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RESUMO

A resisténcia bacteriana aastibioticos é atualmente um grave probleteasalde publicam

nivel global, sobretudo em amhtes hospitalares. Os principais patdgenos causadores das
infeccbes resientes as antibidticas pertencem ao grupo ESKAPETr{terococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosae Enterobacte). Neste sentidose faz necessario desenvoladternativas capazes

de canbater essas infeBescomo a terapia fagic&arao tratamento denfeccdes da pele e dos
tecidos molespodese empregarofmuacdes topicasContudo, muitas vezesndo ha uma
liberacdcadequadade ativospelo fato da pele atuar como uma barreira natheste contexto,
surgiramos liquidos ibnicos compromotores d@ermeacao cutanea, capazes de melhorar a
entrega de agentes terapéuticos nas camadas mais profundas Barpedeadministracao de
ativos por via dérmica, os hidrogéis sdo uma excelelieenativa por serem maleaveis,
flexiveis e biocompativeisreduzindo a irtacdo dos tecidos naturais permitindo a
incorporacao de substancias que favorecam a permeacédo cutanea. O objetivabd#sbefdi
desenvolver urhidrogel contendo o liquido mico oleato de colinabacteriéfagos liticos para
Acinetobacter baumannipara tratamentde infeccfesla pele. Para issdois bacteriéfagos
foram isolados caracterizados, sengosteriormere incorporadosjuntamentecom o oleato

de colina, ermhidrogel de alginato de sédid\ caracterizacdo dos bacteriéfagos foi realizada
através d avaliacdo dos espectros liticadiciéncia de plaqueamentcyrva de crescimento,
capacidade de adsorcdoaealisede eletroforese m gel depoliacrilamida microscopia
eletrbnica de transmissaoanalise de difracdo de raigs O hidrogel foi caracterizado através

de analises ddifracdo de raioX, espectrofotometria de infravermelho por transformada de
Fourier,calorimetria diferencial de varredura, microscag&réncadevarredura e tomografia

de raiosX. Por fim, foi avaliada a capacidade de permeacéo transdérmica dos bacteri6fagos,
pelo ensaio de permeacdo em células de Feaagzitotoxicidadedo hidrogelpelo método de
difusdo em agarComo resultadoambos os dcteri6fagos mostraram atividade litica contra a
cepa de Acinetobacter baumanniiO hidrogel produzido apresentouhomogéneidade,
maleabilidade,au€ncia de fraturas efetiva capacidade de permead@ansdérmica dos
bacteriéfagos. @idrogelfoi capaz de mteger e estabilizar entidades proteicas bioativas e, ao

mesmo tempo, promover uma melhoria no processo de permeacao cutanea.

Palavraschave Acinetobacter baumaimin Hidrogel. Infec¢éo.Liquido ibnico. Rrmeacdo

transdérmica.



ABSTRACT

The bacterial reistance to antibiotics is currently a serious global public health problem,
especially in hospital environments. The main pathogens that cause antibiotic resistant
infections belong to the ESKAPE grouygnterococus faecium, Staphylococcus ause
Klebsidla pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginasd
Enterobactey. Whereas, it is necessary to develop alternatives capable to combat these
infections, as phage therapy. For the treatment of skin and soft tissues infections, topical
formulaions may be employed. However,nsetimes, there is nan adequate drug release,
because the skin works as a natural barrier. In this context, ionic liquids have emerged as skin
permeation promoters, capable to improve the delivery of therapeutic agdmsieeper layers

