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APENDICE 1: ABREVIACOES

Akt: proteina envolvida da sinalizacio antiapoptética de células eucaridticas
(protooncogene).

ANOVA: teste estatistico de andlise de variancia.

ARN: 4cido ribonucléico (do inglés, RNA ou ribonucleic acid).

ATCC: linhagem precedente da cole¢do de culturas americanas (do inglés, american
type culture collection).

BEC: clone endémico brasileiro.

C3b e C3bi: fragmentos derivados da clivagem do elemento C3b do sistema
complemento que agem com funcdo opsonizante em antigenos.

ccrAlcerB ou ccrC: recombinases do cassete cromossomico.

CLF: concentracdo letal fracionada.

CMI: concentragdo minima inibitdria (do inglés, MIC ou minimal inhibitory
concentration).

D-Ala: isdmero dextrégiro aminodcido alanina.

D-Lac: isdmero dextrégiro do acido latico ionizado (lactato).

DMSO: dimetil-sulféxido.

EDL.: espalhamento dindmico de luz (do inglés, PCS ou photon correlation
spectroscopy).

FN-«B: fator nuclear xB.

FNT-1: fator de necrose tumoral 1.

HL60: linhagem celular de leucemia mieléide humana.

HT-29: linhagem celular de cancer de c6lon humano.

IgG: Imunoglobulina G.



PLP: transpeptidase ligadora de penicilina (do inglés, PBP ou penicillin binding
protein).

PLP2A: subforma da transpeptidase ligadora de penicilina que possui baixa afinidade
por B-lactamios.

PLA: poli-lactato.

PLG: poli-glicolato.

PLGA: co-polimero de lactato e glicolato, poli-(lactideo-co-glicolideo).

PCL: poli-g-caprolactona.

PLCL.: poli-(lactideo-co-caprolactona).

PLGA 50:50 - poli-D,L-(Lactideo-co-Glicolideo) 50:50 (D,L-PLGA 50:50, Massa
Molar =40.000 - 75.000 kDa.

Pluronic F68 - [poli(6xido etileno)-poli(6xido propileno)-poli(6xido etileno)] Massa
Molar = 8.400 kDa).

PVA - dlcool poli-vinilico (Massa Molar = 30.000-70.000 kDa).

RMN - Ressondncia magnética nuclear.

SAILV: Staphylococcus aureus resistente intermedidrio a vancomicina (do inglés, VISA
ou vancomycin intermediary-resistant Staphylococcus aureus).

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (do inglés, MRSA ou methicilin-
resistant Staphylococcus aureus).

SARM-AC: Staphylococcus aureus resistente a meticilina associado as comunidades
(do inglés, CA-MRSA ou community-associated methicilin-resistant Staphylococcus
aureus).

SASM: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (do inglés, MSSA ou methicilin-

sensible Staphylococcus aureus).



SARV: Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (do inglés, VRSA ou

vancomycin resistant Staphylococcus aureus).

SCCmec: cassete cromossdmico estafilocdcico contendo o gene mec.
SDS: dodecil-sulfato de sédio.

Tween 40: monopalmitato de poli-(oxietileno)-sorbitana.

UV-Vis — Espectoscopia em Ultra-Violeta visivel.

&: Coeficiente de extingdo molar.

r’: coeficiente de regressio linear.

APENDICE 2: UNIDADES DE MEDIDA

Comprimento:
um: micrometro (10 m);
nm: nandmetro (10'9 m);

mesh: unidade de porosidade de silica em po.

Concentragao:

M: concentra¢do molar (mol.L'");
uM: milimolar (10 M);
m/v: propor¢do massa:volume ou concentragio comum (g.L™);

v/v: propor¢do volume:volume.

Massa:
kg: kilograma (1 0’ Q).

g: grama
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ng: nanograma (10” Q).

Potencial elétrico:

mV: milivolt (107 V).

Potencial eletroquimico:

pH: potencial hidrogenidnico, dado por pH = -log Ay", onde Ay'corresponde a
atividade dos fons hidrogénio em solu¢do aquosa.

Recuperacdo de células bacterianas vidveis:

ufc: Unidades formadoras de colonia.

Volume:
mL: mililitro (10° L);

pL: microlitro (10°L).

Tempo:
min: minuto;
h: hora;

d: dia.

Velocidade de centrifugacio:

rpm: rotagdes por minuto.
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APENDICE 3: MEIOS DE CULTURA E SOLUCOES:

- 0,4% de peptona bacterioldgica (m/v);

- 0,2% de extrato de levedura (m/v);

- 0,4% de hidrolisado enzimatico de caseina (m/v);
- 0,1% de extrato nutritivo (m/v);

- 1% de D-manitol (m/v);

- 7% de cloreto de s6dio (m/v);

- 0,00083% de vermelho de fenol (m/v);

- 1,5% de dgar bacterioldgico (m/v);

- 1 L de 4gua destilada;

- pH final = 7.4.

CN: meio caldo nutriente

- 0,5% de peptona bacterioldgica (m/v);
- 0,25% de extrato de levedura (m/v);

- 1 L de 4gua destilada; pH final = 7.4.

MH caldo: meio Mueller-Hinton liquido

- 30% de extrato de carne (m/v);

- 1,75% de caseina hidrolisada (m/v);
- 0,15% de amido (m/v);

- 1 L de 4gua destilada; pH final = 7.4.

MH sdélido: meio Mueller-Hinton sélido
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- Idem ao meio Mueller-Hinton liquido;

- 1,5% égar bacterioldgico (m/v); pH final = 7,4.

Glicerol 2.5 M

- 40% de glicerol absoluto (v/v);

- dgua destilada q.s.p.

Solucido salina

- 0,85% de cloreto de s6dio P.A. (m/v);

- 1 L de dgua destilada.

Solucdo tampdo fosfato-Tween 40 (cinética de liberacdo)

- Tampao fosfato pH = 7,0;

- 10% de Tween 40 (v/v); pH final = 7,0.
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1. RESUMO

Uma vez que violaceina - um composto com atividade antibidtica, aniparasitdria
e antitumoral - apresenta baixa solubilidade em &gua, nanoparticulas poliméricas
contendo esse composto podem aumentar a sua solubilidade em dgua e potencializar sua
atividade bioldgica. Logo, o objetivo desse trabalho foi a obtengdo e caracterizacdo de
nanoparticulas poliméricas biocompativeis de poli-D,L-(lactideo-co-glicolideo) 50:50
encapsulando violaceina para posterior avaliacdo de sua atividade antibacteriana in vitro
e in vivo. As nanoparticulas foram preparadas pelo método de nanoprecipitacio e
caracterizadas em termos fisico-quimicos (distribuicdo de tamanho e potencial Zeta),
taxas de recuperagdo de polimero, eficiéncia de encapsulamento e cinética de liberagdo
in vitro. Posteriormente, sua atividade antibacteriana foi testada frente a linhagens de
Staphylococcus aureus (incluindo linhagens meticilina-resistentes e resistentes
intermedidrias a vancomicina) por ensaios de determina¢do de concentracdes minimas
inibitdrias, curvas de tempo morte e ensaios de interagdo com outros antibidticos. Por
fim, avaliacdes da atividade antibacteriana in vivo foram realizadas contra uma
linhagem de Staphylococcus aureus resistente a meticilina em modelo murino
imunocomprometido (C3H Nude) e imunocompetente (Balb/C). A metodologia
otimizada resultou em nanoparticulas com didmetro entre 116 ¢ 139 nm, bem como
carga superficial negativa. A eficiéncia de encapsulamento variou entre 84 e 90% e a
taxa de recuperacdo do polimero foi de 93%. Pelos ensaios de cinética de liberacdo in
vitro, observou-se que a violaceina encapsulada apresenta perfil de liberagdo sustentada
até 160 h de andlise nas condicdes experimentais analisadas. O sistema obtido
apresentou atividade antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus e atividade

ndo significativa frente a linhagens de enterobactérias Gram-negativas. O sistema
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apresentou atividade pelo menos duas vezes maior que a violaceina livre in vitro e in
vivo. Por fim, foi observada uma interacdo aditiva entre o sistema e antibidticos 3-

lactamios e interacdo sinérgica quando combinado com inibidores de sintese proteica.
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2. ABSTRACT

Since violacein - an antibiotic, antiviral and antiparasitic compound - exhibits
poor solubility in water, polymeric nanoparticles containing this compound could
improve its solubility in water and biological activities. Therefore, the aim of this work
was the preparation and characterization of biodegradable and biocompatible poly-D,L-
(lactide-co-glycolide) 50:50 nanoparticles loading violacein to further evaluation of
their antibiotic activity in vitro and in vivo. The nanoparticles were prepared by
nanoprecipitation method and characterized in terms of average diameter and Zeta
potential, drug loading and polymer recovery, in vitro release kinetics, in vitro and in
vivo antibacterial activity against Staphyloccocus aureus strains. Nanoparticles with
diameter between 116 and 139 nm and negative-charged outer surface were obtained.
Drug loading efficiency and polymer recovery were 87% and 93%, respectively. In vitro
release kinetics assays showed that violacein loaded in these nanoparticles has sustained
release profile until 5 days of analysis. The system exhibited antibacterial activity in
vitro and in vivo against Staphylococcus aureus methicilin-resistant (MRSA) strains and
no significant activity against Gram-negative Enterobacteriaceae. Nanoparticles-loaded
violacein was at least two times more efficient as antibiotic compound than free
violacein both in vitro and in vivo. Also, this system presented additive interactions
when combined with [-lactam antibiotics and strong synergic interactions when

combined with protein synthesis inhibitors.
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3. INTRODUCAO

3.1) Isolados Bacterianos Multiresistentes

O constante aparecimento de isolados bacterianos resistentes a multiplos
antibiéticos € um assunto amplamente estudado e apontado como um problema mundial
de saide (Apisarnthanarak et al, 2007; Buke et al, 2007; Strateva et al, 2007). Tais
microorganismos sdo freqiientemente encontrados em hospitais e causam diversas
doengas oportunistas tais como infecgdes e pneumonias nosocomiais, infecgdes em
ferimentos e queimaduras, infec¢des relacionados a contaminagdo de catéteres e
septicemia (Demling & Waterhouse, 2007; Lipsky et al, 2007). Em todo mundo, entre 5
e 15% dos pacientes internados em hospitais contraem uma ou mais infec¢des por tais
microorganismos nesses ambientes e altos custos com tratamento de tais infec¢des sdao
relatados todos os anos. Nos Estados Unidos, por exemplo, essas infeccdes resultam em
80 mil mortes adicionais e os custos adicionais sdo estimados entre 17 e 29 bilhdes de
dodlares por ano (Jarvis, 2007). Dentre os principais agentes causadores de infeccdes

hospitalares encontram-se isolados de Staphylococcus aureus (S. aureus), espécie que

serd descrita em detalhes a seguir.

