al., 2019). A
Figura 15 mostra o esquema representativo do ensaio.

Figura 15. Representacdo esquematica do ensaio inibigcdo de biofilmes maduros
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4.5. Determinacdo do potencial citotoxico

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Micobacteriologia (Departamento de
Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP), com a orientacdo da aluna de doutorado
Débora Leite Campos, sob superviséo do Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan. A metodologia foi
realizada conforme recomendado por Pavan et al. (2010).

As linhagens celulares MRC-5 (fibroblatos pulmonares ATCC CCL-171) e J774A.1
(macrofagos de camundongos ATCC TIB-67) foram utilizadas na determinagdo da
citotoxicidade (ICsp). Até 0 momento do uso, as linhagens foram mantidas congeladas em

freezer a -80 °C em tubos criogénicos (aliquota) contendo SFB (Vitrocell®) e 5% de DMSO.
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As células foram descongeladas e posteriormente cultivadas em garrafas de cultura de 12,50
cm? contendo 6 mL de meio de cultura DMEM (Vitrocell®) ou RPMI (Vitrocell®),
retrospectivamente, enriquecidos com 10% de SFB, sulfato de gentamicina (50 mg/L) e
anfotericina B (2 mg/L), e incubadas a 37 °C com 5% de CO; até atingir a confluéncia celular.
Logo ap0s esse periodo, as células foram ressuspensas utilizando uma solucéo de tripsina (4
minutos a 37 °C com 5% de CO2) para MRC-5 e um scraper para J774 e, posteriormente,
submetidas a centrifugacdo a 1.500 rpm por 5 minutos. Retirou-se o sobrenadante,
ressuspendendo o sedimento celular com 2 mL de meio de cultura e entdo transferido para uma
garrafa de 75,00 cm? com adequagdo do volume de meio de cultura. Apds 48 horas de aderéncia
e confluéncia celular, o procedimento de coleta e centrifugacgéo foi realizado e a contagem das
células/mL foi realizada na cAmara de Neubauer, sendo ajustado para 2,50 x 10° células/mL e
1 x 108 células/mL em meio DMEM para MRC-5 e RPMI para J774, respectivamente. Dessa
suspensdo, foram colocados 100 pL em cada pogo de uma microplaca de 96 orificios e
incubadas a 37 °C (5% de COy) por 24 horas para permitir a aderéncia celular a microplaca. O
meio foi removido e as amostras a serem testadas, previamente diluidas nas concentractes de
200 a 0,39 pg/mL para as amostras (1, L1, AgNOs e NP1), 50 a 0,19 pg/mL para os antibioticos
(AMOX, CLARI, TETRA) e os controles da nanoparticula base (NPB, Tensoativo (PLX) e
polimero (PCL) analisados em porcentagem de volume, foram adicionadas aos pogos (100 pL)
e incubadas por 24 horas. Foi determinada a citotoxicidade através da adicdo de 50 pL do
revelador resazurina (0,01%) e realizacdo da leitura ap6s 4 horas de incubacdo. A leitura foi
efetuada no leitor de microplacas Cytation (Biotek®), empregando filtros de excitacdo e emisso
nos comprimentos de ondas de 530 e 590 nm respectivamente. A citotoxicidade (ICso) foi
estabelecida como a menor concentracdo das amostras que permite a viabilidade de nao mais
que 50% das células. Como controle, o 1Cso do solvente utilizado para a amostra livre (DMSO)
e incorporada (NPB), bem como seus constituintes (PLX e PCL), também foram determinados

em todos os ensaios realizados em triplicata.

4.6. Avaliacao do potencial mutagénico

A mutagenicidade do composto 1 (ndo incorporado e incorporado) foi avaliada pela
metodologia de pré-incubacdo, elaborada por Maron e Ames (1983), utilizando linhagens de
Salmonella typhimurium TA97a, TA98, TA100 e TA102 que apresentam mutacao no gene hisD
(hisD3052) (MARON; AMES, 1983). Os experimentos foram executados com e sem ativacao
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metabdlica e com cinco diferentes concentra¢fes das amostras avaliadas (0,62 — 5 pg/placa)
para todas as linhagens, no laboratério de Mutagénese da Universidade de Araraquara
(UNIARA), sob coordenacéo da Profa Dra Flavia Aparecida Resende Nogueira.

O in6culo bacteriano foi preparado em caldo nutriente (Oxoid n° 2) e incubado a 37 °C,
por 14-16 horas, em shaker incubador (37 °C — 100 rpm), para a obtencdo de uma densidade de
1-2 x10° bactérias/mL.

As concentracdes do complexo livre e incorporado foram adicionados 0,5 mL de 0,2 M
de tampao fosfato ou 0,5 mL de 4% de mistura S9 e 0,1 mL de cultura de bactérias, seguido de
incubagéo a 37 °C por 20 - 30 minutos.

Nos ensaios com metabolizacdo, foi empregada a fracdo microssomal S9
homogeneizada de figado de rato Sprague Dawley (fracdo pos-mitocondrial, suplementada com
um cofator, a qual foi constituida a partir de figado de roedores expostos a agentes indutores de
enzimas, aroclor 1254- 500 mg/kg) obtida da MOLTOX-Molecular Toxicology, Inc. USA. E
possivel demonstrar se a substancia ou amostra é mutagénica em sua conformacéo original ou
precisa ser metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica através da fracdo S9. O sistema
de ativacdo metabdlica consiste de 4% de fracdo S9, 1% de 0,4 M de cloreto de magnésio, 1%
de 1,65 M de cloreto de potéssio, 0,5% de 1 M de glicose-6-fosfato e 4 % de 0,1 M de b-
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 0,1 M, além de 50% de 0,2 M de tampdo fosfato
pH 7,4 e 39,5% de agua destilada estéril.

Apbs o periodo de incubacdo, foi adicionado 2 mL de agar de superficie (top-agar)
contendo uma solucdo de L-histidina e D-biotina 0,05 mM na propor¢do de 10/100mL em cada
tudo. Cada tubo foi homogeneizado plagueado em &gar minimo glicosado. Depois de
solidificado o top &gar, as placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C. Transcorrido o tempo,
contou-se manualmente o nimero de coldnias revertentes por placa.

Como controle positivo foram utilizados agentes mutagénicos padrdes para
confirmacdo das propriedades de reversdo e especificidade de cada cepa analisada. Para 0s
experimentos sem a fracdo S9 foram utilizados 4- nitro-o-fenilenodiamina (10 pg/placa) para
TA97a e TA98, azida sodica (1,25 pg/placa) para TA100 e mitomicina C (0,5 pg/placa) para
TA102, enquanto nos experimentos com ativacdo metabolica utilizou-se 2-antramine (1,25
pg/placa) para TA97a, TA98 e TA100 e 2-aminofluoreno (10 pg/placa), para TA102. Além do
controle negativo (DMSO), controle espontaneo (crescimento bacteriano sem tratamento),
controle da base (NPB), controle do Sal (AgNO3) e do ligante (L1). Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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A andlise estatistica foi realizada através do programa Salanal (U.S.Environmental
Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las Vegas, NV, versdo 1.0, do Research
Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, EUA), adotando o modelo de Bernstein et al.
(1982). Utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), seguido de uma regressao linear para
avaliar os dados (revertentes/placa). O indice de mutagenicidade (IM) foi deliberado para cada
concentracéo testada, conforme demonstrado na seguinte formula (equacéo 2)

IM = Numero de revertentes/placa com o composto-teste (revertentes induzidas) (equacéo 2)

Numero de revertentes/placa com o controle (solvente) negativo

Para ser mutagénica a amostra precisar apresentar uma relagdo dose resposta entre as
concentragoes testadas e o nimero de revertentes induzidos e/ou quando o IM maior ou igual

a dois em ao menos uma das doses testadas (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

4.7. Avaliacao do potencial toxico agudo em Galleria mellonella

O ensaio de determinagdo da toxicidade aguda foi realizado em colaboragédo com o
Laboratorio de Pesquisa em Patogenicidade e Sinalizacdo Quimica Bacteriana com orientacédo
da aluna de doutorado Tamara Renata Machado Ribeiro sob supervisao do Prof. Dr. Cristiano
Gallina Moreira. O ensaio foi realizado empregando larvas da espécie Galleria mellonella de
acordo com as consideracdes de Allegra et al., (2018) com modificacdes. O experimento foi
composto por grupos experimentais de 10 larvas (n=10). As larvas (0,25 a 0,30 g) foram matidas
no escuro a 27 °C. As amostras foram injetadas (10 pL) no ultimo proleg usando uma seringa
Hamilton Microliter ™. Apds a injegdo, as larvas foram mantidas no escuro a temperatura
ambiente e analisadas em 24, 48 e 72 horas. A morte foi considerada quando ndo houve reagéo
apos estimulacéo fisica, melanizacdo e/ou perda total de mobilidade. Para o composto 1, foram
analisadas concentracdes de 5, 10, 100, 150, 200, 250 e 300 mg/kg, seguidas de controle de
solvente nas mesmas concentracfes. Se a dose tdxica fosse superior a 300, 0 experimento iria
continuar até que a concentragdo letal fosse estabelecida (dose maxima = 2000 mg/kg). A NP1
foi analisada na dose maxima preparada (8 mg/kg) e na sua base (NPB). Foi realizado um
controle do trauma (a agulha foi introduzida no proleg sem composto). Para cada grupo foram

utilizadas 10 larvas. Todos os experimentos foram realizados pelo menos trés vezes.
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4.8. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado nos ensaios de Estabilidade, Biofilme maduro e
Citotoxidade a andlise de variancia ANOVA one-way e como poés teste Dunnett. No ensaio de
formacdo de biofilme, utilizou a anélise de variancia ANOVA one-way seguida por pds teste

Tukey. Considerou-se p<0,05 com o software Graph Pad Prism 5.
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5. RESULTADOS

5.1 Obtencéao dos compostos de coordenacéo de prata (1)

Para a sintese dos compostos de coordenacdo de prata foi utilizado como ligante a
tiossemicarbazona (TSC) sintetizada a partir do aldeido 2- piridina-carboxaldeido.
A tiossemicarbazona utilizada nos compostos em questdo € uma mono-tiossemicarbazona,
obtida a partir de um aldeido. Diante dos dados de caracterizacdo (ndo mostrados) 0s compostos
estdo na forma predominante tiona e devido ha ndo formacdo de monocristais dos compostos e
dos dados espectrométricos, sugere-se que a estrutura dos compostos é a representada na Figura
16.