of the skin. For dermal asset administration, hydrogels are an excellent alternative because they
are malleable, flexible and biocompatible, reducing the irritation of natural tissues and allowing
the incorporation of substances thaha&mce skin permeation. The objective of this research
was to develop a hydrogel containing ionic liquid, choline oleate, and lytic bacteriophages for
Acinetobacter baumannito treat skin infections. For this, two bacteriophages were isolated
and charactized, later incorporated along with choline oleate, in the sodium alginate hydrogel.
The characterization of the bacteriophage were performed by evaluation of lytic spectra,
efficiency of plating, growth curve, adsorption capacity and electrophoresigsesnah
polyacrylamide gel, transmission electron microscopy arida)} diffraction analysis. The
hydrogel was characterized by-Ray diffraction analysis, Fourier transform infrared
spectroscopy, differential scanning calorimetry, scanning electron nmogysand XRay
tomography. Finally, the transdermal permeability of bacteriophages was evaluated by the
Franz cell permeation assay and the hydrogel cytotoxicity by the agar diffusion method. As a
result, both bacteriophages show lytic activity againstinetobacter baumannstrain. The
hydrogel developed showed homogeneity, malleability, absence of fractures and efficacy of
bacteriophage transdermal permeation capacity. The hydrogel was able to protect and stabilize
bioactive protein entities at thersa time, promotes an improvementthe skin permeation

process.

Keywords: Acinetobacter baumanniiHydrogel. Infection. lonic Liquid. Transdermal

Permeation.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Camadas @ pele NUMAaNaA............cooouuuiiiiiiieieei e 23

Figura 2. Classificacdo dos bacteri6fagos de acordo com sua morfologia, material genético e
PriNCIPAIS CAraCtErISTICAS. ......iiiiiiiiiiiiiiiiii it e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeee b e enes 32

Figura 3. Reacdo de neutralizacéo acidase para a formacgéo de oleato de calina......50

Figura 4. Spot testdas amostras enriquecidas @ égua de esgoto hospitalar (Unimed
SorocabsP) e i (b) esgoto (Aragoiaba/SP) da estacdo de tratamento de aguas residuais para
deteccdo de bacteri6fagos liticos cortcanetobacter baumannimostrando regides claras de

SIS o= Tod (=T = U g - S 58

Figura 5. Isolamento de bacteridfagos e selecdo de placas fagamasbaseem morfologias
(0153 1 1 €= L 59

Figura 6. Espectro litico dos fagos ph0041 e ph0035..........cooiiiiiiiiiiiiei e 60
Figura 7. Eficiéncia de plagueamento das particulas fagepsh0041 gb) ph0035........ 62

Figura 8. Curvas de adsorcédo dos bacteriofagos ph0041 (curva roxa) e ph0035amuyva

Figura 10. Espectrofotometa UV-VIS dos bacteri6fagos ph0041 (curva cinza) e ph0035
(0T 7= =V 1 | PP 66

Figura 11. Eletroforetogramas dos bacteriéfagos ph0041 (Faixa Ph41) e ph0035 (Faixa Ph35)
e dos marcadores de massaeualar (Faixa M) corados com Coomassie.................... a7

Figura 12. Difratogramas obtidos a partir da difracdo de raddodos bacteri6fagos ph0035
(curva azul) € phO04L (CUMNVA FOXA)........cceuuueeietieeeeeete e e e et e e e e e e e e e e e eeat e e eanaaeeens 69

Figura 13. Microscopia eletronica de transmissédo (MET) dos bacteriofalga@35 (a, be c) e
0] 1007 5 I (o = = PPN 70

Figura 14. Espectro litico do coquetel deacteri6fagos pelo método de disco difusdo
empregado em cultura deinetobacter baumannii..............ccooooviiiiiieeiin e 71

Figura 15. Aspecto macroscopico do liquido iénico oleato de cdladiquido ibnico (1:1) e
de seub) solvente eutético (DES 1:2)......ccooviiiiiiiii e 72

Figura 16. Avaliacado do potencial de atividade antimicrobiasalizada confl) bicarbonato
de colina;(2) oleato de colina (1:1)3) oleato de colina (1:2)4) acido oleico;(5) controle
positivo (coquetel de antibiéticopenicilina (10000 U.I./mL) / estreptomicina (10 mg/mL)) e



(6) controle negativesolugao salina; frente a)(Pseudomonaseauginosa(b) E. coli e (c)
StAPNYIOCOCCUS AUIBUS ......uuiiiii et ee et e e e et e e e e et e e e et e e e eaa e e e esnaeaeeeees 73