3.2) Staphylococcus aureus

S. aureus € uma bactéria comensal de humanos e outros animais. Em humanos,
seu habitat primdrio € o trato respiratério superior, particularmente o epitélio que
recobre as fossas nasais (Foster, 2004). Cerca de 20% da populagdo estd sempre

colonizada por esta bactéria, cerca de 60% sao carreadores intermitentes e 20% sdo nao-
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carreadores. A taxa de infeccdo cresce consideravelmente em pacientes internados e em
profissionais de saide, como médicos, enfermeiros e auxiliares de enfermagem (Foster,
2004 ; Grundmann et al., 2006).

S. aureus produz uma gama de diferentes fatores de patogenicidade incluindo
proteinas de superficie que promovem a aderéncia e danos a tecidos, sistemas de escape
do sistema imune e uma série de toxinas que causam danos e destroem células e tecidos,
atuando como enzimas citoliticas ou superantigenos (Foster, 2004). Esta bactéria é
causadora de uma gama de doencas em humanos caracterizadas por infeccoes
localizadas ou disseminadas. Isso faz de S. aureus um dos principais agentes causadores
de infec¢des nosocomiais e na comunidade (Salyers & Whitt, 2002).

A introdu¢do da penicilina (Figura 1) na década de 1940 ofereceu uma
oportunidade de tratar com sucesso infec¢des estafilocdcicas severas. Tais antibidticos
de acdo bactericida promovem a inibicdo da PLP, que promove as ligagcdes cruzadas
entre as cadeias de peptidioglicanos da parede celular bacteriana. A inibi¢do de tal
enzima promove o afrouxamento da parede celular em sintese e resulta na incapacidade

de replicag@o e na lise da célula bacteriana.

|
R\“/N\ S
0
—N
0

Figura 1: Estrutura geral das penicilinas. As derivacoes para diferentes tipos de penicilinas

ocorrem por alteracoes no grupo R.
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Entretanto, no mesmo ano que o primeiro sucesso clinico com penicilina foi
relatado, foi descrita também uma enzima produzida por S. aureus, a penicilinase
(atualmente conhecida por B-lactamase), produto do gene blaZ, que ataca o dtomo de
nitrogénio do 4dcido-6-aminopenicildnico e inativa o anel [-lactdmico (Lowy, 2003;
Hardy et al., 2004). Tal gene € freqlientemente localizado em um plasmidio de alto peso
molecular que contem genes de resisténcia a outras classes de antibidticos (Lowy,
2003). Devido a tal problema, na década de 1960, a combinag@o entre penicilinas e
inibidores de [-lactamases (por exemplo, dcido clavulinico) e as penicilinas semi-
sintéticas resistentes a a¢do das f-lactamases (tais como a meticilina e oxacilina) foram
desenvolvidas para combater tais infec¢des. Contudo, um ano apds sua introdugdo, o
primeiro caso SARM foi detectado e a primeira falha clinica com meticilina para o
tratamento de S. aureus foi descrita (Lowy, 2003; Hardy et al., 2004; Grundmann et al.,
2006). Atualmente, estima-se que entre 60 e 80% das amostras clinicas de S. aureus em
todo mundo apresentam resisténcia a meticilina (WHO, 2008).

Amostras SARM tém evoluido pela aquisicio de um elemento genético
conhecido como SCCmec. Este cassete carrega o gene codificador de uma PLP
conhecida como PLP2A, que apresenta afinidade reduzida para antibidticos [3-
lactamicos, incluindo penicilinas semi-sintéticas e cefalosporinas (Lowy, 2003; Hardy
et al., 2004; Grundmann et al., 2006). O SCCmec esté inserido em um locus especifico
do cromossomo (attB,) localizado préximo a origem de replicagdo. A mobilidade deste
elemento é mediada por recombinases especificas codificadas por genes localizadas
dentro do elemento, denominadas ccrA, ccrB ou ccrC (Grundmann et al., 2006). Até o
momento, baseado no complexo de genes mec, ccr e genes adicionais, foram descritos

cinco tipos de SCCmec (SCCmec 1 a V) e alguns variantes (Grundmann et al., 2006).
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Amostras SARM geralmente sdo multiresistentes, ou seja, apresentam
resisténcia a uma série de antibidticos de uso clinico além da meticilina e oxacilina,
sendo que algumas destas marcas de resisténcia podem também estar presentes nos
elementos SCCmec (Lowy, 2003; Grundmann et al., 2006). Estas amostras, antes
associadas predominantemente com infecgdes nosocomiais, comegaram a serem
isoladas com freqiiéncia de infeccdes adquiridas na comunidade (Kollef & Micek, 2006;
Sabol et al., 2006) e, por isso, receberam a denominacdo SARM-AC para S. aureus
meticilina resistentes adquiridos na comunidade. Estas amostras apresentam, com maior
freqtiéncia, SCCmec tipos [V e V.

Devido a multiresisténcia a drogas exibida por amostras SARM, a
vancomicina, um antibiético do grupo dos glicopeptideos, surgiu como droga de escolha
e, muitas vezes, como a ultima opcdo no tratamento de infec¢des causadas por SARM.
Contudo, com o passar do tempo, foram isoladas amostras com resisténcia intermedidria
a vancomicina (SAIV) e mais recentemente, amostras resistentes a esta droga (SARV)
(Tenover et al., 2001; Lowy, 2003; Hardy et al., 2004; Appelbaum, 2006; Grundmann
et al., 2006; Tiwari & Sen, 2006, Demling et al., 2007; Sievert et al., 2008). No Brasil,
amostras SAIV ja foram isoladas (Oliveira et al., 2001). O mecanismo de resisténcia a
vancomicina exibido por amostras SAIV € decorrente de um acimulo de mutacdes em
linhagens desafiadas constantemente com vancomicina e envolve um espessamento da
parede celular (Lowy, 2003; Mwangi et al., 2007). Por outro lado, a resisténcia exibida
por amostras SARV envolve a presenca de elementos transferiveis denominados
elementos van, provenientes de transferéncia gé€nica lateral com Enterococcus faecalis
(E. faecalis). Ao todo, 6 fenétipos de resisténcia a vancomicina estdo descritos em E.
faecalis, estando associados aos elementos vanA, vanB, vanC, vanE e vanG. De tais

fenétipos, apenas vanA e vanB sdo de heranca plasmidial e, portanto, sdo passiveis de
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transferéncia génica lateral entre E. faecalis e S. aureus. De fato, o fendtipo vanA é o
predominantemente encontrado em amostras SARV e apresenta maior resisténcia a
vancomicina (concentragio minima inibitéria acima de 512 pg.mL™), além de conter
um sistema de dois componentes que promove a ativacdo do mecanismo de resisténcia
na presenca tanto de vancomicina quanto de outros antibidticos glicopeptidicos, tais
como a teicoplanina (Hughes, 2003). O operon vanA estd envolvido na alteracdo de
sintese de um precursor da parede, mais precisamente no peptideo terminal D-Ala-D-
Ala que € substituido por D-Ala-D-Lac. O novo dipeptideo tem afinidade muito menor
a vancomicina, quando comparado a D-Ala-D-Ala (Lowy, 2003).

Existem drogas que podem ser utilizadas no tratamento de infec¢des causadas
por amostras SARM e, particularmente, amostras SAIV e SARV, como quinupristina-
dalfopristina e linezolida. No entanto, a aquisicdo de resisténcia a linezolida ja foi
descrita (Lowy, 2003), colocando em risco a eficiéncia de tais drogas e impondo a
necessidade urgente na busca de novos antimicrobianos e novos alvos terapéuticos.
Nesse contexto, a busca por novos antibidticos e terapias antimicrobianas para conter

tais infeccdes vém sendo amplamente pesquisada e desenvolvida.

3.3) Violaceina

A violaceina (Figura 2) é um pigmento produzido por algumas espécies
bacterianas marinhas e de solo, tais como Janthinobacterium lividum (Pantenella et al,
2007), Pseudoalteromonas luteoviolacea (Yang et al., 2007) e, especialmente, por

Chromobacterium violaceum (C. violaceum).
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Figura 2: Estrutura quimica da violaceina (Rettori & Duran, 1998)

Tal composto apresenta-se como insolivel em &4gua e bastante solivel em
acetona, etanol, tetrahidrofurano, n-butanol e DMSO (Duran et al., 2007) e apresenta
propriedades fotoquimicas, fluorescentes e fotodindmicas caracteristicas. No espectro
UV-vis, dois picos de absor¢a@o caracteristicos sdo observados: o primeiro deles em 330
nm e uma larga banda de absor¢@o entre 500 e 650 nm, com pico maximo em 575 nm
(e575 =2,98 x 107 mL.ug’l.cm'l). Em termos de fluorescéncia, a excitacdo da violaceina
a 575 nm promove um pico caracteristico de em 675 nm (Duran et al., 2007).

O papel exato da violaceina na fisiologia de C. violaceum ainda é questdo de
estudos. Devido as suas propriedades fotoquimicas, especula-se que tal composto seria
uma forma de protecdo contra radiacio ultravioleta, visto seu pico de absor¢do em 330
nm (Durdn & Menck, 2001). Ainda, aprofundamentos no estudo das propriedades
bioldgicas da violaceina sugerem que tal composto poderia desempenhar papel no
sistema antioxidante celular (Konzen et al., 2006) e como defesa contra protozoarios
nao-flagelados (Matz et al., 2004).

Além das suas propriedades fotoquimicas, diversas agdes bioldgicas ja foram
descritas para a violaceina. Dentre elas, destacam-se as ag¢des antiulcerogénica (Duran et
al., 2003), antibidtica e antichagésica (Durdn & Menck, 2001), leishmanicida (Leon et
al., 2001), antioxidante (Konzen et al., 2006) e indutora de apoptose e linhagens de

células tumorais como HL60 (Duran ef al., 2005) e HT29 (de Carvalho et al., 2006). Na
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linhagem HL60, a apoptose € induzida pela ativacdo direta do receptor para FNT-1,
causando a ativacdo da caspase 8, transcricdo dos genes regulados pelo FN-kB e a
ativacdo da MAP-quinase p38 (Ferreira et al., 2004); Ainda, hd evidéncias da acdo
multi-alvo da violaceina, ou seja, tal composto promove a ativacdo de distintos
mecanismos citotéxicos de maneira concomitante. Por exemplo, de Carvalho et al.
(2006) demonstrou que a acdo da violaceina em células tumorais da linhagem HT-29 ¢
dependente da producio de espécies reativas de oxigénio, resultado observado também
na linhagem leucémica HL60. Tal mecanismo sugere a participagdo da via apoptdtica
mitocondrial no processo de atividade antitumoral. Adicionalmente, Bromberg et al.
(2005) sugere que a violaceina promove modulacdo enzimdtica direta em enzimas
fosfatases envolvidas com transducdo de sinal em linhagens celulares tumorais. Por fim,
tal pigmento apresenta interacdes farmacoldgicas combinadas com outros compostos,
sendo descrito por Kodach et al. (2006) um mecanismo sinérgico de ac¢do antitumoral
da violaceina quando combinada com o 5-Fluoroacil em células de cancer colorretal,
com mecanismo de inibicdo de sinalizag¢@o antiapoptdtica dependente de Akt.