Figura 16. Estruturas quimica dos compostos de coordenacédo de prata (1).
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Sendo assim, obteve-se 4 compostos: [Ag(PhTSC-HCI)2](NO3z)-H20 (1),
[Ag(HTSC-HCI)2](NO3)-H20(2), [Ag(PhTSC-HCI)2](Cl)-H20 (3) e
[Ag(HTSC-HCI)2](C1)-H20(4), os quais possuem, além do atomo de hidrogénio, um grupo
heterociclico no carbono C». Os substituintes em Ni difererem para os compostos 1 e 3 (R=
CsHs) dos compostos 2 e 4 (R=H).
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Estes quatro compostos foram sintetizados e caracterizados pela doutoranda Débora
Eduarda Soares Silva do grupo do Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto do Departamento

de Quimica Geral e Inorganica do Instituto de Quimica de Araraquara.

5.2. Preparo da formulagio nanoestruturada

5.2.1. Nanoparticulas poliméricas — NPs

As nanoparticulas poliméricas (Figura 17) foram preparadas pela técnica de
nanoprecipitacdo, uma técnica fécil e reprodutivel, que baseia na mistura de uma fase orgénica
(polimero e solvente) em outra fase aquosa. Com o contato das duas fases, ocorre a difuséo da
fase organica para a aquosa, e assim, levando cadeias poliméricas dissolvidas, as quais, sob
condicdo de supersaturacdo, se agregam e formam as nanoparticulas (GALINDO-
RODRIGUEZ et al., 2004). O tempo de preparo variou de 6 a 8 horas, variando conforme cada
amostra, bem como a temperatura ambiente.

Os compostos de coordenacdo de prata (I) 1, 2, 3 e 4 foram incorporados na

nanoparticula polimérica originando as amostras: NP1, NP2, NP3 e NP4, respectivamente.

Figura 17. Nanoparticula polimérica base (A) e nanoparticulas poliméricas incorporadas
(NP1(B), NP2 (C), NP3 (D) e NP4(E)).

Fonte: Autora
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5.2.2. Caracterizacgdo das NPs

A Tabela 1 apresenta os valores das médias e desvio padrdo dos tamanhos das particulas,
indice de Polidispersédo (IPD) e Potencial Zeta (PZ) da NPB e das NPs incorporadas.

Tabela 1. Média e desvio-padrdo dos diametros das particulas, IPD e Potencial Zeta da
nanoparticula base (NPB) e das nanoparticulas incorporadas (NP1, NP2, NP3 e NP4).

Amostras Tamanho das particulas (nm) IPD PZ (mV)
NPB 155,10 + 3,60 0,093 £ 0,028 -2,83+£0,414
NP1 161,90 + 1,80 0,132 £ 0,019 -0,16 £ 0,045
NP2 180,00 + 1,13 0,244 £ 0,055 -1,26 + 0,162
NP3 174,80+ 1,10 0,266 + 0,032 -1,57+£0,321
NP4 169,10 + 2,47 0,192 + 0,037 -3,17+£ 0,359

nm= nandmetro; mV: milivolts

5.2.2.1. Disperséo de luz dinamica

Conforme demonstrado na Tabela 1, o didmetro das particulas da NPB foi 155,10 nm
com um desvio padrdo de + 3,60 e apds a incorporacdo dos compostos, houve uma pequena
variagdo nos tamanhos, indicando que provavelmente ocorreu a incorporagdo dos mesmos nas
nanoparticulas. Os valores alcangados estdo dentro da faixa de referéncia relatada na literatura,
entre 10 e 1000 nm (MOINARD-CHECOT et al., 2008).

O IPD, um parametro empregado para associacdo da distribuicdo de tamanho das
particulas, apresentou valores inferiores a 0,3, o qual indica a presenca de populacBes
monodispersas de particulas, evidenciando assim que as amostras apresentaram certa
homogeneidade. Ainda é possivel afirmar que as NP1 e NP4 sdo mais homogéneas comparadas
as demais, devido seus valores de IPD menores (MARCANO et al., 2018).

5.2.2.2. Potencial Zeta (PZ2)

Os valores de PZ obtidos das NPs pela observacdo da mobilidade eletroforética das
goticulas submetidas a um campo elétrico € apresentado na Tabela 1. O potencial zeta é um
parametro que depende dos constituintes do sistema, podendo ser influenciado pelas mudancas

na area da particula com o meio dispersante, em funcdo da adsorcdo de espécies ibnicas
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presentes no meio ou da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula
(SCHAFFAZICK et al, 2003).

As NPs apresentaram um potencial zeta entre — 3,17 mV e — 0,16 mV, sendo que a
carga negativa presente no sistema pode ser devido a presenca de grupos carboxilas terminais
ionizaveis do polimero (PCL) (MARCANO et al., 2018).

5.2.2.3. Estabilidade

Realizou-se as analises de tamanho de particulas, IPD e PZ das NPs em intervalos de
quinze dias a partir do dia de preparo, totalizando 90 dias, a fim de estabelecer a estabilidade
das formulagcGes. As NPs foram armazenadas a £ 5 °C e protegidas da luz, sendo que a analise
foi realizada com as amostras na temperatura ambiente. A Figura 18 apresenta os dados obtidos,
0s quais, em conjunto com a CIM apresentadas pelas NPs, possibilitou a escolha da NP

incorporada para realizacdo da MET e dos ensaios bioldgicos.
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Figura 18. Andlise do tamanho de particula (A), IPD (B) e Zeta (C) da nanoparticula polimérica
base (NPB) e das nanoparticulas poliméricas incorporadas (NP1, NP2, NP3 e NP4), analisadas
a cada 15 dias, durante 90 dias.
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Os valores sdo apresentados como média e desvio-padréo.

(*) p < 0,05 avaliado pela analise de variancia ANOVA one-way seguida por pos teste
Dunnett, sendo (*) fracamente, (**) moderadamente e (***) fortemente significativo.
Fonte: Autora
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Na analise da estabilidade da NPB, n&o foi verificada diferenca estatistica nas leituras
entre o dia 0 e 90 no tamanho das particulas (p > 0,05) e PDI (p > 0,05), enquanto para a
comparacdo do PZ, a leitura do dia 75 apresentou uma pequena diferenca estatistica comparada
com o dia 0 (p <0,05).

No tamanho da NP1 foi verificada diferenca estatistica pequena apenas no ultimo dia de
leitura, enquanto o PDI apresentou uma diferenca estatistica significativa na leitura do dia 30 e
uma diferenca menor no dia 90, comparadas com o dia 0, porém, tais valores encontram dentro
do valor preconizado, inferior a 0,3 (MARCANO et al., 2018). As leituras dos dias 15, 45, 60
e 75 ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados com o dia 0. Os valores de PZ
da NP1 demonstraram que houve diferenca no dia 15 com o dia O e diferenga significativa nos
dias 75 e 90 comparados com o dia 0, porém ndo houve diferencas nas leituras dos dias 30,45
e 60.

Na anélise estatistica da NP2, foi verificada diferenca estatistica do tamanho nos dias
15, 45 e 60, enquanto os dias 30, 75 e 90 ndo apresentaram diferencga, comparados com o dia 0.
Os valores de PDI da NP2 ndo apresentaram diferenca estatistica dentre todos os dias de
leituras. Todos os dias apresentaram diferenca estatistica na analise do PZ, sendo os dias 15,
30, 75 e 90 mais significativa a diferenca que nos dias 45 e 60, comparados com o dia O.

Para a NP3, a diferenca estatistica no tamanho foi apresentada a partir do dia 45 até o
dia 90, visto que as duas primeiras leituras ndo apresentaram diferengas, comparados com o dia
0. Na analise do PDI, a leitura do dia 15 ndo apresentou diferenca estatistica comparado com o
dia 0, ao passo que as demais leituras (30, 45, 60, 75 e 90), apresentaram diferencas
significativas. Os valores de PZ demontram uma variacao de significancia na analise estatistica
entre todos os dias de analise comparados com o dia 0.