Figura 17. Avaliagdo do potencial de atividade antimicrobiana realizada com o liquido ibnico
(2:1) (I.L 1:1) e com o liquido i6nico (1:2)l.L 1:2 (DES)) frente a cepa dAcinetobacter
(o= U0 0 = ] o T 74

Figura 18. Hidrogeéis de alginato de calcia-hidrogel sem liquido i6nico k- hidrogel com
liquido ibnico de oleato de colina 1:2 (DES)........ccccuuiiuiiiiiiiiiiiaae e eeeeeeeeeee 76

Figura 19. Difratogramas de raios X (XRD) de intensidade normalizada-kidrogel com
oleato de colina 1:2 e coquetel de fagm$iidrogel com oleato de colina 1.2hidrogel sem
oleato de colina 1:2 e sem coquetel de fagdsacteri6fago ph0035 elmckridfago ph0041

Figura 20. Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FalR)eato de colina
1:2; b- hidrogel sem a microemulsdo e sem as particulas fagicagjrogel comoleato de
colina 1:2;d- hidrogel com oleato de colina e particulas fagicas..............ccccvvvvieennennn. 79

Figura 21. Termogramas calorimetria diferencial de varredura (DSC) do hidrogel sem oleato
de colina e sem fagos (&a lilas); do hidrogel com oleato de colina (1:2) (curva roxa) e do
hidrogel com oleato de colina (1:2) e coquetel de fagasd azul)............c.ocovveeiernnnnnnn. 81

Figura 22. Tomografia computadorizada de raios Xadeidrogel sem particulas fagicave
hidrogel com particulas faAgiCas.........cccvvuiii i e 82

Figura 23. Fotomicrografias de microscopia eletrénica de varredura por energia dispersiva
(DESEM) da superficie do hidrolggom oleato de colina (1:2) (a: x250; b: x1000; c: x2500) e
do hidrogel com oleato de colina (1:2) e com particulas fagicas (e: x250; f: x1000, e g:x2500).
Estruturas internas d&cao transversal fraturada do hidrogel com oleato de colina 1:2 (d: x250)
e do hidrogel com oleato de colina 1:2 e particulas fagicas (h:.x250)........................ 83

Figura 24. Avaliacdoda atividade litica dos bacteriéfagos em hidrogel pelo método de disco
(0] 10 ES7= Lo NPT PPPPRTT 84

Figura 25. Avaliacdo da capacidade de permeacédo cutanea do coquetel de bacteriéfagos liticos
para Acinetobactdsaumannii, em hidrogel coaleato de colina 1:2 (curva rosa) e em hidrogel
sem oleato de colina (QE AZUI)............uuiiiiiii e 85

Figura 26. Andlises de difusdo em agar com célHaCaT. Controle negative)( controle
positivo (+); nembranas de hidrogel sem bacteri6fagodba@eridfago); rmbranas de
hidrogd contendo um coquetel de bacteriéfagos liticos pat@aumannii....................... 86

Figura 27. Porcentagerde viabilidade celular das amostras de hidrogel sem liquido iftljco
(salméo) e hidrogel com liquaddnico(LI) (azulesverdeadpemrelacdo ao controle negativo
(preto) e aacontrole positivoDMSO (azul), obtidos no ensaio de MTS durante 24, 48 e 72



LISTA DE TABELAS

Tabelal N¥Ymer o de unidades formadoras de plac
suspensdes dos fagos ph0035 € PhAO4AL.........coooeeiiiiiiiei e 61

Tabela 2 Graus de reatividade bioldgica para stéale citotoxicidade pelo método da difusédo
em agar de acordo com a Norma I1SO 1092809...........cccvvviiiiiiiiiieiieiee e 87