Em termos de atividade antibidtica, hd registros que a violaceina apresenta
potente atividade bactericida in vitro contra linhagens Gram-positivas, especialmente S.
aureus e Staphylococcus epidermidis, fraca acdo bacteriostitica contra Pseudomonas
aeruginosa e nao apresenta atividade significativa contra a maioria das espécies
bacterianas Gram-negativas, com exce¢do a Xanthomonas axonopodis (Micas et al.,
manuscrito em preparagao).

Apesar de sua potente atividade antibacteriana frente a isolados de S. aureus e S.
epidermidis, o uso da violaceina € limitado pelas suas propriedades de sensibilidade a
pequenas variacdes de pH (oscilagdes na casa de 0,5 unidades de basicidade ou acidez

promovem perda de sua atividade) e baixa solubilidade em 4gua, sendo necessirio o
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emprego de solventes téxicos como DMSO para promover sua completa dissolucdo e
ministragdo in vitro e in vivo. Logo, formas hidrossoliiveis da violaceina tém sido
desenvolvidas com essa finalidade. Dentre elas, o uso de sistemas de liberagdo
sustentada (descritos a seguir) para carrear violaceina torna-se uma alternativa bastante
interessante. O primeiro exemplo desse tipo de sistema obtido foi a formagdo de
complexos da violaceina com f-ciclodextrina, um oligossacarideo ciclico composto por
unidades de a-D-glucopiranose que pode ser usado para inclusdo de compostos de
interesse em sua estrutura a fim de promover aumento da hidrossolubilidade da
molécula de interesse. Melo et al. (2003) demonstraram que o complexo de inclusdo f3-
ciclodextrina/violaceina promove um aumento da solubilidade desse composto em dgua
e potencializa sua atividade antitumoral in vitro. Além disso, tal sistema ji foi
conjugado com nanoparticulas de ouro e demonstrou-se tanto mais eficiente como
especifico para atingir células tumorais (Durdn et al., 2005). Logo, hd uma crescente
perspectiva do uso da violaceina vinculada a tais sistemas para viabilizar o uso de tal

composto como agente terapéutico.

3.4) Sistemas de liberacdo sustentada

Os sistemas de liberagdo controlada de farmacos ou drug delivery systems vém
sendo muito explorados na tecnologia farmacéutica atual, visto que proporcionam
vantagens quando comparados com sistemas convencionais de administracio: efeito
farmacoldgico otimizado e redugdo de efeitos colaterais, vista a possibilidade de
direcionamento do farmaco ao tecido-alvo, bem como um aumento do tempo de
permanéncia do farmaco na circulagdo e liberacdo gradativa deste, mantendo-o em uma

faixa terapéutica, além de aumento da solubilidade de compostos hidrofébicos em
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fluidos corpdreos (Ansari et al.,, 2008; Jain, 2008). Dentre esses sistemas, podem ser
citados os lipossomos, complexos de inclusdo em [-ciclodextrinas, nanoparticulas
metdlicas, dendrimeros, nanoparticulas lipidicas sélidas e nano e microparticulas
poliméricas biodegraddveis. Em especial, as nanoparticulas poliméricas tém recebido
atencdo especial dos pesquisadores, vistas as vantagens em termos de estabilidade
quimica nos fluidos biolégicos e durante o armazenamento, maior facilidade de
penetracdo em tecidos de dificil acesso, facil reprodutibilidade dos métodos de
obtencdo, boa estabilidade fisico-quimica quando comparado a outros modelos de
sistemas de libera¢do sustentada como os lipossomos. Além disso, tais sistemas sio
comumente obtidos com polimeros biodegraddveis e biocompativeis (por exemplo,
polimeros a base de lactato e glicolato) e, por conseqiiéncia, estes sistemas apresentam

baixa toxicidade para sistemas bioldgicos (Nair & Laurencin, 2007).

3.5) Nanoparticulas Poliméricas: Caracteristicas e Obtencao

O termo nanoparticulas refere-se a dois tipos de estruturas distintas com
tamanho inferior a 1 um: as nanoesferas, nas quais o conteido a ser encapsulado (ativo)
encontra-se espalhado de maneira homogénea dentro da matriz polimérica formando um
sistema monolitico, e as nanocdpsulas, nas quais o conteddo interno encontra-se
concentrado em um nucleo (sélido ou liquido) e a matriz polimérica o recobre, isolando-
o do meio externo (Schaffazick et al., 2003). Essas particulas podem ser obtidas através
de diferentes métodos, dependendo da finalidade do sistema final; no entanto todos
seguem o principio bdsico de auto-organizacdo do sistema sob determinadas condi¢des
(temperatura, presenga de tensoativos, uso de solventes e co-solventes). Por exemplo, os

métodos emulsdo simples (ou Oleo-dgua) visam o encapsulamento de compostos
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hidrof6bicos soldveis em compostos imisciveis em dgua (tais como cloroférmio, acetato
de etila e diclorometano); neste método, usa-se uma fase organica contendo o polimero
formador da matriz dissolvido juntamente com o composto ativo de interesse e,
posteriormente, essa fase é vertida ou gotejada a uma solucdo contendo tensoativos
apropriados sob agitacio constante para quebra da emulsdo. A medida que a emulsdo é
quebrada, as nano ou microparticulas sdo formadas. Em outro exemplo, o método de
emulsdo inversa (dgua-6leo), o polimero e o composto de interesse sdo dissolvidos em
dgua e vertidos em uma fase orgénica contendo solventes fortemente apolares (hexano
ou éter de petrdleo, por exemplo), necessitando-se novamente a quebra da emulsdo para
formacgdo das particulas de interesse. Finalmente, um dos métodos mais usados na
literatura para encapsulamento de foirmacos hidrofébicos € a nanoprecipitacido, em que o
polimero € dissolvido em um solvente orgdnico volatil e solivel em 4gua e,
posteriormente, esta solucdo € adicionada a uma fase aquosa com tensoativos
apropriados. As grandes vantagens deste método sdo que ndo € necessdria a evaporagio
do solvente para formacao das nanoparticulas, o método apresenta facil escalonamento e
resulta em uma distribuicio homogénea de tamanho de ordem nanométrica (Fessi et
al.,1987).

Comumente, as nanoparticulas poliméricas sdo construidas utilizando-se como
matriz polimeros biodegraddveis e biocompativeis que, por definicdo, sdo materiais
passiveis de serem degradados a produtos indcuos por vias metabdlicas animais e,
especialmente, humanas (Prabaharan, 2008). Dentre esses materiais comumente
empregados na obtengdo de nanoparticulas poliméricas, podem ser citados a quitosana,
alginato, estruturas baseadas em lactato (PLA), glicolato (PLG) e seus co-polimeros
(PLGA), polimeros de caprolactona (PCL) e co-polimeros de lactato e caprolactona

(PLCL). Tais materiais apresentam um longo histérico de uso médico e farmacéutico e,
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atualmente, tém o aval do 6rgdo americano FDA (Food and Drug Administration) para
usos terapéuticos em humanos (FDA, 2008). E importante ressaltar que tais cuidados
sdo cruciais na constru¢do de sistemas de liberacdo sustentada, visto que a matriz
polimérica nao funciona somente como um veiculo e sim como parte do agente
terapéutico, visto que ha uma completa alteracdo das propriedades fisico-quimicas e
farmacoldgicas do composto de interesse quando hd a conjugacdo com o sistema de
liberag@o sustentada. Especificamente, o polimero poli-lactideo-co-glicolideo (PLGA)
apresenta aprovacdo do FDA e ANVISA, bem como possui um amplo histérico de uso
na literatura e inddstria farmacéutica para aplicagdes em dispositivos médicos, tais
como suturas e implantes biodegraddveis (FDA, 2008).

Diversos usos farmacé€uticos e biotecnoldgicos tém sido propostos para as
nanoparticulas poliméricas, tais como encapsulamento de compostos cosmecéuticos,
antibidticos (Durdn et al, 2008), antitumorais (Marcato & Duran, 2007),
fototerapéuticos, imunossupressores, proteinas, genes ¢ ARNs de interferéncia, além de
formulacdes contento contrastes para diagndsticos (Lee et al., 2008; Jain,, 2008-a).
Desta forma, as nanoparticulas poliméricas apresentam grande potencial farmac€utico e
biotecnolégico na viabilizacdo e potencializagdo de efeitos farmacoldgicos tanto de
compostos ja conhecidos quanto de farmacos emergentes, bem como redugido de seus

efeitos adversos.
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4. OBJETIVO GERAL

Uso da violaceina livre e veiculada por nanocarreadores como agente

antibacteriano.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

g)

Preparacdo de nanoparticulas poliméricas biodegradédveis a base de PLGA
50:50 encapsulando o agente ativo violaceina;

Caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas;

Caracterizag@o do perfil de cinética de liberacio in vitro do sistema obtido;
Avaliagdo da atividade antibacteriana in vitro da violaceina encapsulada
frente a diferentes linhagens bacterianas;

Avaliagdo de possiveis mecanismos de acdo combinada entre violaceina
livre/encapsulada com outros antibidticos;

Desenvolvimento de modelos murinos de infeccdo sist€émica por
Staphylococcus aureus.

Avaliagdo da atividade antibacteriana in vivo da violaceina livre e
encapsulada frente a linhagem de S. aureus Rib1l, uma linhagem resistente a

metilciclina.
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6. JUSTIFICATIVA

Diversos estudos comprovam o amplo espectro de atividade bioldgica da
violaceina, incluindo sua atividade antibacteriana e antitumoral. Em se tratando dessas
atividades, nosso laboratério previamente concluiu estudos demonstrando potente
atividade da violaceina livre frente a cepas e isolados de S. aureus e S. epidermidis,
além do importante fato de que fenétipos de resisténcia a violaceina ndao foram
detectados. Contudo, o uso desse composto € limitado pela sua baixa solubilidade em
dgua e fluidos corpdreos, bem como sua sensibilidade a pH e elevada toxicidade. A
proposta desse trabalho € criar um sistema de liberacdo sustentada que facilite a
solubilizacdo desse composto bem como promova prote¢do contra variacdes de pH e
reducdo da toxicidade para o organismo. Tais fatos sdo bem descritos na literatura de
sistemas de liberacdo sustentada e sdo apontados como vantagens de tais sistemas frente

as terapias antimicrobianas atuais. Ainda, o sistema aqui proposto pode incrementar

outras atividades da violaceina livre, tais como atividade antitumoral e antiparasitaria.