Na anélise da NP4, foi demonstrado que houve uma pequena diferenca estatistica no
tamanho das particulas nos dias 15, 30, 60, 75 e 90 comparados com o dia 0. A leitura do dia
45 ndo apresentou diferenca estatitica. Para os valores de PDI, a diferenca também foi pequena,
sendo apresentadas apenas nos dias 15, 75 e 90 (os dias 30, 45 e 60 ndo apresentaram diferenca
estatisticas) comparados com o dia 0. Enquanto para o PZ, as diferencas estatisticas
apresentadas foram significativas, porém apresentadas apenas nos dias 15, 45, 60 e 75, visto
que os dias 30 e 90 ndo apresentaram diferencas estatisticas, comparados com o dia O.

Todas as amostras mantiveram os valores de tamanho de particula dentro do
preconizado, entre 100 e 300 nm, durante os 90 dias de analise (SCHAFFAZICK et al., 2002).
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Diante dos valores de IPD, pode-se constatar que as amostras NP3 e NP4, apresentaram
um aumento em seus valores, ultrapassando 0,3 (MARCANO et al., 2018), indicando a ndo
homogeneidade do sistema a partir do dia 30 e 15, respectivamente.

Segundo os valores adquiridos da estabilidade do PZ, pode-se observar que, seguido da
NPB, que apresentou menor difereca estatistica entre os dias de leituras, a NP1 apresenta uma
menor diferenca estatistica comparada com as demais amostras.

A partir dos resultados obtidos da estabilidade das nanoparticulas foi possivel proceder
com a escolha de uma amostra incorporada, a qual, juntamente com os valores de CIM,
apresentasse o melhor conjunto de resultados. Foi selecionada a NP1 devido aos valores de
tamanho de particula e IPD estarem mais proximos a base (NPB) e diante dos resultados
adquiridos de CIM para H. pylori, realizado paralelamente. Assim, pode-se eliminar a NP3 e
NP4, com base nos valores de IPD coletados durante as analises, indicando uma possivel
instabilidade do sistema. A NP2 apresentou resultados favoraveis para todas as analises, porém,
quando comparado a CIM, o valor obtido foi superior a CIM da NP1. Sendo assim, a NP1 foi
escolhida dentre as demais incorporadas para os testes futuros por apresentar valor de CIM
baixo, além de apresentar uma melhor estabilidade durante os 90 dias analisados, a qual é

favoravel pensando-se que para H. pylori, o tratamento é longo.

5.2.2.4. Microscopia eletronica de transmissédo (MET)

A Figura 19 apresenta as fotomicrografias obtidas por MET da NPB e da NP1. As

imagens estdo sob aumento de 200.00 X.

Figura 19. Fotomicrografias obtidas por MET da NPB(A) e NP1(B) sob aumento de 200.00x.

Fonte: Autora
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As fotomicrografias apresentadas acima mostram particulas bem definidas com forma
esférica e os didmetros observados sdo condizentes com os padrdes estabelecidos e com 0s
dados obtidos na analise de espalhamento de luz, confirmando a formacdo das nanoparticulas

poliméricas.

5.3. Determinacéo do potencial antibacteriano in vitro

5.3.1. Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

A avaliagdo do potencial antibacteriano das amostras foi realizado pelo método de
microdiluicdo. A Tabela 2 apresenta os valores de CIM dos compostos de coordenacao de prata
(1) ndo incorporados e incorporados no sistema de liberacdo de farmacos contra as cepas de

S. aureus, E. coli e H. pylori.

Tabela 2. Concentragéo Inibitéria Minima dos compostos (ug/mL) (1, 2, 3 e 4), incorporados
(ug/mL) (NP1, NP2, NP3 e NP4) e DMSO (%) sobre as cepas de S. aureus, E. coli e H. pylori.

CIM
Amostra S. aureus E. coli H. pylori
L1 125 250 0,24
AgNOs3 <3,90 <3,90 7,81
1 15,62 SI 3,90
2 15,62 7,81 7,81
3 31,25 250 3,90
4 15,62 3,90 7,81
NP1 6,25 >100 0,78
NP2 6,25 >100 12,5
NP3 1,56 >100 0,39
NP4 3,12 12,5 6,25
NPB SI SI Sl
DMSO 25 25 SI
AMP 0,15 6,25 -
AMOX - - 0,078
CLARI - - 0,019
TETRA - - 0,5
OMP - - 1,17

CIM: concentragdo inibitdria minima; AMP: ampicilina; AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina;
TETRA: tetraciclina; OMP: omeprazol; SlI: sem inibi¢do; - : ndo aplicével.

Os resultados obtidos possibilitam concluir que os quatros compostos ndo incorporados
(1, 2, 3 e 4) apresentaram atividade antibacteriana contra todas as cepas testadas, com excecao

do composto 1 frente a E. coli, aléem dos compostos apresentarem uma maior seletetividade
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frente ao H. pylori. Nota-se que Liapresenta valor de CIM inferior aos compostos, porém a
sua utilizacdo livre ndo é viavel devido sua insolubilidade (apenas soluvel em 100% DMSO).
Com o intuito de melhorar sua solubilidade, incorporou-se os compostos de coordenacao em
uma nanoparticula polimérica. Para 0 S. aureus, a incorporagao no sistema potencializou a acdo
antibacriana. Os compostos 1 e 2 apresentaram CIM de 15,62 pg/mL e quando incorporados
apresentaram uma CIM de 6,25 pg/mL, uma potencializacdo em aproximadamente 3 vezes. J&
0 composto 3, que apresentou uma CIM de 31,25 pg/mL, obteve uma potencializacao de 20
vezes apds a incorporacdo, resultando em uma CIM de 1,56 pg/mL. Valor promissor também
foi encontrado para o composto 4, que de uma CIM de 15,62 pg/mL foi para 3,12 pg/mL,
potencializando em 5 vezes sua acdo. Em relacdo ao H. pylori, os compostos 1 e 3 chamam a
atencdo, com uma potencializacdo na acdo de 5 e 10 vezes respectivamente, enquando o
composto 1 melhorou sua agdo de 3,90 ug/mL para 0,78 pg/mL, 0 composto 3, com mesma
acdo, apds incorporado, obeteve uma CIM de 0,39 pg/mL. O composto 4 teve uma pequena
melhora em sua acdo apds a incorporagdo, porém ndo muito significante, e apenas 0 composto
2 apresentou uma CIM mais alta comparada ao composto livre, indicando um possivel
aprisionamento da amostra no sistema, ou mesmo uma possivel liberacdo mais lenta do mesmo.
Para E. coli, os compostos 1, 2 e 3 quando incorporados ndo apresentaram atividade na
concentracdo testada, enquando apenas 0 composto 4 apresentou atividade apds incoporado,
porém, inferior ao composto livre. Adicionalmente verificou-se que a base do sistema (NPB)
ndo possui atividade antibacteriana, o que comprova que a utilizacdo deste sistema foi eficaz

em potencializar a atividade biolégica dos compostos.

5.3.2. Determinacéo da concentracdo bactericida minima (CBM)

A Tabela 3 apresenta os valores de CBM dos compostos de coordenagdo de prata (1)
ndo incorporados e incorporados no sistema de liberacdo de farmacos contra as cepas de

S. aureus, E. coli e H. pylori.
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Tabela 3. Concentracdo Bactericida Minima dos compostos (ug/mL) (1, 2, 3 e 4), incorporados
(ug/mL) (NP1, NP2, NP3 e NP4) e DMSO (%) sobre as cepas de S. aureus, E. coli e H. pylori.

Amostras

CBM (pg/mL)

S. aureus E. coli H. pylori
L1 >500 >500 0,97
AgNO; >500 >500 >7.81
1 1000 1000 781
2 62,5 7,81 15,62
3 1000 500 781
4 62,5 31,25 15,62
NP1 >100 >100 1,56
NP2 100 >100 12,5
NP3 50 >100 0,78
NP4 50 100 12,5
NPB Sl Sl SI
DMSO S Sl SI
Ampicilina 0,15 12,5 -
Amoxicilina - - 0,078
Claritromicina - - 0,62
Tetraciclina - >2
Omeprazol >75

CBM= concentracéo inibitoria minima; AMP: ampicilina; AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina;
TETRA: tetraciclina; OMP: omeprazol; Sl= sem inibicéo; - = ndo aplicavel

Conforme apresentado na Tabela 3, as amostras demonstraram perfil bacteriostatico
frente as cepas testadas, pelo fato da CBM ser inferior ao CIM, com excessao do composto 2
que foi bactericida na concentragdo de 7,81 ug/mL frente a E. coli, e da NP2 na concentragdo

de 12,50 pg/mL frente ao H. pylori.

5.4. Ensaio de inibicdo de biofilmes

Para os ensaios de inibicéo de biofilmes, tanto na formag&o quanto no biofilme maduro,

os dados séo apresentados em porcentagem de atividade metabodlica pelo método de reducdo do

XTT. Os tratamentos empregados estdo expressos em concentragdes elevadas multiplicadas

pelo valor de CIM obtido nos ensaios com células planctdnicas de H. pylori.