AB

ATCC

atm

BCRJ

CCD

CCCD

CPM30

DME

DMEM

DNA

DES

DESEM

DLS

DSC

DRX

ED

EOP

ESKAPE

FWHM

FTIR

GRAS

HaCaT

IPD

LISTA DE ABREV IATURAS E SIGLAS

Acinetobacter baumannii

American Type Culture Collection

Atmosfera

Banco de Células do Rio de Janeiro

Charge Coupled Device

Colecéo de CulturaSEFARDiagndstica
Cefepim

Diagnosticos Microbiolégicos Especializados
Dulbeccas modifiedEagle'smedium

Acido Desoxirribonucleico

Solvente Eutético Profundo

Microscopia Eletrénica de Varredura de Energia Dispersiva
Espalhamento Dinamico de Lileser
Calorimetria Diferencial de Varredura
Difratometria de RaiosX

Energy-Depersive

Eficiéncia de Plagueamento

Acrbnimo para o grupo de bactérias constituidas por espécies de
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aerugiredsaterobacter.

Full Width at Half MaximungLargura a meia altura)

Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de Fourier

Generally Recognized As Safe
Queratinécitos Humanos

indice de Polidispersdo



IPM10 Imipenem

IPTM InfeccOes de Pele e de Tecidos Moles
kDa Quilo Dalton

LI Liquido I6nico

LRAC Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracao
mg Miligrama

min Minuto

mL Mililitro

mm milimetro

mM Milimolar

MPM10 Meropenem

MET Microscopia Hetronica de Transmissao
MgSQy Sulfato de Mgnésio

MOI Multiplicity of Infection

Mq Megaohms

nm Nandmetro

oD Densidade fica (Optical density

OMS Organizacdo Mundial de Saude

PA Pro-analise

PES Poliétersulfato

ph Phage

PhL PhagelLab

POL 300 Polimixina B

RNA Acido Ribonucleico

rpm Rotac¢begpor Minuto



SDS-PAGE
TSA

TSB

UFC

UFP

Ul
UNICAMP
UNISO
UTI
UV-vis
XRT

um

ML

)

o

Analise Eletroforética em Gel de Poliacrilamida
Tryptic Soy Agar

Tryptic Soy Broth

Unidades Formadoras de Colbnias
Unidades Formadoras de Placas
Unidade Internacional
UniversidadeEstaduatle Campias
Universidade de Sorocaba

Unidade deTerapial ntensiva
RadiacadJltra- Violetae Visivel
Tomografica por Transmissao de Rals
Micrometro

Microlitro

Microsiemens

Comprimento dénda (nm)



SUMARIO

| =10 607X @ SR 21
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 23
2.1 == P 23
2.2 INFECGOES A PEIB.....eeee e 24
2.3 Biofilmes bacterianQs..........coouuiiieii e 25
2.4 Tratamento de INTECEOES. .......oviiiiiiiie et 26
2.5 Bactérias do Grupo ESKARE..........ccoooiiiiiiteeee e 27
2.6 Acinetobacter baumannii............coovuuiiiiiiice 28
2.7 TerapIa fAQICA .. .ceieeieii e et e e 30
2.8 Administracdo topica de MmediCameNtOS. ........c.uuuiiiieiiiiiiiie e 33
2.9 HIATOGEIS. ... e e e e e 34
pZ20% IO T I To [ 1o [0 XS0 o 1= 34
2.11  MICIOCMUISOES. ....uuiiiiiiiii ettt et e et e 35
3 OBUIETIVO .ottt e e e e aaa e e e e e e e e e e 37
3.1 (@] 0] 1= 0\Y o T 0 = | SR 37
3.2 ODbJetiVOS ESPECITICOS. ....uvuieeiii e e e e e e e eaa 37
A MATERIAL sttt e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaeees 38
4.1 Reagentes € CONSUMIVEIS..........uuiiiiiii e e e et e e 38
4.2 Material BIOIOQICO. ........uueieiii e 39
4.3 Equipamentos analitiCOS...........oeeviiii i 39
5 IMETODO ...ttt tesee ettt ettt et eae et et e st ettt et e enen e e e ne e e 41
5.1 Preparacao dos meios de cultura e do tampao fagico..............ccccevveeeeeeennnnn. 41
5.2 Preparacada suspenséo bacterianaAtgnetobacter baumannii...................... 41
5.3 Isolamento de bacteriéfagos pd@rainetobacter baumannii.............................. 41
54 Enriguecimetn dos bacteriofagos........cooevvuiiiiiiii e 42
55 1Y 010 (5 PP 42
5.6 Preparacao da cultura deinetobacter baumanngm placa de Petri................. 42
5.7 Verificacdo da presenca de bacteriofagos.........coovvvviiiiiiieeiiiiiiie e 43