7. METODOLOGIA

7.1) Extracdo e purificacdo da violaceina

Tal etapa foi realizada em parceria com o Prof. Dr. Nelson Durin, do
Laboratério de Quimica Bioldgica (Instituto de Quimica — Unicamp). A violaceina
utilizada neste trabalho foi extraida e purificada da linhagem CCT 3468 de
Chromobacterium violaceum, como descrito em Rettori & Durdn (1998). Inicialmente,

culturas liquidas de C. violaceum foram repicadas em 1 L de meio CN suplementado
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com 0,5% de glicose (m/v) e 0,032% do aminodcido L-triptofano (m/v) e crescidas
durante 18 h a 30°C e agitacdo de 120 rpm. Posteriormente, o caldo foi transferido para
garrafas Roux recobertas com algodao e tais garrafas foram incubadas durante 3 dias em
biorreator de gavetas a 30°C (Rettori & Durdn, 1998) com tensdo constante de oxigénio
para inducdo da sintese da violaceina pelas culturas. Apds esse periodo, a massa bruta
foi extraida do algoddo usando-se etanol comercial 95% e rotaevaporada até a extracio
completa do solvente orgdnico. A massa foi desidratada por liofilizacdo a -20°C para
iniciar-se o processo de purificacdo.

A etapa de purificagdo foi feita em extrator tipo Soxhlet em trés etapas distintas:
inicialmente, utilizou-se cloroférmio para romper e eliminar componentes de membrana
e parede celular. Em seguida, usou-se éter etilico para eliminag¢do de outros pigmentos e
antibiéticos produzidos por C. violaceum (principalmente intermedidrios da sintese da
violaceina, tais como a desoxiviolaceina). Por fim, a extracdo da violaceina se fez com
etanol (P.A) e tal fracdo foi rotaevaporada e ressuspensa em metanol. A fragdo
metandlica foi submetida ao processo de microextragdo em fase liquida, que consiste na
retirada do metanol que solvata o composto de interesse pela adicdo de 4gua (que
solubiliza o metanol, porém ndo a violaceina). O resultado é a cristalizacdo e
precipitacdo da violaceina.

Para assegurar a pureza da amostra, um processo de filtracdo em coluna de silica
(porosidade 100-200 mesh) foi realizado na violaceina cristalizada, usando-se como fase
movel etanol (P.A). Por fim, a violaceina pura foi rotaevaporada e liofilizada para
posteriores andlises e procedimentos experimentais.

Para averiguar a pureza da amostra, andlises de RMN e espectroscopia em UV-

Vis foram realizadas. A pureza dos lotes foi determinada como acima de 98 %.
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7.2) Preparacdo das nanoparticulas

As particulas foram preparadas pelo método de nanoprecipitagido, como descrito por
Fessi et al. (1987). Inicialmente, o polimero biodegradavel PLGA 50:50 e o composto
ativo violaceina foram completamente dissolvidos em acetona nas propor¢des de 0,4% e
0,05%, respectivamente. Essa fase orgédnica foi continuamente vertida a uma fase
aquosa contendo o tensoativo polimérico Pluronic F68 e o estabilizante PVA nas
propor¢oes de 0,06% de cada um. A mistura foi mecanicamente agitada por 5 min e
posteriormente rotaevaporada para extracdo do solvente orginico e redu¢do do volume
da suspensdo. A caracterizagdo fisico-quimica foi realizada para diferentes volumes
finais de suspensdo, bem como para a formulacdo liofilizada. Ainda, um planejamento
foi adotado para verificar a influéncia das concentragdes de tensoativos sobre os
parametros fisico-quimicos, estabilidade, eficiéncia de encapsulamento e rendimento da
preparacdo. Para tal, foram realizada preparagdes variando-se a quantidade dos dois

tensoativos da preparac@o e, por fim, os parametros descritos acima foram avaliados.

7.3) Caracterizacido das nanoparticulas

7.3.a) Distribuicdo de tamanho e potencial Zeta

A andlise de distribuicdo de tamanho e potencial Zeta foi realizada pelo método
de espalhamento de luz dindmico (EDL). As amostras foram serialmente diluidas em
dgua deionizada e analisadas pelo aparelho Malvern ZetaSizer Nano Series (Malvern,
Reino Unido). Os sistemas obtidos em suspensdo apresentaram-se monodispersos

(indices de polidispersidade < 0,08).
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7.3.b) Eficiéncia de encapsulamento

Inicialmente, as nanoparticulas em suspensdo e as nanoparticulas precipitadas
por centrifugacdo foram dissolvidas em etanol absoluto para solubilizagdo do total de
violaceina presente na preparacdo. Posteriormente, esse conteido foi centrifugado a
12.000 rpm por 10 min para precipitacdo do polimero e tensoativos da matriz. Por fim,
o sobrenadante teve sua concentracdo de violaceina determinada por andlise em
espectroscopia em UV-Vis a 575 nm (coeficiente de extincdo molar da violaceina a 575

nm em etanol — €s7spmEton) = 2,98 X 107 mL.ug’l.cm'l).

7.3.c) Rendimento da preparacdo

Para obter-se o rendimento bruto da preparacdo, as nanoparticulas foram
precipitadas e lavadas duas vezes com dgua deionizada por centrifugacdo a 10.000 rpm.
Posteriormente, o precipitado foi congelado em nitrogénio liquido e liofilizado durante
24 h. A massa total foi recuperada, quantificada e o rendimento da preparacdo foi
calculado pela expressdo: (Massa de total recuperada)/(Massa de polimero utilizado na

preparacdo — Massa de violaceina recuperada na formulacdo).

7.3.d) Perfil de cinética de liberacdo in vitro

A avaliacdo do perfil de cinética de liberacdo in vitro foi realizada em solucdo de
tampdo fosfato-Tween 40. Tal sistema permite a andlise da solubilizacdo e liberacdo de
compostos hidrofébicos para a solugdo de andlise. Inicialmente, uma quantidade de 5

mL da suspensdo contendo as particulas foi dissolvida em 20 mL da solucdo de andlise.
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Posteriormente, o sistema foi incubado a 37°C e agita¢do constante de 200 rpm. Em
intervalos de tempo, uma aliquota da solucdo foi coletada, centrifugada e seu
sobrenadante foi submetido a andlise de espectroscopia em UV-vis a 575 nm para
determinacdo da quantidade de violaceina solubilizada ou liberada naquele intervalo de
tempo. Para evitar a saturacio da solugdo de andlise, ao fim de cada coleta adicionou-se
um volume extra de 1 a 2 mL de nova solucdo tampdo fosfato-Tween 40. Como
controle de liberacdo, uma quantidade de violaceina livre equivalente ao total presente
nos 5 mL de formulac@o teve seu perfil de solubilizacdo analisado sobre as mesmas
condi¢des descritas acima. Os resultados foram convertidos em porcentagem cumulativa

de farmaco liberado por intervalo de tempo.

7.4) Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro

7.4.a) Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas nesse trabalho estdo descritas na Tabela 1.
Todas as linhagens foram crioconservadas a -80°C em estoques contendo glicerol a 2,5

M (40% v/v).
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Tabela 1: Linhagens e isolados bacterianos utilizados neste trabalho.

Linhagem ou isolado Procedéncia
Escherichia coli ATCC 25922 Prof*. Dr*. Ana Licia da Costa Darini
Salmonella enterica Typhimurium LT2 Prof. Dr. Roy Curtiss III
Staphylococcus aureus ATCC 29213 SASM LGBMOL
Staphylococcus aureus ATCC 25923 SASM Prof. Dr. Nelson Durén
Staphylococcus aureus N315 SARM Prof®. Dr". Elsa Masae Mamizuka
Staphylococcus aureus Ribl SARM Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira
Staphylococcus aureus BEC9393 SARM Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira
Staphylococcus aureus HV 27Hetero SAIV SARM Prof®. Dr". Elsa Masae Mamizuka
Staphylococcus aureus HV 138 Hetero SAIV SARM Prof*. Dr* Elsa Masae Mamizuka
Staphylococcus aureus VISA V15 SARM Prof®. Dr". Elsa Masae Mamizuka
Staphylococcus aureus VISA V7 SARM Prof®. Dr". Elsa Masae Mamizuka
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 SESM Prof®. Dr*. Ana Lucia da Costa Darini
Enterococcus faecalis ATCC29213 Prof®. Dr*. Ana Lucia da Costa Darini

7.4.b) Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI)

A determinacdo da concentra¢do minima inibitdria foi realizada por ensaios de
microdiluicdo em caldo MH em uma ampla faixa de concentracdo de tratamentos, como
sugerido pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003). Inicialmente, as
bactérias foram cultivadas em meio MH sélido a 37°C para a obtencdo de coldnias
isoladas. Posteriormente, as colonias foram solubilizadas em solucdo salina 0,85%
(m/v) e ajustadas ao indice 0.5 na escala de Mac Farland (1,5 x 10® unidades formadoras
de colonia — ufc.mL™). Tal solugdo foi diluida em caldo MH e distribuida em placa de
96 cavidades a densidade de 10° ufc/cavidade. Cada cavidade foi tratada com diferentes
concentracdes da formulagdo de nanoparticulas contendo violaceina. As placas foram

incubadas durante 18 horas e a densidade Optica das culturas foi determinada a 595 nm,
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apos esse periodo. Como corroboragdo, os contetidos de cada cavidade foram diluidos
seriadamente em solu¢do salina e plaqueados em meio MH sélido para posterior
contagem das unidades formadoras de colonia. Como controle, foi usada uma

formulacdo de nanoparticulas preparada sem adi¢do de violaceina.