5.4.1. Inibi¢ao da formacao dos biofilmes

As Figuras 20 e 21 apresentam os resultados obtidos para as amostras contra biofilmes

pré-formados de H. pylori, analisando diferentes tempos de formagéo (4, 24 e 36 horas).
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Figura 20. Atividade metabolica de biofilmes pré-formados por H. pylori, apos o tratamento
com o composto 1 (A) e NP1 (B), analisados nos tempos de 4, 24 e 36 horas de formacéo.
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Os valores sdo apresentados como média e desvio-padrdo. Al: composto de coordenagdo de prata 1; NP1:
nanoparticula polimérica incorporada com Al. CC: controle de crescimento.

(*) p < 0,05 avaliado pela anlise de variancia ANOV A one-way seguida por pos teste Tukey, onde (*) diferenca
comparado ao CC, (a) diferenca entre 4h e 36h e (b) diferenca entre 4 e 24 horas.

Fonte: Autora
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Figura 21. Atividade metabolica de biofilmes pré-formados de H. pylori, apds o tratamento
com AMOX (A), CLARI (B) e TETRA (C), analisados nos tempos de 4, 24 e 36 horas de

formacéo.
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Os valores sdo apresentados como média e desvio-padrdo. AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina; TETRA:
tetraciclina. CC: controle de crescimento.
(*) p < 0,05 avaliado pela analise de varidncia ANOVA one-way seguida por pos teste Tukey, onde (*) diferenca
comparado ao CC, (a) diferenca entre 4h e 36h e (b) diferenca entre 4h e 24h.

Fonte: Autora

Conforme apresentado nas Figuras 20 e 21, foi demonstrado que as amostras foram

capazes de inibir a formacéo do biofilme, sendo que o composto 1 apds incoporacao no sistema

(NP1) apresentou uma potencializacdo da acdo, permitindo uma inibi¢do de aproximadamente
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85% na méxima concentragdo analisada (23,40 pg/mL) nos trés tempos analisados, comparado
com o composto 1 que possibilitou uma inibigc&o de aproximadamente 16% no tempo de 4 horas
e 30% nos tempos de 24 e 36 horas com quase o dobro da concentracdo (39 pg/mL). Ademais,
NP1 apresentou um perfil de atividade semelhante diante dos diferentes tempos de formacéo
analisados, ndo apresentando diferengas estatisticas. Quando comparados 0s tempos de
formagé&o do biofilme, o tempo de formacdo de 4 horas ndo difere muito quando comparado a
24 horas, apresentando diferenca estatistica em poucas concentracfes analisadas, contudo,
qguando comparado com o tempo de 36 horas, apresentam uma maior diferenca estatistica.

Sendo assim, foi definido o tempo de 4 horas suficiente para formagéo do biofilme de H. pylori.

5.4.2. Inibicéo de biofilmes maduros

A Figura 22 apresenta os resultados obtidos para as amostras frente a biofilmes maduros

de H. pylori.

Figura 22. Atividade metabolica de biofilmes maduros de H. pylori
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Os valores séo apresentados como média e desvio-padrdo. A: Composto 1; B: Nanoparticula polimérica incorporada com
composto 1; C: Amoxicilina; D: Claritromicina; E: Tetraciclina.
(*) p < 0,05 avaliado pela analise de variancia ANOV A one- way seguida por pos teste Dunnett, sendo (*) fracamente, (**)

moderadamente e (***) fortemente significativo.
Fonte: Autora
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Todos os resultados demonstraram que os tratamentos foram eficazes contra biofilme
maduro de H. pylori. Observa-se ainda, que o composto 1 quando incorporado (NP1)
apresentou uma potencializacdo na acdo, o qual permitiu uma inibicdo de aproximadamente
40% em sua menor concentracao (0,182 pug/mL) comparado com o composto livre que inibiu
apenas 3% em sua menor concentracdo (0,304 ug/mL). O sistema pode ser qualificado como
promissor em potencializar a atividade anti-biofilme, bem como nos ensaios com ceélulas

planctonicas.

5.5. Determinacdo do potencial citotdxico

O composto 1 e a NP1 foram avaliados em relacdo a sua citotoxicidade (ICso) utilizando
as linhagens MRC-5 (fibroblatos pulmonares) e J774A.1 (macrofagos de camundongos), com
os quais foi definida a menor concentracdo das amostras capaz de inibir ao menos 50% das
células. Determinou-se o indice de seletividade (1S) através da razéo do 1Cso pelo Cl1Mgo.

A Tabela 4 apresenta os resultados das determinacdes do 1Cso do composto 1, bem como
dos seus precursores (L1 e AgNO3), do composto 1 incorporado na NP (NP1) juntamente com
a nanoparticula base (NPB) e seus constituintes (PLX e PCL), dos antibidticos utilizados na
terapia contra H. pylori (AMOX, CLARI e TETRA) e DMSO 20% (solvente) e a 50% (controle
positivo). O IS foi estabelecido para as amostras analisadas na Cl1Mag.

Tabela 4. Atividade anti-H. pylori e avaliacdo da citotoxicidade frente as linhagens celulares
MRC-5 e J774A.1 com os respectivos valores de indice de seletividade (IS). Os valores de
ClIMgo e ICsp estdo apresentados em pg/mL, com excegdo para NP, PLX, PCL e DMSO (%).

MRC-5 J774A.1

Amostra ClMgo 1Coo IS 1Coo IS
Al 3,90 7,90 2,02 23,95 6,14
L1 0,24 68,72 286,33 77,19 321,62
AgNO; 7,81 8,10 1,03 12,27 1,57
NP1 0,78 12,02 15,41 17,62 22,58
NPB 0,0 >50 - 37,80 -
PLX - >50 - 38,56 -
PCL - >50 - >50 -
AMOX 0,078 46,24 592,82 31,07 398,33
CLARI 0,019 >50 2.631,57 >50 2.631,57
TETRA 0,5 >50 100 43,93 87,86
DMSO 20% - 7,88 - 7,09 -
DMSO 50% - 5,66 - 5,66 -

ClMgo: concentracdo inibitéria minima; ICso: indice de citotoxicidade; IS: indice de seletividade. MRC-5:
fibroblatos pulmonares; J774A.1: macr6fagos de camundongos; PLX: poloxamer; PCL: poli (e- caprolactona);
AMOX: amoxicilina; CLARI: claritromicina; TETRA: tetraciclina.
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Os resultados obtidos de citotoxicidade frente a linhagem MRC-5, demonstram que o0
composto 1 apresenta maior citotoxicidade (ICso = 7,90 pg/mL) quando comparado com seus
precursores (L1 e AgNOs, 68,72 ug/mL e 8,10 ug/mL, respectivamente). Contudo, apds a
incorporacdo no sistema (NP1), observou-se uma reducdo da toxicidade (ICso = 12,02 pg/mL),
sendo que o sistema (NPB) ndo apresentou toxicidade frente a esta linhagem celular
(ICs0 = >50%).

Para a linhagem J774A.1 pode-se observar menor toxicidade comparada a linhagem
MRC-5, destacando, contudo, que a NPB apresentou relativa toxicidade (ICso = 37,80%) o qual
sugere-se que seja pela presenca do tensoativo (PLX) que também apresentou
ICs0 = 38,56 png/mL frente esta linhagem celular.

A partir da CIMgo e do ICso calculou-se 0 IS (IS = ICs0/CIMg) 0 qual, quando
apresentam valores >10 sdo considerados ndo citotoxicos, sendo mais seletivo para o
microrganismo conforme maior for o valor de IS obtido (ORME et al., 2001; CAMPOS et al.,
2019). Percebe-se que L1 apresentou maior seletividade, em ambas as linhagens, apresentando
proximidade de IS a linhagem J774A.1 quando comparado o IS da AMOX, farmaco padréao
utilizado na terapia do H. pylori (ICsp = 321,62 ug/mL e 1Cso = 398,3 pug/mL, respectivamente)
e maior seletividade frente a TETRA, em ambas linhagens. Contudo, devido a insolubilidade
que L1 apresenta, realizou-se a complexacdo com AgNOs, obtendo o composto 1, mais soltvel.
Contudo, o composto 1 ndo apresentou IS frente as linhagens analisadas. Entretanto, quando
incorporada na nanoparticula polimérica (NP1) obteve-se um IS de 15,41 (MRC-5), cerca de 7
vezes maior e 22,58 (J774A.1), 3 vezes maior ap0s a incorporacao.

As Figuras 23 e 24, apresentam os resultados do potencial citotdxico das amostras
analisadas frente as linhagens MRC-5 (A) e J774A.1 (B) através do perfil metabdlico celular,

indicado pela porcentagem de viabilidade celular.
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Figura 23. Viabilidade das linhagens MRC-5 (A) e J774A.1 (B) tratadas com o composto 1, L1 e AgNOz e DMSO como controle de solvente.
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RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino); CP: controle positivo (DMSO 50%).
(*) p < 0,05 avaliado pela analise de variancia ANOVA one-way seguida por p6s teste Dunnett, sendo (*) fracamente, (**) moderadamente e (***) fortemente significativo.