5.8 Isolamento dos bacteriofagos........oovvvvvviiiiii e 43

5.9 Amplificacdo de bacteriofagos..........oovviiiiiiiiiiii e 43

5.10 Nomenclatura dos bacteriofagos..........ccceeeeveiiieieiiiiiiiieeiiieeeeeennn A4

5.11  Caracterizacao bioldgica dos bacteriéfagos..........ccoeeeviviiiiieeiiiin e, 44
ST o1 Tot i {0 3 11 o o H PP PPPPPPPPPPPY. 7 |
THUIO FAGICO oo 45
Eficiéncia de plagqueamento............ooooviiiiiiiiieei e DD
(O8] oV W0 (2= To LS To ] for= o [N PP TR 46
CUVAONESIEP GIOWLNL ...t e ettt e e e e et e aeeeeeeeeenne 47
Andlise das suspensdes bacteriofagicas concestradr meio de varreduras espectrais no
(011 g= NV [o] [ - TP SPPPPPPPTTR a7
Andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SESE)...........cooooiiiiiii 48
Difrag80 de BI0SX (DRX) ..cevtuiiieeitteietii e ettt e e eernaae 48
Microscopia eletronica de transmisSE0 (MET.).......coovvuiiiiiiiiiiieieiie e 49
Espectro litico do coquetel de fagoS........ccoovvviiiiiiiiieiec e A9

5.12  Sintese e caracterizacdo do liquido ibnico oleato de colina (1:1) e o solvente eutético

profundo de 0leato COlINA (L:2).....uuuuiieiieiiii e 49
5.13  Atividade antimicrobiana pelo rtedo de discalifusaaq.............cccccvviiieiiieennnnnnn 51
5.14  Preparacédo do hidrogel a base de alginato de sodio integrando uma microemulséao de
liquido idnico (1:2) e um coquetel de bacteriofagos ltICOS..........cvvvvvviievieeiiieeieees 52
Preparacéo e caracterizacdo da microemulsdo liquida i@nica.................cceeeuveeieriiineenns 52
Analise por espalhamento dindmico delger (DLS).........ccooevvviiiieiiiiiii e 53
Preparac@o dos hidrOgeEiS..........coeiiiiiii i e e e e e 53
5.15  Caracterizacao do hidrogel.............oiiiiiiiii e 53
Analise por difrac@o de raios (DRX) do hidrael...........ccooeiiiiiiiiiiiei e 53
Analise por espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier (ETIR)...54
Analise por calorimetria diferencial dawedura (DSC).......c.ccovviiieriiiii e, 54
Analise tomografica por transmissao de rMOEKRT) ....covvviiiiiiiiieeie e 54
Analise de microscopia eletronica de varredura por eneiggpardiva (DESEM)................... R4
5.16  Estudos de permeacao CULAMBRILIO............ccevvunieriiiieieeeiie e e e 54
5.17  Potencial de citotoxicidade do hidrogel pelo método de difesd agar............. 55
5.18 Potencial de citotoxicidade pelo ensaio MTS............cccooiveiiiiieeeeiiiiieeeeeees 55
Cultivo das células fIoroblastos ST.3......ccieeiiiiiiiiiiee e 55
Ensaio de citotoxicidade do hidrogel pelo ensaio de MTS.........cccooooiiiiiiiiiiiii e 56
6 RESULTADOS E DISCUSSAO........ciiiiiieie et e e 57
6.1 Isolamento propagacédo, purificacdo e caracterizacdo dos bacteribfagos para
Acinetobacter DAUMANNLL..........ooii 57
6.2 Caracterizacao bioldgica dos bacteriofagos ph0041 e ph0Q35.................... 59
1Sy o1 ox 1o 1S 1 o]0 PP 59
BNV (o = Yo (oo W PRSPPI 60