7.4.c) Experimentos de tempo-morte

Os experimentos de tempo-morte foram conduzidos para as linhagens ATCC
29213, BEC 9393 e Rib 1 de S. aureus, visto que a ATCC 29213 € uma cepa padrdo
para testes de compostos antibidticos (CLSI, 2003) e que as cepas BEC 9393 e Rib 1
sdo isolados SARM de importancia clinica. Para tal, as linhagens foram semeadas em
meio MH sélido e crescidas por 18 h a 37°C. Posteriormente, coldnias isoladas foram
diluidas em solug@o salina 0,85% (m/v) e ajustadas para o indice 0.5 na escala de
MacFarland (correspondente a 1,5 x 108 ufc.mL'l). Desta solugdo, 10 pL foram
transferidos para 10 mL de meio MH caldo, atingindo-se uma densidade de 10° ufc.mL”
!, Tais culturas foram tratadas com duas concentracdes de violaceina livre e encapsulada
e crescidas a 37°C sob agitacdo de 200 rpm. Em intervalos de tempo, uma aliquota de
100 pL de cada cultura foi separada, seriadamente diluida e plaqueada em meio MH
solido pelo método da gota, como descrito por Barbosa et al. (1993). As placas foram
crescidas durante 18 h a 37°C e o total de unidades formadoras de col6nias recuperadas
foram contadas para as dilui¢Ges realizadas. Para confirmar a linearidade dos dados, a
concordancia entre os valores das dilui¢des foi adicionalmente determinada, sendo que

os resultados a seguir demonstrados apresentaram uma alta correlacdo linear (*> 0.97).
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7.4.d) Atividade combinada da violaceina livre e encapsulada com outros antibioticos

Para avaliar possiveis agdes combinadas da violaceina livre e encapsulada com
outros antibidticos, foi utilizada a metodologia de ensaio de determinacdo da
concentracdo minima inibitéria em duplo gradiente, descrita por Chin et al. (1997).
Inicialmente, as concentracdes minimas inibitérias de todos os antibidticos testados
foram determinadas separadamente, de acordo com os procedimentos descritos na secdo
5.2.c. Posteriormente, foram realizados os ensaios de interacdo construindo-se um
gradiente de violaceina livre ou encapsulada e, em seguida, um segundo gradiente
(localizado perpendicularmente ao primeiro) do antibidtico a ser testado em placas de
96 cavidades. Os resultados foram interpretados como concentragdo minima inibitéria
da combinacdo, ou seja, a concentracdo minima de violaceina livre ou encapsulada que,
quando combinada com uma concentragdo minima do segundo antibidtico, promove
inibicdo do crescimento bacteriano. Por fim, o indice de concentracio letal fracionada

(CLF) foi calculado de acordo com as expressdes:

CLF = CMI(Vc)/CMI(Vs) + CMI(Ac)/CMI(As); e

CLF = CMI(VEc)/CMI(VEs) + CMI(Ac)/CMI(As),

onde CMI(Vc) é a concentragdo minima inibitéria da violaceina livre usada em
combinacdo com o segundo antibidtico, CMI(Vs) é a concentragdo a inibitéria da
violaceina livre usada sozinha, CMI(Ac) é a concentragdo minima inibitéria do segundo
antibidtico usado em combinacdo com a forma livre ou encapsulada da violaceina,
CMI(As) é a concentragdo minima inibitéria do segundo antibidtico usado sozinho,

CMI(VEc) € a concentragdo minima inibitéria da violaceina encapsulada usada em
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combinacdo com o segundo antibitico e CMI(VEs) é a concentragdo a inibitéria da
violaceina encapsulada usada sozinha. Os valores de CLF foram interpretados da
seguinte forma: CLF < 0.5 = interacdo sinérgica; 0.5 < CLF < 1.0 = interagdo aditiva;
1.0 < CLF £ 4.0 = indiferente; CLF > 4.0 = interac¢do antagdnica (Chin et al., 1997). Os
antibidticos usados nesse teste foram: ampicilina, oxacilina, estreptomicina,

cloranfenicol e rifampicina.

7.5) Avaliacdo da atividade antimicrobiana in vivo

7.5.a) Estabelecimento do modelo de infeccdo por S. aureus

Modelos murinos de infec¢do sist€émica por S. aureus para avaliagdo da
atividade antibacteriana sdo escassos na literatura, sendo o modelo murino CF-1 o mais
utilizado (Kokai-Kun et al., 2007). No entanto, ndo dispomos desta linhagem em nosso
meio. Para os testes in vivo de atividade antibacteriana da violaceina livre e
encapsulada, essa parte do trabalho visou testar e obter modelos de infec¢do sistémica
por S. aureus em diferentes linhagens de camundongos.

Analisamos a capacidade de diferentes linhagens e isolados clinicos de S. aureus
em estabelecer infec¢do sistémica em modelo murino imunodeprimido C3H Nude. Os
animais foram obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB-Unicamp) e usados com idade entre 6-8 semanas. Todos os procedimentos
experimentais descritos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-Unicamp), com nimero de

protocolo 1619-1 (Setembro, 2008).
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Inicialmente, os animais foram inoculados intraperitonialmente com 10% ufc de
diferentes linhagens de S. aureus (ATCC 29213, N315, BEC9393 e Ribl).
Posteriormente, coletas de sangue e 6rgdos foram realizadas 7 dias apds a infeccdo. As
amostras foram serialmente diluidas em solucdo salina 0,85% (m/v) e plaqueadas em
meio AMS pelo método de gotejamento, como descrito por Barbosa et al. (1998). Tais
culturas foram crescidas por 24 h a 37°C e a quantidade total de ufc foi detrerminada.

Ap6s os resultados obtidos (ver secdo de Resultados e Discussdo), pode-se
concluir que a linhagem Rib 1 apresentou maior sucesso na taxa infec¢do no modelo
citado. Dessa forma, usou-se esta linhagem como padrdo para infecg¢do sistémica.
Adicionalmente, foi testada a capacidade desta linhagem em infectar modelos
imunocompetentes, sendo escolhida a linhagem de camundongos Balb/C Uni (obtida do
Centro de Bioterismo da Unicamp) como modelo experimental. Tais procedimentos
foram aprovados pelo CEEA-Unicamp, com nimero de protocolo 1730-1 (Dezembro,
2008).

Ambas as linhagens de camundongos foram infectadas com 10% ufc da linhagem
Rib 1 e, periodicamente, coletas de sangue foram realizadas para acompanhar o curso da
infeccdo. As amostras de sangue foram serialmente diluidas em solug¢do salina e
plaqueadas em meio AMS pelo método de gotejamento, como descrito acima. Tais
culturas foram crescidas por 24 h a 37°C e a quantidade total de ufc foi contada.

Como corroboracdo dos dados, 30 colonias dessas culturas foram escolhidas
aleatoriamente e submetidas a identificacdo bioquimica completa automatizada pelo
aparelho bioMéuriex VITEK 2 — sistema de identifica¢do para bactérias Gram-positivas
(Marcy I'Etoile, France), como descrito em Funke & Funke-Kissling (2005). Para
controle rotineiro, colonias aleatoriamente escolhidas foram periodicamente submetidas

areavaliacdo da CMI para oxacilina e teste de coagulase.
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7.5.b) Experimentos de atividade antimicrobiana in vivo da violaceina livre e

encapsulada

Ap6s os resultados de estabelecimento do modelo de infec¢do sist€émica por S.
aureus, a linhagem Ribl mostrou-se um modelo de infec¢do mais interessante para
avaliacdo da atividade antimicrobiana da violaceina livre e vinculada ao sistema de
liberagdo sustentada aqui obtido por dois motivos principais: primeiro, presenca de
persistente e mais elevado titulo de ufc em curtos intervalos de tempo em comparacio
as outras linhagens testadas; segundo, devido a sua importancia clinica, visto o seu
fen6tipo SARM.

Dessa forma, inicialmente os animais C3H Nude foram infectados
intraperitonialmente, como descrito na se¢do anterior. Quatro horas apds a infecg¢ao,
diferentes doses de violaceina livre e encapsulada foram ministradas
intraperitonialmente nos camundongos e, posteriormente, uma segunda dose foi
ministrada 22 h apds a infecgdo inicial. Depois de um periodo de 24 h apds a segunda
dose de farmaco (50 h pds-infec¢do), os animais foram submetidos a coleta de sangue e
sacrificados para coleta de baco e figado. Os Orgios foram mecanicamente
homogeneizados e diluidos serialmente para plaqueamento em meio AMS. Da mesma
forma, o sangue foi serialmente diluido e plaqueado segundo o procedimento
apresentado na secdo 6.5.a.

Por fim, procedimentos similares foram realizados para acompanhar a atividade
animicrobiana in vivo da violaceina livre e encapsulada em modelo Balb/C Uni com
algumas adaptagdes. Os animais foram infectados intraperitonialmente como descrito
anteriormente e a infec¢do foi acompanhada durante 5 dias. Apds esse periodo, foram

realizados os devidos tratamentos. No caso desse modelo, foram avaliadas as respostas
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obtidas com uma ou duas doses de igual quantidade de violaceina livre ou encapsulada:
a primeira dose foi aplicada 5 dias apds a infec¢@o e, nos casos da segunda dose, o
tratamento foi realizado apds um intervalo de 18 h da primeira aplicacdo. Passados 7
dias pds-infeccdo, recolheu-se sangue dos animais tratados com uma e duas doses dos
antimicrobianos aqui analisados. Dados os resultados desses experimentos, verificou-se
que a andlise comparativa entre as atividades da violaceina livre e encapsulada s6 seria
possivel com a aplicacdo de duas doses de cada uma das formulagdes uma vez que, no
caso da violaceina livre, a aplicacdo de uma unica dose resultou em comportamento
randdmico em termos de recuperacdo de ufc. Portanto, a coleta de 6rgaos foi realizada
somente para os animais tratados com duas doses apds 7 dias de infec¢do. A coleta e
processamento dos 6rgios foram realizados como descrito anteriormente para o modelo

C3H Nude

7.6) Analise estatistica

Os experimentos de cinética de liberagdo in vitro foram conduzidos com 4
replicatas e repetidos 3 vezes. Os experimentos de determinacdo da CMI foram
realizados com 8 replicatas e repetidos 3 vezes e as curvas de tempo-morte foram
conduzidos com 4 replicatas e repetidas 3 vezes. As avaliagdes in vivo foram realizados
com 4 animais por grupo e repetidos 3 vezes. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas pelo teste ANOVA e probabilidades menores que 0,05 foram consideradas

significativas.
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1) Preparacdo e caracterizacdo das nanoparticulas

Inicialmente, os parametros fisico-quimicos e taxas de recuperacdo de polimero
e violaceina de formulagdes preparadas com diferentes concentragdes de tensoativos
foram avaliados. Tais resultados estdo descritos na Tabela 2.

Como pode ser observado, as particulas apresentaram distribuicdo de tamanho
de ordem nanométrica e carga superficial externa (potencial Zeta) fortemente negativa.
Tais valores de carga superficial condizem com as predicdes da literatura sobre
formulacdes de nanoparticulas a base de PLGA (Ganea et al., 2008), uma vez que tal
polimero apresenta grupamentos carboxi-terminais ionizdveis em sua composicao.
Esses grupamentos, em solucdo aquosa, sofrem ionizagdo e geram grupamentos
carboxi-terminais negativos que explicam a carga superficial negativa observada.
Observa-se que os parametros fisico-quimicos e taxas de recuperacdo de polimero e
violaceina sdo fortemente influenciados por diferentes concentragdes de tensoativos e
estabilizantes na preparagdo. Ainda, as suspensdes obtidas apresentam melhores
resultados com a combinac@o Pluronic-PVA como fase tensoativa-estabilizante, com
concentracdo Otima de 0.06% de cada um desses componentes. De fato, a literatura
descreve a eficiente capacidade estabilizante do PVA em preparagdes de nanoparticulas
quando comparado a outros tensoativos/estabilizantes como SDS (Ganea et al., 2008;
Westedt et al., 2007). Ainda, a concentracdo de 0.06% de cada um dos componentes
tensoativos e estabilizantes da fase aquosa nos remete a uma proporcao final de 1,2% de
cada um desses componentes apds a reducdo de volume da suspensdo por

rotaevaporacdo. Ganea et al. (2008) descreve que os parametros 6timos de estabilidade
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fisi,o-quimica de suspensdo sdo obtidos com proporcdes de 1 a 2% de tensoativos na

suspensdo final. Portanto, o sistema obtido com 0,06%

de cada um dos

tensoativos/estabilizantes foi escolhido para futuras avaliacdes de estabilidade e

atividade antimicrobiana.