Fonte: Autora
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Figura 24. Viabilidade das linhagens MRC-5 (A) e J774A.1 ( B) tratadas com com NP1 e NPB, PCL e PLX.
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com 10% de soro fetal bovino); CP: controle positivo (DMSO 50%)

(*) p < 0,05 avaliado pela analise de variancia ANOVA one-way seguida por pos teste Dunnett, sendo (*) fracamente, (**) moderadamente e (***) fortemente significativo. Fonte: Autora
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Conforme mostrado na Figura 23, a amostra AgNOs apresentou citotoxicidade em quase
todas as concentragdes, sendo que, quando analisado frente a J774A.1, a porcentagem de
viabilidade celular € aumentada, ndo apresentando toxicidade nas ultimas quatro concentragdes.
Para L1, sugere-se que a atividade apresentada na sua maior concentragéo (100 pg/mL) frente
as duas linhagens, seja pela presenca ou influéncia do solvente, DMSO, pois 0 mesmo possuli
atividade citotoxica quando analisado separadamente na mesma concentracdo (10%). Quando
L1 e AgNOs sdo complexados formando o composto 1, o perfil de citotoxicidade é mantido,
sendo que frente a MRC-5, ndo apresenta citotoxicidades nas Ultimas trés concentracgdes, e
quando analisado frente a J774A.1, a taxa de viabilidade celular é aumentada, apresentando
citotoxicidade apenas nas trés primeiras concentracgoes.

A Figura 24 apresenta a porcentagem de viabilidade celular do sistema de liberagéo.
Observa-se gque a base, quando analisada frente a linhagem MRC-5, apresenta citotoxicidade
em sua maior concentracao, a qual sugere-se que seja pela presenca ou influéncia do polimero,
visto que o tensoativo ndo apresentou citotoxicidade. Contudo, essa atividade citototoxica da
base pode ndo influenciar, pois apds a incorporacdo, 0 sistema apresenta altas taxas de
citotoxicidade, apresentando diminuicdo na taxa de viabilidade celular em sete das
concentracdes analisadas. Sendo assim, sugere-se que a atividade apresentada por NP1 seja do
composto 1, o qual apresenta perfil de viabilidade semelhante para essa linhagem celular. Em
relacdo a J774A.1, a base também apresentou citotoxicidade, sendo que tanto o polimero
quando o tensoativo apresentaram toxicidade. O perfil da NP1 apresenta-se semelhante ao
apresentado frente a MRC-5, sugerindo que a atividade citotoxica apresentada seja da presenca
do composto 1.

Contudo, quando analisado a concentracdo de NP1 referente a CIM frente ao H. pylori
(0,78 pg/mL) a amostra ndo apresenta citotoxicidade frente as duas linhagens celulares

analisadas.

5.6. Avaliacdo do potencial mutagénico

A Tabela 5 mostra a média de revertentes/placa (M), o desvio padrdo (DP) e o indice de
mutagenicidade (IM) obtidos ap6s as anélises com diferentes concentragdes do composto 1 e
NP1 nas linhagens TA98, TA100, TA97a e TA102 de S. typhimurium, na presenca (+ S9) e
auséncia (-S9) de ativacdo metabolica.
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A amostra é considerada mutagénica quando ha uma relacao de resposta a dose entre as
concentragdes testadas e 0 nimero de reversores induzidos e/ou quando o IM é maior ou igual
a dois em pelo menos uma das doses testadas.

O composto 1 induziu mutagenicidade com indice de mutagenicidade maior que 2 na
cepa TA97a em experimentos com ativacao metabdlica e evidéncia de mutagenicidade na cepa
TA98 também em experimentos com S9. Contudo, 0 mesmo reverteu a toxicidade apresentada
pelo seu precursor, AgNO3z, 0 qual apresentou-se toxico em todas as linhagens testadas sem
ativacdo metabdlica.

Quando incorporado, inibiu a mutagenicidade previamente induzida e ndo foi
mutagénico nas condicles testadas nos experimentos com e sem ativacdo metabdlica, ndo
induzindo aumento no ndmero de col6nias revertentes em relacéo ao controle negativo. Assim,
NP1 obteve taxas de mutagenicade menores que 2 em todas as concentracgdes e cepas utilizadas,

apresentando perfil ndo mutagénico perante o ensaio de Ames.

Bruna Almeida Furquim de Camargo



71
Resultados

Tabela 5. Mutagenicidade apresentada através do nimero revertentes/placa, desvio padréo e indice de mutagenicidade (IM) do composto 1 e NP1
contra S. typhimurium com (+ S9) e sem (- S9) atividade metabolica sobre as linhagens TA98, TA100, TA102 e TA97a.

NUmero de revertentes (M + DP)/placa e IM

TA 98 TA 100 TA 102 TA97a
pg/placa -S9 +39 -39 +S9 -S9 +S9 -S9 +S9
Composto 1
DMSO 18+2 18+4 90+ 14 84 +12 304 + 38 416 + 38 190 £+ 22 81+14
Li(5ug/placa) 19+8(1,09) 29+5(1,61)* 93+11(1,03) 98+8(1,17) 320+ 24 (1,05) 417 +25(1,00) 137 +16 (0,72) 130410 (1,61)*
(5'31‘3%82&) Téxico 22+1(1,19) Téxico 98 +4(1,17) Téxico 381+17(0,92) Téxico 116 + 8 (1,44)
0,62 22+2(1,26) 30+8(1,67)* 111 +20(1,24) 99 +11(1,18) 379+ 30(1,25) 430+ 26(1,03) 202 £27(1,06) 131 +11(1,62)*
1,25 20+3(1,14) 32+10(1,78)* 97+£15(1,08) 101 +18(1,20) 347 +34 (1,14) 398 +13(0,96) 194 +£23(1,02) 124 +34(1,54)*
2,50 19+£2(1,09) 31+3(1,72)* 110+ 13(1,23) 93+8(1,10) 427 + 18 (1,40) 386 +31(0,93) 183 +£19(0,96) 150 +19 (1,86)*
3,75 17+1(0,97) 33+2(1,83)* 90 £ 5 (1,00) 108 £+ 15 (1,29) 401 +25(1,32) 378 +36(0,91) 207 £14 (1,09) 161+ 14 (1,99)**
5,00 18+2(1,03) 33+5(1,81)* 90 +£12(1,01) 86 £ 6 (1,02) 369 + 13 (1,21) 385 +28(0,93) 150 £ 13 (0,79) 206 + 21 (2,55)**
C+ 603 + 732 998 + 64¢ 1344 + 162° 1860 + 1244 1547 + 81° 1455 + 62¢ 1263 + 742 1040 + 94¢
NP1
Cesp 33%5 23+3 96 £ 11 119+ 14 351+15 293+ 20 134+8 153 +12
NPB 32+3(0,98) 23+1(1,00) 112+9(1,17) 139+5(1,16) 345 +23(0,98) 269+ 11(0,92) 156 £ 13 (1,16) 173 +13(1,13)
0,62 36+2(1,09) 21+3(0,91) 107+2(1,12) 141+8(1,18) 332+ 26(0,95) 218+ 19(0,75) 147 +£19(1,10) 146 +£11(0,95)
1,25 35+4(1,06) 20+1(0,85) 99+£13(1,04) 122 +6(1,03) 334 +10(0,95) 204 +37(0,70) 163 +16 (1,22) 150+ 9 (0,98)
2,50 35+2(1,06) 22+5(0,93) 98 +4(1,02) 78 + 8 (0,66) 337 +17(0,96) 236 + 16 (0,81) 152 £12(1,14) 142 +11(0,93)
3,75 36+2(1,09) 17+1(0,74) 97 +5(1,02) 75+ 10 (0,63) 362 + 10 (1,03) 202+ 29 (0,69) 137 +10(1,03) 124 +6(0,81)
5,00 32+0(0,98) 17+2(0,72) 109 £13(1,14) 72+2(0,61) 286 + 21 (0,81) 175 +21 (0,60) 145+12(1,08) 104 +5 (0,68)
C+ 857 + 46° 925 + 20¢ 1250 + 157° 1262 + 82¢ 2288 + 185° 1117 + 78¢ 1526 + 882 1015 + 53¢

M + DP: media e desvio padrdo; IM: indice mutagénico; Controle Negativo: Dimetilsulfoxido (DMSO—100 pL/placa); Cesp: Controle Espontaneo; Controle Positivo (C+);
NP1: Nanoparticula Polimérica incorporada com o composto 1; NPB: Nanoparticula Polimérica Base; @ 4- nitro-O-fenilenodiamina (10,0 pg/placa - TA98 e TA97a); ° azida
sddica (1,25 pg/placa - TA100); ¢ mitomicina (0,5 pg/placa - TA102), na auséncia de S9; e ¢ 2-antramine (1,25 pg/placa - TA98, TA100 e TA97a); ¢ 2- aminofluoreno (10,0
pg/placa - TA102), na presenca de S9.
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5.7. Avaliacdo do potencial toxico agudo em Galleria mellonella

A Figura 25 apresenta a porcentagem de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella
analisadas no periodo de 24, 48 e 72 horas, ap6s o tratamento com o composto 1 e NP1,
Inicialmente, uma dose baixa do composto 1 foi injetada, analisada por 3 dias e, com menos de
60% de mortalidade, novas concentragdes foram administradas. Em concentracfes de 5 a
200 mg/kg, todas as larvas sobreviveram durante os dias de anlise, indicando néo toxicidade
do composto 1 nessas concentracdes. Analisando a concentracdo de 250 mg/kg, mostrou um
declinio na taxa de sobrevivéncia, caindo para 90% ap6s 48 horas, no entanto, a concentracao
ndo foi considerada toxica. Entretanto, na concentracdo de 300 mg/kg, apresentou sobrevida de
apenas 10% em 24 horas de anélise, levando a uma concentragdo indicativa de toxicidade. A
nanoparticula foi analisada em sua concentracdo maxima de preparo, sendo 8mg/kg
(equivalente a 200 pg/mL). O sistema permitiu a sobrevivéncia de todas as larvas durante o
tempo de analise. O solvente (DMSO a 5% diluido em agua) de todas as concentracdes foi
analisado, juntamente com o NPB, ambos ndo foram toxicos, permitindo a sobrevivéncia de

todas as larvas.