Eficiéncia de plaqueamento (EOR)..........iiiiiiiiiiiiiiiis e e e e e e eeeeanes 62



(O8] oY= W o (3= To Ko ] foF= o [P SPPPPRP PP TPPSPPPPP 63

CUVAONESIEP GIOWLNL ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e e e eenne 64
Analise das suspensdes bacteriofagicas concentradas por ene@rrdduras espectrais UV
YL PP 66
Andlise por eletroforesSDSPAGE) dos bacteriofaggsh0035 e phO04Ll............ccevvvveeeeee. 67
Analises pr difracao de raios X (XRD) dos bacteriéfagos ph0035 e ph0041.................. 68
Andlise por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) dos bacteri6fagos ph0035 e
0] 10072 0 69
Espectro litico do coquetel na cepafdinetobacter baumannfATCC19606)...................... 70

6.3 Sintese de liqUIdOS IBNMICAS ... ..iieiieiiiie e e e e e 71

6.4 Atividade antimicrobiana de liquidos i6nicos e de reagentes pelo método de disco

0 111> o PP 72
6.5 Preparacao do hidrogel.........o oo 75
6.6 Caracterizagdo do hidrogel.........cooouuuiiiiiiiii e 77
DIfrAGA0 dE FAUOSK ...t e e e e ettt e e e e et e et eeeenna 7
Andlise por espectrofotometria de infravermelho com transformaBauteer (FTIR)............ 78
Andlise porcalorimetria diferencial de varredum@C)............ccovviviiiiiiiiiiineiiiiiiiiiiiieeeeeee, 80
Tomografia por transmissao de raios X (XRT).....oovv i 81
Analises de microscopia eletrénica de varredura por energia dispersiva........................ 82

6.7 Avaliacdo da atividade litica das particulas fagicas em hidredeehpétodo de disco

(011 11 S7= Lo 1R PP SPPPPPTR 83
6.8 Avaliacdo da capacidade de permeacdo cutanea do coquetel de bacteriofagos
INCOrporados NO NIArOQEL......cooue e e e e e e e e eeeees 84
6.9 Andlise da citotoxicidade do hidrogel pelo método de difusdo em.agar........ 86
6.10  Analise da citotoxicidade do hidrogel pelo ensaio de MTS.............cccceeeeeees 87
7 CONCLUSAOD ...ttt ettt ettt etttk rae ettt e et e ab e et e e eeenneennee e 90
8 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS. ... e a1l

REFERENCIAS ....ooiiiiiiititie ettt e e ettt e e e e ettt e e e e ettt e e e e e s s e aa e e e e e e sanaaeeeessanaees 92



APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa que originou esta dissertdgidanestradodenominada
fiHidrogel com liquido i6bnico como carreador de bacteriofagos pardratamento de
infeccbes profundas da peb foi desenvolvido comoparte do projeto depesquisa
fiTransAppll: Pemeacdo cutdnea de entidades proteicas estabilizadas estruturalmente e
funcionalmente, carreadas por liquidos ibnicos" o qual teve fomerardkacao de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Péedpesp). A autord/elida Francielly de Qaargo Campos
foi agraciada corbolsa de estudos Caplesosup Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel SuperidPrograma de Suporte a P@saduacdo de Instituicbes de Ensino
Particulares)