Tabela 2: Planejamento adotado para otimizacio da preparacio de nanoparticulas contendo

violaceina.
Preparacao Diametro médio Potencial Zeta Eficiéncia de Recuperacio de
(nm) (mV) encapsulamento (% ) polimero (%)
NP-Pluronic 0.12% 120 -32,5 - 65%
NP-Pluronic 0.06% 115 -33,6 - 55%
NP-Pluronic 0.06% - 116 -26,5 - 96%
PVA 0.06%
NP-Pluronic 0.06% - 128 -29,7 - 87%
PVA 0.03%
NP-Pluronic 0.12% - 140 -20,7 58% 59%
violaceina
NP-Pluronic 0.06% - 138 -18,7 60% 48%
violaceina
NP-Pluronic 0.06% - 131 -11,3 92% 93%
PVA 0.06% -
violaceina
NP-Pluronic 0.06% - 135 -15,8 85% 82%
PVA 0.03% -
violaceina

Um segundo teste foi realizado com tal sistema para verificar a influéncia do

processo de rotaevaporagao e extragao completa de dgua por liofilizagcdo nos pardmetros

fisico-quimicos do sistema descrito. Os resultados estdo mostrados na Tabela 3.

42



Tabela 3: Influéncia do processo de reducio do volume de suspensiao nos parametros fisico-

quimicos da preparacao das nanoparticulas (Nota: ND = valor nao determinado).

Branco Nanoparticulas com violaceina
Porcentagem de 4gua  Didmetro médio Potencial Zeta Diametro médio Potencial Zeta

na suspensio (nm) (mV) (nm) (mV)

100 117 £12,8 284 +1,4 128 £ 14,6 -159+£0,7

50 117 £ 14,5 -28,5+2,1 129 + 15,8 -13,6 £1,3

25 117 £ 14,2 -27,8+£0,8 129 £ 13,7 -12,4£0,8

10 117 £13,8 269+ 1,1 130 £ 12,1 -125+£1,3

5 118 £ 15,1 -26,5+0,7 131 £13,1 11,32 1,7
Suspensdo liofilizada 500 - 1.000 ND* 476 - 1.110 ND*

Ambos os parametros de distribuicdo de tamanho e carga superficial foram levemente
afetados pela reducdo do volume da suspensdo. No caso da distribui¢do de tamanho, o
efeito foi mais pronunciado quando foi realizado um processo de liofilizagdo pds-
reducdo de volume. Tal efeito é bem descrito na literatura e decorre do aumento da
tensdo interfacial entre as nanoparticulas 8 medida que a 4gua é completamente retirada
da suspensdo (Mosqueira et al., 2000). Como conseqiiéncia, ocorre agregacdo de
particulas vicinais e conseqiiente aumento do tamanho médio destas apds o processo de
liofilizagdo. Tal efeito pode ser corrigido com o uso de crioprotetores em concentragdes
entre 2 e 5% (m/v), que sdo compostos que promovem o aumento de viscosidade da
solug@o de andlise (exemplos: sacarose, manitol e tensoativos poliméricos de alto peso
molecular) e criam uma matriz amorfa ao redor das nanoparticulas (Jeong et al., 2005;
Abdelwahed et al, 2006). Essa matriz impede a aproximagdo e agregacdo das
nanoparticulas e previne seu aumento de tamanho durante o processo de liofilizagao.
Uma alternativa para escalonamento da preparacdo dessas formulagdes é o uso do
método de secagem por spray (spray-drying), que apresenta a vantagem de nao-

necessidade da reducdo de volume por rotaevaporacdo, bem como a obtencdo da
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formulacdo em formato de pd (interessante para fins farmacé€uticos, uma vez que
aumenta a estabilidade da formulacdo a longo prazo bem como reduz os riscos de
contaminacdo) com distribuicio de tamanho nanométrica e homogénea (Takashima et
al., 2007). Apesar do uso de suspensdes para armazenagem de nanoparticulas representa
um tépico de discussdo na literatura pela questdo da esterilidade da formulagdo, a
manutencdo de compostos com ampla atividade antibidtica e antifingica (como a
violaceina) torna-se facilitada, visto que o préprio composto ativo funciona como agente
esterilizante da suspensao.

No presente caso, dentre as formas de estocagem testadas, a manutencdo dos
sistemas em suspensdo com redu¢do de volume a 5% do volume inicial de formulagio
foi o melhor modo de estocagem e manipulagdo. Ainda, tal suspensdo apresentou boa
estabilidade fisico-quimica e manuten¢do de sua atividade bioldgica mesmo quando
estocada até 5 meses a 4°C.

Em termos de potencial Zeta, a variagdo mais significativa observada foi que a
adicdo de violaceina a preparacdo promove uma reducdo da carga superficial das
particulas. Tal efeito possivelmente deve-se a adsorcdo de parte da violaceina a
superficie externa das particulas. Essas observacdes sdo corroboradas pelos desvios
observados nos célculos de eficiéncia de encapsulamento quando se compara a carga de
violaceina dosada na suspensdo de nanoparticulas com a carga obtida na dosagem das
nanoparticulas precipitadas por centrifugacdo. As demais variagdes decorrentes da
reducdo do volume da suspensdo podem ser explicadas pelo aumento da concentracio

dos tensoativos na suspensao final & medida que o volume desta foi reduzido.
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8.2) Perfil de cinética de liberacdo in vitro

A caracterizacdo da cinética de liberagdo do sistema de liberagdo sustentada
obtido foi realizada em experimentos com 4 replicatas, bem como variando-se as
quantidades da formulacdo de violaceina encapsulada adicionada a solugdo de andlise.
A curva que resume os perfis de cinética de liberagdo do sistema de liberacdo sustentada

em comparag¢do ao perfil de difusio da violaceina livre estd descrita na Figura 3.
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Figura 3: Perfil de cinética de liberacao in vitro da violaceina livre (B) e encapsulada (0).

No caso da violaceina livre, observa-se um perfil de dissolu¢cdo completo na
solu¢do de andlise apés 8 h de incubagdo, enquanto que no caso da violaceina
encapsulada observa-se uma dissolu¢do inicial de aproximadamente 8% do seu
contetido total de violaceina até 8 h de incubacg@o, seguida por uma liberacdo gradativa
deste composto até 176 h de andlise. Esse comportamento pode ser explicado em duas
partes: em um primeiro momento, a violaceina ndo-encapsulada presente na suspensio é

dissolvida rapidamente na solu¢do de andlise e, em seguida, inicia-se a difusdo do
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contetido encapsulado para o meio externo. Tal resultado corrobora as observacgdes
realizadas nos ensaios de efici€éncia de encapsulamento, que aponta uma diferenca entre
6-10% do total de violaceina presente na suspensio em comparacdo ao total de
violaceina recuperada das nanoparticulas lavadas e liofilizadas. Por fim, tal ensaio ainda
comprova que a maior parte do firmaco usado na preparacdo foi encapsulado com
sucesso e apresenta liberacdo sustentada em fase aquosa, o que representa uma
possibilidade de controle da concentragdo liberada de violaceina em sistemas
bioldgicos. Essa propriedade ¢ amplamente descrita como uma vantagem dos sistemas
de liberagdo sustentada em relag@o a terapia convencional, visto que doses controladas e
com maior biodisponibilidade do composto de interesse podem ser ministradas in vivo,
facilitando dessa forma a manutengdo da sua concentracdo terapéutica em fluidos
corpéreos (Jain, 2008-b). Ainda, tal liberagdo sustentada pode ser moldada para
aumentar a eficiéncia de terapias de longa duracdo tais como tratamento de infec¢des

persistentes.

8.3) Ensaios de atividade antimicrobiana in vitro

8.3.a) Determinacdo das CMI

Ap6s a selecao do melhor sistema obtido, avaliou-se a atividade antimicrobiana
da violaceina encapsulada frente a diferentes linhagens bacterianas e comparou-se seu
efeito antimicrobiano com o da violaceina livre. Inicialmente, um ensaio de

determinacdo de CMI foi realizado. Os resultados estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Determinacao das CMI para diferentes linhagens bacterianas.

Linhagem ou isolado

Violaceina livre

Violaceina encapsulada

Staphylococcus aureus N315

Staphylococcus aureus Ribl

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus BEC 9393

Staphylococcus aureus HV 2THetero VISA
MRSA

Staphylococcus aureus HV 138 Hetero VISA
MRSA

Staphylococcus aureus VISA V15 MRSA
Staphylococcus aureus VISA V7 MRSA

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 MSSE

Enterococcus faecalis ATCC 29212
Escherichia coli ATCC 25922

Salmonella enterica 1L.T2

15 uM

15 uM

15 uM

30 uM

15 uM

60 uM

60 uM

60 uM

60 uM

15 uM

Insensivel até 200 pM
Insensivel até 200 pM

Insensivel até 200 pM

5,8 uM

5,8 uM

5,8 uM

12 uM

5,8 uM

30 uM

30 uM

30 uM

30 uM

7,5 uM

Insensivel até 200 pM
Insensivel até 200 uM

Insensivel até 200 uM

Por este ensaio, demonstra-se que a violaceina livre e encapsulada demonstra

atividade antibacteriana principalmente as linhagens de S. aureus e S. epidermidis,

enquanto que as linhagens Gram-negativas testadas ndo apresentam sensibilidade a

violaceina, tanto na forma livre quanto encapsulada. Tal resultado foi previamente

descrito por nosso grupo, uma vez que se demonstrou que linhagens bacterianas Gram-

negativas ndo apresentam sensibilidade a violaceina livre, mesmo quando esta € usada
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em concentragdes superiores a 1 mM. A tdnica espécie de bactéria Gram-negativa que,
entre as avaliadas, apresentou sensibilidade a violaceina foi Xanthomonas axonopodis
(CMLI: 30 uM). O motivo dessa diferenga esta sob investigacao.

Além disso, observa-se uma redug¢do na concentragdo minima inibitéria da
violaceina encapsulada quando comparada a violaceina livre, independente do perfil de
resisténcia da linhagem de S. aureus a meticilina ou a vancomicina. Ainda observa-se
que as linhagens resistentes intermedidrias a vancomicina apresentam maior resisténcia
a violaceina livre e encapsulada, possivelmente devido ao espessamento da parede
celular observado nessas linhagens, o que dificultaria a difusdo e penetracdo de
compostos ou sistemas antimicrobianos. De qualquer forma, a violaceina encapsulada
apresenta uma eficiéncia antimicrobiana em média 2 vezes maior do que a violaceina
livre nas linhagens aqui estudadas, possivelmente por um efeito de penetracdo
aumentada, visto que o sistema além de ser mais solivel em 4gua e fluidos biol6gicos
em comparacgdo a violaceina livre, a distribuicio de tamanho na casa de 150 nm
apresentada pelo sistema facilita a sua penetracdo na parede celular e na membrana

plasmatica.