Figura 25. Porcentagem de sobrevivéncia de larvas de G. mellonella (analisadas as 24, 48 e 72

horas) ap0s tratamento com o composto 1 (5 - 300mg/kg) e NP1 (8mg/kg).
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6. DISCUSSAO

A principal causa de falha na eficicia do tratamento no controle do H. pylori é a
resisténcia a antibioticos (FRANCESCO et al, 2012). A cura ou a prevencdo de complicacfes
da gastrite cronica e Ulcera péptica, e algumas formas de linfoma de MALT, depende do sucesso
do controle do H. pylori. Assim, com o objetivo de buscar novas alternativas para combater
esse microrganismos, analisamos novos complexos metalicos, e sua associacdo a sistema de
liberacdo de farmacos, verificando suas atividades contra H. pylori. Além disso, foi verificado
0 potencial citotoxico, mutagénico e toxico dessas amostras.

Os ions metélicos exercem boas atividades nos meios bioldgicos, o que vem
estimulando a pesquisa e o desenvolvimento de novos compostos inorganicos com potencial
atividade terapéutica. Estudos indicam que diferentes metais podem provocar uma variedade
de lesbes em células bacterianas, desde disfuncéo de proteinas, estresse oxidativo ou mesmo
causando danos a membrana. Os metais ndo essenciais, como a prata, por exemplo, sdo
profundamente tdxicos a maioria das bactérias, expressando acdo antibacteriana em
concentragcdes muito baixas (COHEN, 2007; LEMIRE; HARRISON; TURNER, 2013).

Dentre os mecanismos apresentados pelos ions Ag(l) frente aos microrganismos, é de
conhecimento a interacdo com enzimas e proteinas, conduzindo a desnaturacdo destas
biomoléculas e consequentemente a inibi¢do de uma variedade de processos enzimaticos. Outro
mecanismo descrito € a interacdo com o envelope celular, a membrana plasmatica e a parede
celular, além da interacdo com o DNA, na inibicdo da replicacdo. Em relacdo aos
microrganismos, estes apresentam um Unico mecanismo de resisténcia ao ions Ag(l), através
do efluxo celular (PERCIVAL; BOWLER; RUSSEL, 2005; SILVER; PHUNG; SILVER,
2006; MEDICI et al., 2015).

A utilizacdo de compostos de prata como farmacos € de longa data e vale ressaltar que
seus sais, como exemplo, o0 AgNOs, tem sido empregado durante séculos como agentes
antimicrobianos (SOUZA et al., 2013).

Além das propriedades biolégicas, a Ag(l) apresenta uma repleta variedade de quimicas
de coordenacéo, variando os modos de coordenacdo e suas geometrias. A complexacdo pode
ser realizada atraves da ligacdo com ligantes sulfurados, nitrogenados e ions haletos doadores,
obtendo assim diferentes geometrias, com destaque entre as mais comuns, a geometria linear,
trigonal planar, tetraédricas e octaédricas (HUHEEY; KEITER; KEITER, 1993; ATKINS et

al., 2010). Ademais, a escolha do ligante adequado é de suma importancia, o qual torna sua
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diversidade ainda maior. Utilizando ligantes biologicamente ativos, ha mais chances da acéo,
eficiéncia e/ou a seletividade ser maior.

As propriedades bioldgicas das tiossemicarbazonas estdo frequentemente relacionadas a
sua caracteristica de ligacdo com ions metalicos, pertencendo a um conjunto de substancias que
sdo altamente conhecidas por suas importantes aplicacdes na busca de novos farmacos, em
funcdo de seu amplo espectro de acdo. Ja foram descritas vérias atividades farmacologicas da
tiossemicarbazona com metais, como antineoplasica, antiviral, antifdngica, antioxidante,
antiparasitaria e antibacteriana (LI et al., 2010; KOVALA-DEMERTZI et al., 2001; KASUGA
etal., 2001; GLISONI et al., 2012; RODRIGUEZ-ARGUELLES et al., 2005; GLINMA et al.,
2014; MOREIRA et al., 2014; YU et al., 2009).

A quimica de coordenacdo das tiossemicarbazonas tem atraido atencédo, contudo, quando
a complexacdo é realizada com a prata, ndo ha muitos estudos. Isso se deve, provavelmente, a
instabilidade e & formacdo de espécies altamente insoliveis (CASTINEIRAS; PEDRIDO,
2008). Os compostos de coordenacdo analisados, insoliveis em &gua, foram solubilizados em
100% de DMSO, devido as propriedades de solubilizacdo apresentadas das tiossemicarbazonas
obtidas segundo reacdo de condensacdo entre aldéido ou cetona (BISCEGLIE et al., 2018).
Diante disso, pensando em superar esse obstaculo, foi desenvolvido um sistema de liberacdo de
farmacos com a intencdo de melhorar suas caracteristicas de solubilidades.

Sistemas de liberagdo de farmacos vém sendo bastante estudados devido as suas
vantagens em relacdo a terapias convencionais, como melhor biodisponibilidade e solubilidade
de substancias tanto hidrofilicas quanto hidrofobicas, além de liberacdo controlada e melhor
direcionamento dentro do corpo. As nanoparticulas poliméricas representam uma proporcao
crescente desta classe, por apresentarem propriedades altamente ajustaveis, além de proteger
substancias sensiveis a oxidacdo em presenca de agua, prolongar e aperfei¢oar o controle da
administracdo de farmacos (MULLER et.al., 2004; MARKWALTER et al., 2019).

Para a composicdo das NPs utiliza-se, basicamente, um polimero, tensoativo, farmaco
ou outra substéncia ativa e um solvente organico, o qual é utilizado no preparo e depois &
descartado ou eliminado (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). Para a NP
desenvolvida nesse trabalho, escolheu-se a utilizacdo do polimero PCL um poliéster sintético e
biodegradavel, com registro na literatura de seu emprego como matriz em sistemas de liberacéo
de farmacos, em razdo da alta biocompatibilidade e facilidade de eliminag&o do organismo. A
escolha do poloxamer 407 como tensoativo se deve ao seu potencial estabilizador, o qual é
capaz de proporcionar uma boa estabilidade no tamanho das particulas. E como solvente

organico utilizou-se a acetona, a qual possui alta tendéncia de agregacao alem de ser facilmente
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removido por evaporagdo (GAUCHER et al., 2005; LASSALLE; FERREIRA, 2007; REUL;
CARVALHO; CANEDO, 2017; COLOMBO et al., 2018; ZELENKOVA et al., 2018).

Dentre os métodos para a sintese de NPs, a escolha do método adequado deve-se aos
requisitos necessarios para sua aplicacdo, bem como das caracteristicas do principio ativo
incorporado (moléculas hidrofébicas e hidrofilicas), para assim, obter-se NPs com propriedades
desejadas (CRUCHO; BARROS, 2017; URREJOLA et al., 2018).

As NPs foram preparadas conforme o método de nanoprecipitacdo, na qual a fase
organica que contém o polimero é transferida para a fase aquosa, que contem tensoativo,
ocorrendo uma turbuléncia interfacial, a qual é gerada através da diminuicdo da tensdo
interfacial que ocorre entre as fases. Assim, 0 solvente organico atua difundindo pela fase
aquosa, carregando consigo cadeias poliméricas, formando goticulas que se agregam em NP
espontaneamente, em virtude da continua disseminacdo do solvente na presenca de agua
(GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004).

A caracterizacgdo fisico-quimica do sistema consistitui-se em determinar as propriedades
da particula como tamanho e distribuicdo de tamanho, carga superficial, estrutura, dentre outras,
sendo essencial para confirmar a formacdo da NP (CHEN et al., 2013). Existe varias técnicas
utilizadas para a caracterizacdo de NPs, sendo utilizada nesse estudo a analise por DLS, Zeta e
MET.