Os resultados originados durante airaghfo desta dissertacdo foram parcialmente
apresentadosm formato de painel n§XIX Brazilian Congress of Virology & Xl Mercosur
Meeting of Virology, ocorrido em Gramado (RS, Brasil) em outubro de 20d&e foi
apresentado o poéstdilsolation and charcterization of Acinetobacter baumannilytic
bact er i,oepdo &gne swdore¥elida F. Campos, Liliam K. Harada, Fernanda C.
Moreli, Erica C. Silva, Anahi A. Miguel, Thais J. Oliveira, Marta M. QVila e Victor M.
Balcdo. No formato de poster, oabalho foi apresentado ainda no ANM 20Ir@ernational
Conference on Advanced Nano Materials em Av@iootugal em de 17 a 19 déljo de 2019,
intituladoft P r e p a r eharacierizatianmmfdodiumalginate basedbiohydrogelintegrating
the ionic liquid choline geranate as permeationenhancer for théransdermaveiculation of
bacteriophaged dos aut or es BhiiealSilvd hliank K. HaCaglanpeonanda C.
Moreli, José M. Oliveira JrMatthieuTubino, Victor M. Balcdoe MartaM. D. C. Vila.

A pesquisa também, gerou resultados a serem divadgad formato de artigo
cientifico, intitulado déiA tale of three phages: isolation and characterization of bacteriophages
with Iytic activity againstKlebsiella pneumoniaand Acinetobacter baumanniaspotential
| et hal vectors for respiratory infectionso,
Campos, Liliam K. Harada, Erica C. Silva, Anahi A. Miguel, Thais J. Oliveira, Marta.|@.

Vila, Matthieu Tubino e Victor M. Balc&o

Como resultadodos estudos desenvolvidos no laboratBhagelLabparalelos as desta
pesquisa, dois artigos cientificos foram publicados em revistas cientifldasdeles com o
tituloA | nsi g ht sionicliquidintgractmrns aiming at macromolecule delivery systo

dos autores Liliam K. Harada, Jorge F. B. Pereira, Welida F. Campos, Erica C. Silva, Carla G.


http://www.fapesp.br/
http://www.fapesp.br/

Moutinho, Marta M. D. C. Vila, José M. Oliveira Jr., José A. Teixeira, Victor M. Balcéo e
Matthieu Tubino disponivel na revista Journal Brazilian. Chemioale®y, v. 29, n° 10, p.
19831998, 2018 doi.org/10.21577/01683053.20180141 e outro artigo intitulado
ABi otechnol ogi cal applications of bacterio
Harada, Erica C. Silva, Welida F. Campos, Fernando S. Del Fiol, Marta Vila, Krystyna
DNbrowsk, Victor N. Krylov, Victor M. Bal cc«
v. 212 213, p. 3858, 2018,doi.org/10.1016/j.micres.2018.04.00Fambém, como trabalho
realizado nédo diretamente ligado s dissertacdo elatsgra@artigo Non-invasive transdermal
delivery of human insulin usg ionic liquids: proofof-c oncept 06 t e n Hdudmila o mo
R. Jorge, Liliam K. Harada, Erica C. Silva, Welida F. Campos, Fernanda C. Moreli, Renata
Lima, Gustavo Shimamoto, Jorge F. B. Pereira, José M. Oliveira Jr., Matthieu Tubino, Marta
M. D. C. Vila e Victor M. Balcdo a ser publicado.

Outro trabalho realizadmom participacdo da aluna fapresentado no formato de pdster
no evento cientific)ANM 20187 International Conference on Advanced Nano Materials em
Aveiro/Portugal em de 18 a 20 ddlo de2018,intituladoi Hy b r i d bidnio goid y me r
hydrogels for the transder mal de lHarada,rEyicaof b
Silva, Welida Campos, Matthi€tubino,MartaM. D. C. Vila e Victor M. Balcaa


http://dx.doi.org/10.21577/0103-5053.20180141
https://doi.org/10.1016/j.micres.2018.04.007

21

1 INTRODUCAO

Atualmente, e por todo o mundo, hospitais enfrentamaumentoda resisténcia
antimicrobiana impulsionada pelos patoégeperdencentes ao gruSKAPE (Gram positivos
Enterococcus faeciumStaphylococcus aureus Gram negativoKlebsiella pneumonige
Acinetobactebaumannij Pseudomonas aerugingdanterobactey. Estesmicrorganismosao
resistentes a quase todos antibiéticos comuns e sdo 0s responsaveisopelalasinfeccdes
hospitalaresprincipalmente infeccdes da pele e dos tecidos moles (WYRHSLT, 2018;
PFALZGRAFF, BRANDENBURG, WEINDL, 2018).