8.3.b) Curvas tempo-morte

Ap6s a determinagdo das CMI, a agdo da violaceina livre e encapsulada foi
avaliada por experimentos de tempo-morte frente a 3 linhagens de S. aureus: ATCC
29213 (linhagem padrdao CLSI para teste de atividade antimicrobiana de compostos),
BEC9393 e Rib 1 (duas linhagens SARM de importancia clinica). Os resultados estdo

demonstrados na Figura 4.
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Figura 4: Curvas tempo-morte para as concentracoes de 25 (A.1, B.1e C.1) e 50 pM (A.2,B.2 e
C.2) de violaceina livre ou encapsulada contra as linhagens (A) ATCC 29213, (B) BEC 9393 e (C)

Rib 1. (Legenda: m — controle nao tratado; e — violaceina livre; A - violaceina encapsulada).

Observa-se uma clara diferenca de atividade entre a violaceina livre e
encapsulada nas concentragdes de 25 ¢ 50 uM. No caso da concentracdo de 25 uM, ¢é
observado que tanto a violaceina livre quanto encapsulada promovem uma reducao
acima de 3 logs no crescimento em todas as linhagens analisadas até 10 h de incubagao,
sugerindo um efeito bactericida de ambas as formas da violaceina. Entretanto, apds
10 h, a violaceina livre falha em conter o crescimento de todas as linhagens, enquanto a
violaceina encapsulada promove um continuo efeito bactericida até 24 h. Essa tendéncia
¢ também observada na concentracdo de 50 uM com tempos de incubag@o acima de 14
h, especialmente na linhagem ATCC 29213. Apds 24 h, a violaceina livre deixa de

exercer seu efeito antibacteriano e nas duas concentracdes analisadas o crescimento
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excede em mais de 10 logs apds esse periodo. No caso da violaceina encapsulada, o
efeito antibacteriano se mantém mesmo apds 24 h, visto que recuperagcdo de ufc
permanece baixa até 36 h de incubag¢do com a linhagem ATCC 29213, 48 h para a
linhagem BEC9393 e acima de 72 h para a linhagem Rib 1. Esse efeito adiciona um
outro possivel mecanismo para explicar a maior eficiéncia da violaceina encapsulada
em comparagdo a violaceina livre. Como a violaceina livre estd 100% disponivel no
meio de cultura nos tempos iniciais do ensaio, esta se apresenta susceptivel a
degradag@o enzimdtica e por oscilagdes de pH, enquanto que, no caso da violaceina
encapsulada, o ativo permanece protegido contra esses fatores, aumentando, portanto, a
fracdo de violaceina ativa no meio de cultura. Além disso, a liberacdo sustentada
(comprovada no ensaio de cinética de liberagdo) do composto promove um efeito
antibacteriano prolongado, o que corrobora os fatos observados nas curvas tempo-
morte. Dessa forma, trés possiveis mecanismos que promovem melhor -efeito
antibacteriano da violaceina encapsulada sdo propostos: a maior taxa de penetracido
(dados os resultados de CMI), protecdo do ativo contra ataques enziméticos e oscilagdes

de pH e liberacdo sustentada do ativo por tempos prolongados (dadas as observagdes da

curva de cinética de liberagdo e das curvas tempo-morte).

8.3.c) Atividade combinada da violaceina livre e encapsulada com outros antibioticos

Possiveis interacdes de atividade antibacteriana da violaceina livre foram
estudadas usando-se dois antibidticos P-lactamios (ampicilina e oxacilina), dois
inibidores de sintese protéica (estreptomicina e cloranfenicol) e um inibidor de RNA

polimerase (rifampicina). Tais interagdes tém implicacdo clinica para uso de terapias
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combinadas de antibidticos para tratamento de infec¢es persistentes ou causadas por

microorganismos multiresistentes. Os resultados estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Acao combinada da violaceina livre com ampicilina, oxacilina, estreptomicina,

cloranfenicol e rifampicina.

.....

Combinacao CMI(Vs) CMI(Vce) CMI(As) CMI (Ac) CLF Interacao
Violaceina livre + 15 2.8 33,7 13,5 0,6 Aditiva
Ampicilina
Violaceina livre + 15 7.5 31,2 5 0,7 Aditiva
Oxacilina
Violaceina livre + 15 11,5 55 4,2 2,1 Indiferente
Estreptomicina
Violaceina livre + 15 3,8 12,4 2.5 0,4 Sinérgica
Cloranfenicol
Violaceina livre + 15 0,02 0,3 1,5x10* 0,02 Sinérgica
Rifampicina
Notas:

CMI(Vs): concentragdo minima inibitdria da violaceina livre usada separadamente;
CMI(Vc): concentragcdo minima inibitéria da violaceina livre usada em combina¢do com
outro antibiotico;

CMI(As): concentragdo minima inibitdria do segundo antibiético usado separadamente;
CMI(Ac): concentragdo minima inibitéria do segundo antibidtico usado em combinacgio
com a violaceina livre;

CLF: indice de concentracio letal fracionada.

Observa-se que a violaceina livre apresenta acdo aditiva quando combinada com
outros antibidticos beta-lactimios. De fato, em nosso grupo foram observadas

evidéncias por microscopia eletronica de transmissdo de que um dos possiveis
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mecanismos de a¢do antimicrobiana da violaceina envolve disrupcdo de parede celular
(Micas et al., manuscrito em prepara¢do). Uma vez que combinagdes entre antibidticos
que atuam sobre parede celular normalmente resultam em efeitos aditivos, tais
observagcdes somadas as andlises de microscopia eletronica explicam, em parte, esse
mecanismo de acdo aditiva observado e fornece pistas sobre o possivel mecanismo de
acdo antibacteriana da violaceina sobre S. aureus. Uma observacio inesperada foi o
efeito sinérgico promovido pelas combinagdes violaceina-cloranfenicol e violaceina-
rifampicina, visto que cloranfenicol e rifampicina sdo dois antibidticos bacteriostéticos.
Como em geral os antibidticos que agem sobre parede celular necessitam de culturas em
alta taxa de divisdo celular para exercer seus efeitos, comumente sua combinag¢do com
antibidticos bacteriostaticos resulta em efeitos antagénicos (Eliopolus, 1989). Tais
observagdes sugerem que a violaceina ative distintos e concomitantes mecanismos de
toxicidade, como j4 foi observado nos mecanismos de ag¢do da violaceina sobre células
tumorais, que podem envolver distintas sinaliza¢des de apoptose mediadas por TNF e
Akt e producdo de espécies reativas de oxigénio (de Carvalho et al., 2006; Ferreira et
al.,2004; Kodach et al., 2006).

O mesmo tipo de ensaio foi realizado com a violaceina encapsulada. Os

resultados estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6: Acao combinada da violaceina encapsulada com ampicilina, oxacilina, estreptomicina,

cloranfenicol e rifampicina.

Combinacio

CLF

Interacio

Violaceina
encapsulada +
Ampicilina
Violaceina
encapsulada +
Oxacilina
Violaceina
encapsulada +
Estreptomicina
Violaceina
encapsulada +
Cloranfenicol
Violaceina
encapsulada +
Rifampicina

0,51

0,68

0,37

0,44

7.8x 1073

Aditiva

Aditiva

Sinérgica

Sinérgica

Sinérgica

Notas:

CMI(VESs): concentracdo minima inibitéria da violaceina encapsulada usada

separadamente;

CMI(VEc): concentracdo minima inibitéria da violaceina encapsulada usada em

combinacdo com outro antibidtico;

CMI(As): concentragdo minima inibitdria do segundo antibiético usado separadamente;

CMI(Ac): concentragdo minima inibitéria do segundo antibidtico usado em combinacgio

com a violaceina encapsulada;

CLF: indice de concentracio letal fracionada.

Observa-se que em termos de interacdo com [-lactdmios, da mesma forma que

foi observado nos ensaios de combinagdo da violaceina livre, hd um aditismo entre a

violaceina encapsulada com ampicilina e oxacilina. O resultado mais interessante é a

interacdo com estreptomicina que, no caso da violaceina livre, ndo ha interagdo

significativa, enquanto no caso da violaceina encapsulada a interacdo passou a ser
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sinérgica. Uma possivel explicagdo para esse fato é uma interacdo da estreptomicina
com a superficie externa das nanoparticulas via grupamentos amino protonados do
antibiético (-NH3;") com os grupos carboxilicos terminais do PLGA. Tal interagdo
promoveria uma penetracdo aumentada da estreptomicina nas células bacterianas, visto
que aparentemente o sistema aqui apresentado possui efeito de penetragdo em parede
celular. Entretanto, nos controles experimentais em que doses de estreptomicina foram
ministradas concomitantemente com concentragdes crescentes de nanoparticulas sem
violaceina ndo foram observados efeitos aditivos ou sinérgicos, sugerindo que o arrasto
da estreptomicina por interagdo com a superficie externa das nanoparticulas ndo é o
responsavel pelo efeito observado. Logo, hd um mecanismo diferenciado de sinergismo,
provavelmente decorrente de uma diferenca no mecanismo de toxicidade promovido
pela violaceina encapsulada. Investigacdes futuras necessitardo serem conduzidas para
explicar melhor esse efeito.

Apesar dos mecanismos de interacdo entre as formas livre e encapsulada da
violaceina permanecerem desconhecidos, tais dados apresentam importincia clinica

para terapia antimicrobiana combinada contra infec¢des sistémicas.

8.4) Estabelecimento do modelo murino de infeccdo por S. aureus

Os resultados da infeccdo sist€émica por diferentes linhagens de S. aureus apds 7
dias de infec¢do nos animais C3H Nude estdo demonstrados na Figura 5. Observa-se
que diferentes linhagens de S. aureus apresentam cinéticas de crescimento e colonizagio
distintas. Nos experimentos realizados, observou-se que a linhagem BEC9393 nao foi
capaz de promover colonizacdo eficiente e reprodutivel no modelo aqui testado,

enquanto que as linhagens N315, ATCC29213 e Ribl sdo capazes de colonizar
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eficazmente os animais. Observa-se ainda que, no caso dessas linhagens, Rib1 atinge
taxas mais altas de bacteremia em comparacio as linhagens N315 e ATCC29213. Tal
diferenca pode ser resultante do fato de que N315 e ATCC 29213 j4 sao linhagens
cultivadas por longos periodos em laboratério, sendo repassadas de laboratério em
laboratério, o que poderia acarretar uma selecdo em que fatores de viruléncia e
coloniza¢@o do hospedeiro foram selecionados negativamente. Uma vez que a linhagem
Rib 1 nao sofreu tal processo, esta apresenta-se mais adaptada a colonizacdo de
hospedeiros. Entretanto, mesmo a infeccdo por Rib 1 ndo demonstrou-se fatal apds 20
dias de infeccdo, apesar da infeccdo se apresentar persistente e ndao auto-regulada.
Devido a essa pronunciada diferenca de colonizacdo e pelo fato de ser uma linhagem
MRSA, a linhagem Rib 1 (que atinge taxas de bacteremia na casa de 5 logs em 3 dias)

foi selecionado como linhagem padrao para infeccdo sistémica e testes da atividade

antimicrobiana da violaceina livre e encapsulada in vivo.
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Figura 5: Valores de ufc detectados no (A) sangue, (B) figado e (C) baco de animais C3H Nude

infectados com diferentes linhagens de S. aureus apés 7 dias de infeccio.
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Ainda, devido a esses resultados, a linhagem Rib 1 foi selecionada para tentativas de
infecgdo sist€mica em modelo murino imunocompetente, utilizando-se para esses testes
a linhagem Balb/C Uni. Os testes comparativos de acompanhamento periédico de
infeccdo por Rib 1 nos modelos C3H Nude e Balb/C Uni estdo demonstrados na Figura

6.