O DLS fornece o tamanho das particulas e sua distribuicdo, sendo preconizado para NPs
uma faixa de 10 a 1000 nm (MOINARD-CHECOT et al., 2008). Conforme mostrado na Tabela
1, pode-se observar que todas as formulacdes estdo dentro do valor preconizado, variando entre
155,10 + 3,60 a 180,00 + 1,13. O pequeno aumento apresentado para as NPs incoporadas com
as amostras, sugere-se que 0os compostos tenham sido incorporados, conforme mostrado no
estudo de da Silva et al. (2015), no qual foi desenvolvido um sistema lipidico nanoestrutrado
para incoracdo de complexos de Cobre (111), onde o sistema mostrou um aumento no tamanhos
das particulas apés a incorporacao. Os tamanhos de particulas obtidos encontram-se adequados
para administracao oral, pois, segundo Marcano et al. (2018) particulas <500 nm possuem mais
facilidade em atravessar a barreira gastrointestinal e difundem-se com mais facilidade nas
camadas de muco. Em relacdo ao IPD, os valores obtidos foram satisfatorios, todos inferiores
a 0,3, evidenciando a existencia de uma homogeneidade entre as particulas (MARCANO et al.,
2018).

A mobilidade eletroforética, ou seja, potencial zeta, avalia a estabilidade fisica das
suspensoes, determinando a eficicia do revestimento da superficie ou a adsor¢do do principio

ativo nas NPs, o qual pode ser instigado pelos grupos funcionais presentes nos polimeros e por

Bruna Almeida Furquim de Camargo




76
Discussao

modificagdes na interface. As NPs apresentaram potencial zeta negativo, sendo esta carga
negativa devido a presencga dos gupos carboxilas terminais ionizaveis do polimero (PCL). Além
disso,0 sistema é composto por um tensoativo nao iénico, que segundo a literatura, provoca um
impedimento estérico na superficie da nanoparticula ocorrendo uma interacao entre as cadeias
hidrocarbbnica do tensoativo com as regides hidrofobicas da superficie polimérica, induzindo
assim cargas negativas e diminuindo o PZ. (DA ROSA et al., 2015; ELOY et al., 2015;
SCHAFFAZICK et al.,, 2003; KIRBY; HASSELBRICK, 2004; GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007).

Miladi et al. (2015) prepararam nanoparticulas para encapsulamento do alendronato de
sodio, através da técnica de nanoprecipitacdo. Utilizaram PCL como polimero e acetona como
solvente organico. O tamanho de particulas foi determinado na faixa de 195 a 447 nm e
potencial zeta em torno de -0,52 a -10,4 mV, o qual relatam o valor baixo do potencial zeta
sendo devido aos grupos COOH presentes do PCL.

A partir dessa caracterizacdo foi possivel analisar a estabilidade das formulagoes
utilizando esses parametros para acompanha-las ao longo de 90 dias, para entdo escolher uma
amostra que apresentasse o melhor conjunto de resultados. O monitoramento de alteracGes na
disposicdo de tamanho das particulas é considerado um fator relevante na estabilidade de
nanossuspensdes, pois em funcdo do tempo as nanoparticulas dispersas podem ter
predisposicdo a agregacao e sedimentacdo (SCHAFFAZICK et. al., 2003).

Essa tendéncia a agregacdo pode ser sugerida como a possivel causa dos resultados
obtidos na anélise do IPD, visto que o IPD esta relacionado com a homogeneidade do sistema.
Conforme mostrado na Figura 18, nota-se que a partir do dia 30, a NP3 apresentou valores
acima de 0,3, enquanto a NP4, apresentou uma oxilacdo. Pode-se observar que, a NPB, NP1 e
NP2, ndo tiveram seu IPD acima de 0,3 em nenhum momento, mantendo-se a uniformidade e
a estabilidade. Além disso, as amostras revelaram aparéncia inalterada, sem mudanca de cor
durante os 90 dias de analises.

Um estudo semelhante pode ser observado na pesquisa de Abriata et al. (2019), onde
realizaram o estudo de estabilidade de nanoparticulas durante 21 dias. As NPs contendo PCL
dissolvido em acetona, na fase organica, e poloxamer 407 em tampao fosfato na fase aquosa,
foram preparadas para encapsular paclitaxel. As NPs foram mantidas a 4 °C por 21 dias e
analisadas nos dias 0, 7, 14 e 21. Analisando o tamanho de particula e IPD, ambos resultados
permaneceram préximos aos valores iniciais, de 1442 £+ 45 nm a 195,2 + 17 nm e de

0,065 + 0,03 a 0,155 + 0,1, ap0s 21 dias, respectivamente. As formula¢des analisadas ndo
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apresentaram alteragdes significativas durante o estudo de estabilidade, o que € importante para
garantir as propriedades de nanocarreadores.

Diante dos resultados obtidos no ensaio de MIC em associacdo com os adquiridos na
estabilidade, foi escolhida a NP1 para prosseguir com os demais ensaios. Sendo entdo, o
composto 1 e a NP1 selecionados.

A MET permitiu a observacgao das particulas e confirmou o tamanho das NPs obtidas
na analise de espalhamento de luz. Conforme mostrado na Figura 19, em ambos os casos foram
observadas particulas bem definidas com forma esférica. Segundo sua morfologia apresentada,
a faixa em volta sugere-se que seja a membrana polimérica formada, e a formacao de um nicleo,
sugerindo que a nanoparticula desenvolvida seja uma nanocapsula (MOINARD-CHECOT
et al., 2008).

Oliveiraet al. (2017) obtiveram imagens parecidas, particulas bem definidas e esféricas,
através da técnica de nanoprecipitacdo. Utilizaram o poli (&cido lactico- co- glicdlico) (PLGA)
como polimero, dissolvido em acetona, utilizada como solvente organico. A fase aquosa foi
constituida de poloxamer 188. No estudo, as NPs foram preparadas e caracterizadas com intuito
do uso intravenoso e analisadas quanto a estabilidade em trés meios diferentes, representando
0 ambiente bioldgico.

Em relacdo aos ensaios de concentracdo inibitéria minima, os compostos apresentaram
uma melhor atividade antibacteriana contra H. pylori, comparado com as outras cepas, 0 que
confirma a potencialidade destes compostos em inibir o crescimento dessa espécie de bactéria.

Na literatura ndo héa relatos da atividade de complexos de prata(l) frente a H. pylori, sendo
os complexos de bismuto (111) os estudados para essa atividade, assim, o uso de compostos de
coordenacdo de prata, com tiossemicarbazona como ligante, torna o ineditismo desse estudo
(BUSSE et al., 2013; PATHAK et al., 2017; WOZNICZKA et al., 2018). Ha estudos na
literatura de atividade antimicrobiana de compostos de coordenacdo de prata(l), porém
utilizando outros ligantes frente as outras cepas analisadas. Jakobsen et al. (2018) descreveram
a sintese e o ensaio biologico dos compostos {[Ags(pmtbH)4(NO3)s] 2H20} e [Agl (pmtbH)]4
obtidos a partir do ligante {2-[(2-piridinilmetil)tio]-1H-benzimidazol (pmtbH)} frente a alguns
microrganismos, sendo que os compostos apresentaram uma CIM de 31,25 pg/mL e 250 pg/mL
para S. aureus ATCC 25923 e de 31,25 ug/mL e 250 pg/mL para E. coli ATCC 25922,
respectivamente, sendo que o ligante livre foi inativo para as cepas testadas.

Outro estudo envolvendo ions Ag(l) foi o de Aslam et al. (2016), o qual avaliaram a
atividade antimicrobiana de dois complexos de prata(l): [Ag(phen)2]NOs e [Ag(bpy)2]NOs
obtidos a partir dos ligantes {1,10-fenantrolina (phen); 2,2 -bipiridina (bpy)}frente a alguns
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microrganismos, os quais apresentaram uma CIM de 20 pg/mL e 200 pg/mL, respectivamente,
para E. coli, porém, nesse caso, os complexos foram menos eficazes em compara¢do com 0s
ligantes livres.

Os sistemas de liberacdo de farmacos como alternativa no tratamento de H. pylori,
possibilita a defesa dos principios ativos contra a degracdo do meio &cido estomacal, além de
proporcionar a entrega segura as areas colonizadas pela bactéria (SAFARQV et al., 2019). O
uso do PCL na composic¢do de nanoparticulas poliméricas, possibilita a mucoadesdo via ligacéo
de hidrégenio, interacdes hidrofobicas, emaranhados de polimeros com mucinas, ou mesmo,
uma combinacdo deles (ENSIGN; CONE; HANES, 2012). O que pode ser um sugestivo da
potencializagdo da atividade antibacteriana apds a incorporagdo na nanoparticula polimérica
desenvolvida nesse estudo.

Quando se compara células planctonicas com células crescidas em biofilme, esta tltima
expressa propriedades distintas, sendo a principal diferenca a capacidade de resisténcia
microbiana na presenca de agentes antibacterianos aplicados na clinica (CHUA et al., 2014).

O descobrimento de novos compostos com acdo em biofilmes ainda é de extrema
dificuldade devido a complexidade presente no modo de metabolizacéo dos biofilmes. Assim,
¢ constante a busca por novas moléculas capazes de eliminar os mesmos (FANNING;
MITCHELL, 2012).

Com o intuito de determinar o tempo necessario que o H. pylori precisa para formar o
biofilme, foi realizado um ensaio inibicao de biofilme diferenciando o tempo de tratamento, ou
seja, em todos 0s ensaios realizou-se a pré-adesdo de 4 horas, e variou em 4, 24 e 36 horas, 0
tempo de adi¢do dos compostos para tratamentos, visto que, o tempo de 4 horas foi 0 mesmo
de pré-adesdo, ou seja, no momento da renovacdo do meio nesse horario, foi adicionado os
compostos. Conforme mostrado na Figura 20 e 21, hd uma maior diferenca estatistica entre 0s
tempos de 4 e 36 horas, e analisando adicionalmente os resultados do biofilme maduro
(Figura 22), sugere-se que em 36 horas, o biofilme possa ja estar maduro, diante dos valores
proximos encontrados, sendo assim, propomos que 4 horas seja um tempo suficiente para o
H. pylori formar o biofilme.

Li et al. (2019) relatam em seu estudo o uso de ramnolipideo (RHL), um composto
(biossurfactante) produzido por Pseudomonas aeruginosa que possui a capacidade de
interromper matrizes bacterianas de biofilmes por meio de ligagfes entre ions metalicos no
interior da MEP, interrompendo a via de sinalizagdo. Devido ao fato de ndo haver estudos sobre
biofilmes de H. pylori, eles desenvolveram nanoparticulas de polimeros lipidicos, empregando

nanoparticulas de quitosana como nucleo interno, e o RHL na camada externa, além de
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fosfolipidios para encapsulamento de claritromicina. Foi inserido DSPE-PEG2000 para
melhorar a hidrofilicidade do sistema, o qual € sugerido como um facilitador na penetracdo do
muco, assim, atingindo mais facilmente as celulas epiteliais onde H. pylori se localiza. As
nanoparticulas de polimeros lipidicos foram capazes de eliminar o biofilme madruro de H.
pylori, através da destruicdo da matriz do biofilme, pela acdo do RHL, e da atividade
antibacteriana exercida pela nanoparticula encapsulada de claritromicina.

Segundo Kostenko et al. (2010) a liberacdo constante de Ag no meio, causa maiores
lesbes a membrana celular e ao DNA bacterianos, provovando a destruicdo das células no
interior do biofilme, assim, acredita-se que acdo potencializada apresentada, tanto em células
planctdnicas, quanto no biofilme, da NP1, deve-se ao sistema propriamente dito, que possibilita
essa liberacdo mais lenta do composto.

O sistema possibilitou ainda melhores resultados na analise de citotoxicidade, o qual
porporcionou um aumento de seletividade ao H. pylori de cerca de 7 vezes maior para MRC-5
e 3 vezes maior quando comparado a J774A.1. Ademais, a NP1 analisada na mesma
concentracdo referente ao CIM, ndo apresenta citotoxicidade frente as linhagens celulares
analisadas.

Um estudo de citotoxicidade com NPs contendo PCL, realizado por Budama-Kilinc et
al. (2018) em células HEK-293 (células renais embrionarias humanas) apresentou resultados
parecidos, uma pequena toxicidade do polimero na maior concentracao, visto que o polimero é
conhecido como ndo toxico. A taxa de viabilidade celular apresentada no estudo foi superior a
80%, coincidindo com os resultados obtidos nesse estudo.

Estudos toxicoldgicos sdo importante quando se busca novos farmacos, com o intuito
de prever a toxicidade e possiveis efeitos toxicos.

O teste de Ames é amplamente aceito para a identificacdo de substancias capazes de
causar dano genético e causar mutacdo genética. O ensaio € realizado com linhagens de S.
typhimurium, dependente de histidina, ou seja, ndo sdo capazes de produzir o aminoécido,
portanto, ndo cresce em sua auséncia. As cepas utilizadas diferem em referéncia as diferentes
mutacdes que elas apresentam em varios genes no operon histina, cada mutacdo sendo projetada
para responder a mutagénicos que atuam em diferentes mecanismos. Para as cepas TA97a e
TA98, ambas detectam mutagdes frameshift, apresentando muta¢Ges no gene hisD6610 e
hisD3052, respectivamente, causando deslocamento do quadro de leitura de DNA. O hisG46
mutacdo na cepa TA100 conduz uma mutacdo do tipo substituicdo de pares de bases,
substituindo uma leucina por uma prolina. Enquanto a cepa TA102 apresenta uma mutagéo do

tipo transigdes/tranversdes no gene hisG428. A amostra analisada é considerada mutagénica

Bruna Almeida Furquim de Camargo




80
Discussao

quando, em contato com a bactéria, possibilita que a mesma produza histina, e assim, cresca. O
crescimento bacteriano é analisado permitindo indicar o potencial mutagénico do produto
testado (TEJS, 2008; MORTELMANS; ZEIGER, 2000; TOWNSEND; GRAYSON, 2019).

Assim, uma amostra é considerada positiva quando apresenta IM igual ou superior a 2
em pelo menos um das doses analisadas. Um resultado positivo indica que o composto é
mutagénico, potendo atuar como agente cancerigeno (MEDINA et al., 2019).

Conforme apresentado na tabela 6, 0 composto 1 apresentou mutagenicidade e evidéncia
de mutagenicidade em linhagens com ativacdo metabolica, ou seja, indica que sdo mutagénicos
através da conversao pelo metabolismo de mamiferos, mediante citocromo P450 (CHUNG,;
CHEN; CLAXTON, 2006; da SILVA et al., 2019).

Diante da importancia de testar novos compostos com atividade bioldgica, vem sendo
utilizados modelos alternativos, os quais, quando comparados com modelos tradicionais de
mamiferos, sdo considerados mais baratos, mais faceis e de resultado mais rapido (TSAI; LOH;
PROFT, 2016).

As larvas de Galleria mellonella é um exemplo que vem sendo estudado atualmente,
como modelo para ensaios de eficacia antimicrobiana e para estudo de viruléncia (IGNASIAK;
MAXWELL, 2017). Possuem um sistema imunoldgico inato que se assemelha estruturalmente
e funcionalmente aos dos mamiferos (ALLEGRA et al., 2018).

No estudo de de Jakobsen et al. (2018), o complexo de prata (I) obtido, a partir do
AgNOs como sal, foi avaliado quanto a toxicidade em G. mellonella. Os resultados mostraram
gue a administracdo da maior concentracdo do composto (100 mg/kg) ndo apresentou
toxicidade, correspondendo aos nossos resultados.Vale ressaltar que o sistema, na concentragéo
maxima, ndo foi toxico e foi eficaz em outros experimentos.

Assim, de uma maneira geral, pode-se observar que os dados obtidos nesse estudo sdo
promissores, pois, além do composto ser inédito, ndo ha na literatura estudos de compostos de
coordenacdo utilizando a prata em associacdo a nanoparticulas poliméricas para o tratamento
de H. pylori, sendo esses resultados originais e de extrema importancia. Em relacdo ao sistema
de liberagcdo de farmacos, pode-se comprovar a formacdo da nanoparticula polimérica, com
bases nos resultados obtidos nos ensaios de caracterizacdo com outros artigos relacionados com
mesmos constituites ou técnica de preparo. Alé disso, a nanoparticula possibilitou uma
potencializacdo dos resultados apresentados pelo composto livre nos ensaios microbiologicos,
apresentou resultados de citotoxidade referentes aos encontrados na literatura, permitiu

melhores resultados no ensaio de mutagenicidade, inibindo a mutagenicidade apresentada pelo
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composto livre, além de ndo apresentar toxicidade em sua maior concentra¢do preparada no

ensaio de toxicidade aguda em G. Mellonella.
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7. CONCLUSOES

Os compostos de coordenacdo de prata(l) demonstraram grande potencial antibacteriano

frente as bactérias testadas;

e Os constituintes utilizados ha composicéo do sistema foram capazes de criar estruturas
em ordem de nandmetros caracterizando o sistema em nanoparticulas poliméricas;

e Os ensaios de caracterizacdo mostraram que a nanoparticula polimérica base e
incorporadas possuem caracteristicas favoraveis e aceitaveis para um sistema de
liberacdo de farmacos;

e Todas as amostras tiveram sua a¢do potencializada frente ao H. pylori e S. aureus, ap6s
a incorporacdo na NP.

e ParaH. pylori, todos os compostos (n&o incorporados e incorporados) mostraram serem
capazes de parar o crescimento, ou seja, todos foram bactericidas;

e No ensaio de inibicdo de biofilme, foi possivel observar que 4 horas é um tempo
suficiente para formacdo do biofilme de H. pylori;

e Em relacdo ao biofilme maduro, a NP foi eficaz, potencializando a acdo do composto 1;

e Os ensaios in vitro de citotoxicidade mostraram que o composto apds incorporacao
apresentou-se mais seletivo frente ao composto livre;

e O composto 1 induziu mutagenicidade na cepa TA97a com S9 e apds sua incorporacao
em NP1, a mutagenicidade foi inibida;

e O composto 1 apresentou toxicidade no modelo alternativo in vivo (G. mellonella) na

concentracdo de 300mg/Kg, porém, em NP1, na concentracdo maxima preparada, ndo

foi téxico.

Assim sendo, o emprego da nanotecnologia permitiu um aumento da atividade
antibacteriana dos compostos de coordenagdo de prata (I). Estes dados sdo promissores e
incentivam a continuidade da pesquisa, pois apresentam-se como uma fonte alternativa na

terapia anti-H. pylori.
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