-1

Iog.I 0(ufc.mL )

3 S 7 10 14

Tempo pés-infecgao (d)

Figura 6: Progressao da infeccio pela linhagem Rib 1 de S. aureus nas linhagens murinas (A)

C3H Nude e (B) Balb/C Uni. (Nota: ND - titulo niao detectavel).

Observa-se uma clara diferenca no curso da infeccdo dos animais C3H Nude em
comparagdo aos animais Balb/C. Primeiramente, a recuperacdo de ufc no modelo C3H
Nude € muito maior em comparagdo a linhagem Balb/C durante todo o tempo analisado.
Ainda, observa-se que a infeccdo no modelo C3H Nude é persistente e atinge titulos de
12 logs ap6s 14 dias de infeccdo, enquanto que a infeccdo dos animais Balb/C atinge
um pico em 7 dias e passa a ser resolvida apds esse tempo, atingindo titulos ndo

detectaveis apds 14 dias. A explicacdo para esse fendmeno é a imunidade adaptativa,
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ausente nos animais C3H Nude (visto que esta linhagem € timo deficiente e, portanto, a
resposta coordenada por linfocitos T € ausente) e presente nos animais Balb/C. Apesar
de tais resultados, vale-se frisar que em nenhum dos modelos analisados observou-se

morte dos animais experimentais devido a infec¢do.

8.5) Atividade antimicrobiana in vivo da violaceina livre e encapsulada

As Figuras 7 e 8 mostram os resultados da atividade antibacteriana da violaceina
livre e encapsulada em modelo murino C3H Nude e Balb/C Uni, respectivamente,
seguindo-se as condi¢cdes experimentais de inoculacio dos animais para estabelecimento
da infeccdo e com dois tratamentos. O uso de 2 doses por animal foi padronizado apds
demonstrado de que doses tnicas de violaceina livre administradas apds 4 h de infec¢io
promovem um comportamento randdomico na recuperagdo de ufc dos animais infectados
(dados nao mostrados).

Como pode ser observado nos dados apresentados nas Figuras 7 e 8, tanto a
violaceina livre quanto encapsulada apresentam uma atividade dose-resposta nos
modelos animais aqui descritos. Ainda, a violaceina encapsulada apresenta um perfil de
acdo mais eficaz em termos de eliminag@o da infec¢do no sangue, sendo necessaria uma
quantidade de 5,16 ng.kg" para reduzir a contagem de ufc a niveis ndo detectdveis no
modelo C3H Nude, enquanto que é necessdria uma quantidade de 8,5 ngkg' de
violaceina livre para promover efeito similar na corrente sanguinea. No caso do modelo
Balb/C Uni, € necessdria uma quantidade de 8,5 ng.kg'1 de violaceina encapsulada para
remogdo de mais de 99% da infec¢@o no sangue, enquanto quantidades de 25,5 ng.kg'1

de violaceina livre sdo necessdrias para promover efeitos similares.
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Figura 7: Tratamento de animais C3H Nude infectados com a linhagem Rib 1 de S. aureus e
tratados com duas doses de violaceina livre (barras negras) ou encapsulada (barras brancas) apos 4
e 22 h de infeccao. Os graficos A, B e C correspondem as quantidades de ufc recuperadas do
sangue, figado e baco, respectivamente. As diferencas estatisticamente significantes entre o

tratamento pela violaceina livre e encapsulada estao marcadas * (Nota: ND: titulo nao detectavel).

Ainda, observa-se que nas concentracdes de 1,72 ng.kg'1 os efeitos das duas formas
sdo bastante similares em termos de eliminacdo de ufc no figado e baco dos animais
infectados. Em quantidades mais altas (acima de 8,5 ng.kg'l), nota-se uma eficiéncia
maior da violaceina encapsulada, sendo que em concentracdoes de 34 ng.kg'1 a
violaceina encapsulada promove a reducdo da recuperacio de ufc a niveis ndo
detectdveis nos dois 6rgdos citados em animais C3H Nude, enquanto nos animais
Balb/C Uni quantidades de 25,5 ngkg' de violaceina encapsulada promovem
eliminacdo completa da infeccio no bago e figado. Tal efeito é observado para a
violaceina livre em doses acima de 50 ng.kg™” nos dois modelos testados (dados ndo

mostrados). Essa diferenca pode ser resultante de algumas varidveis, sendo a primeira
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delas o aumento da biodisponibilidade de violaceina quando esta se encontra
encapsulada, vista a solubilidade pronunciada do complexo em 4dgua. Ainda, outro fator
importante ¢ o uso do tensoativo Pluronic F68 na preparacdo. Relatos da literatura
demonstram que a biodisponibilidade de sistemas de liberacdo sustentada ¢é
proporcional & sua capacidade de escape de células fagociticas, tais como macréfagos
intraperitoniais e circulantes, células de Kupfer e macréfagos esplénicos (Romberg et
al., 2008). Tal fendmeno € bem descrito para os chamados lipossomos de primeira
geracdo, os quais eram facilmente fagocitados por células do sistema imune e, como
conseqiiéncia, a eficiéncia terapéutica de tais compostos era diminuida drasticamente.
Nesse contexto, foram criados os lipossomos e nanoparticulas furtivas, que sdo
construidas com a adi¢@o de tensoativos derivados de poli-etilenoglicol (dentre os quais
se encaixa o Pluronic F68) ou anexados a sua superficie por reacdes de funcionalizacio
ou simples adsorcdo (Fontana et al., 2001; Yang et al., 2007) ou ainda, mais
recentemente descrita, pela criacdo de dominios glicoconjugados (Agrawal et al., 2007).
Essas cadeias anexas promovem um impedimento estérico na formacdo dos
pseuddpodes de células fagociticas e, como conseqiiéncia, o sistema de liberacdo
sustentada escapa da fagocitose. Complementarmente, a presenca de agentes furtivos
promovem diminui¢do da adsor¢do de proteinas plasmdticas na superficie externa das
nanoparticulas, dificultando a opsonizacdo de suas superficies por anticorpos IgG e
fragdes C3b e C3bi do sistema complemento, resultando em redugdo do processo de
fagocitose (Romberg et al., 2008). Tal efeito € varidvel dependendo do processo de
obtencdo do sistema, contudo redugdes na taxa de fagocitose por macréfagos
intraperitoniais de até 5 vezes ja foram descritas (Yang et al., 2007; Agrawal et al.,

2007). Dessa forma, o uso do agente Pluronic F68 responde em parte pela maior

59



eficiéncia do sistema aqui obtido in vivo, sendo necessdaria menor quantidade de doses

do composto ativo para obtengcdo de um efeito terapéutico otimizado.
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Figura 8: Tratamento de animais Balb/C Uni infectados com a linhagem Rib 1 de S. aureus e
tratados com duas doses de violaceina livre (barras negras) ou encapsulada (barras brancas) apos 4
e 22 h de infeccao. Os graficos A, B e C correspondem as quantidades de ufc recuperadas do
sangue, figado e baco, respectivamente. As diferencas estatisticamente significantes entre o

tratamento pela violaceina livre e encapsulada estao marcadas * (Nota: ND: titulo nao detectavel).

Contudo, o aumento de biodisponibilidade pode se tornar um fator de risco caso as
doses ndo sejam finamente reguladas, visto que o tamanho nanométrico das particulas
obtidas aumenta também o efeito de penetracdo destas em células e, conseqiientemente,
efeitos colaterais podem ser observados apds o uso de muitas doses do sistema em

questdo. Ainda, devido ao aumento da permanéncia do complexo em circulacdo e
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liberag@o sustentada do mesmo, efeitos de sobrecarga hepdtica podem ocorrer com um
nimero excessivo de doses. De fato, em nossos experimentos foram observados casos
de toxicidade sistémica quando os animais foram tratados com mais de trés doses de
violaceina encapsulada com intervalos menores que 36 h entre os tratamentos, enquanto
que, quando os animais foram tratados com menor quantidade de doses, porém com
concentracdes maiores em cada uma delas, esse efeito é suprimido. Por esse fato, os
resultados aqui descritos foram obtidos com uso de no mdximo duas doses do complexo
e concentragdes crescentes em cada uma delas. Logo, um estudo de farmacocinética
complementar deve ser conduzido para a regulacio da dose baseada na

biodisponibilidade do complexo.

9. CONCLUSOES

O encapsulamento da violaceina em matrizes de PLGA mostrou-se vidvel com
parametros fisico-quimicos bastante satisfatérios que asseguram a estabilidade do
sistema durante processos de estocagem e armazenamento. O sistema aqui obtido e
otimizado apresenta altas taxas de rendimento e encapsulamento de violaceina e uma
atividade antibacteriana consideravelmente mais alta do que a forma livre da violaceina,
com a grande vantagem de poder ser disperso e administrado em solugdes aquosas sem
a necessidade do uso de agentes téxicos como veiculo, tal como DMSO. Ainda, o
sistema apresenta atividade tanto in vitro quanto in vivo contra diferentes linhagens de
S. aureus, incluindo linhagens SARM e SAIV e pode ser utilizado em combina¢do com
outros antibidticos, vistas as intera¢des sinérgicas com estreptomicina, cloranfenicol e
rifampicina. Tais resultados tornam esse sistema interessante para futuros estudos de

farmacocinética e possivel terapia antimicrobiana e outras aplica¢des tais como
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antitumoral e antiparasitica. Além disso, os presentes estudos de interagdo entre
violaceina livre ou encapsulada com outros antibidticos podem fornecer pistas sobre
o(s) mecanismo(s) de atividade antibacteriana dessas formulagdes, visto que tal
fendbmeno permanece ndo completamente esclarecido. Contudo, estudos
complementares de biodisponibilidade in vivo da violaceina administrada em
nanoformulagdo bem como andlise comparativa da toxicidade entre as formas livre e
encapsulada desse composto frente a linhagens celulares como hepatdcitos e células
renais devem ser futuramente conduzidos para reforcar o uso de tal sistema como agente

antibacteriano.
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