A Acinetobacter baumannd a segunda bactéria mais frequentemente isolada em seres
humanos saudaveis. Contudo, exibe patogenicidade, afetando principalmente individuos
imunocomprometidos. As cepas Aebaumannj geralmente resistentes aos antibioticos, sao
isoladas normalente de infecgdes adquiridas embiente hospitalaBECEIRO; TOMAS;

BOU, 2013).Dada a sua capacidade de infectar o trato respiratorio humandyaamannii

pode desencadear casos de pneuemoaspecialmente a pneumonia relacionada com
mecanismo de ventilacdo, podendo causar outras severas infexgtesmfeccdes da pele,
feridas e bacteremia (ALMASAUDI, 28)L Este patégeno também pode provangccdes
necrosantes apos grandes lesdamiéticas ou, até mesmo, apos pequenas aberturas na pele
0ou has mucosas provocadas por abrasdes ou por picadas de insetos. Pacieintegipis e
imunocomprometidos sao vulneraveis a esse tipo de infeccio, mait@s vezesrequerem
interna@eshospitlarespara tratamens(STEVENS BRYANT, 2017).

A emergéncia de cepas bacterianas resistentes aos antibiéticos e a fraca penetracédo dos
antibioticos em biofilmes bacterianos p6e em énfase a necessidade de alternativas seguras e
eficazes para o tratamerantimicrobianoPor este motivo, teree buscado alternatisaontra
0S microrganismopatogénicosgue apresentem eficacia e minimo ou nenhum efeito sobre a
microbiota normal do corpo humano, facil eliminacdo e, acima de tudo, com reduzida
capacidade dieducéo de resisténcia bacteriana (CHENG et al., 2014). Entre estes tratamentos,
podese mencionar a terapia fagica, as bacteriocinas, as endwliinas codificadas por
fagosentre outras alternativas potenciais (ALLEN et al., 2014; RIOS et al., 2016).

A terapia fagica apresenta varias vantagens em relacéo a terapia antibiotica tradicional.
O isolamento de fagos é rapidelativamente simples e barg@OSS et al., 2017). Contudo,
€ necessario verificar qual serd o melhor método de administracéorpaliaagdo da terapia

fagica.
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A administracdo topica e transdérmica de peptideos e drogas proteicas pode
apresentar diversas vantagens quando comparada com a administracdo intravenosa ou a
administracé@o oral. No entanto, devido a excelente funcéo dErbara pele, principalmente
pela estrutura altamente organizada do estrato cérneo na parte mais externa da pele, a
administracdo #&nsdérmica, muitas vezes, podeio ser conseguida eficazmente
(FUKUSHIMA et al., 2011).

Os liquidos i6nicos surgiram conmmtenciais substanciggomotoras de permeacao
cutanea, sendo capazes de melhorar a entrega de agentes terapéuticos nas camadas ma
profundas da pele. Estes compostos quimicos podem ultrapassar as barreiras de protecao de
camada cérnea e, deste modo,abotar no tratamento de feridas agudas e cronicas
(ZAKREWSKY et al., 2014).A associacdo dos liquidos i6nicos com atiyusde ser
estabelecida de diversamneiras gosmesma veiculads em diferentes formas farmacéuticas,
como por exemplo, em hidrogegis

Hidrogéis sdo matrizes poliméricas com configurag@dmensonal capazesde
absorver grandes quantidades de @guautros fludos bioldgicos. Em meio aquoso, o hidrogel
pode intumescer, sendo considerado dedgrgootencial para aplicacde®dicas, vi que a
agua € o composto mais abundante no corpo humano. As possiveis aplicacfes dos hidrogéis
incluemainda a engenharia de tecidos, liberag@mtroladade medicamentos, maigis de
autocura, biossensordsmndagens de hemostasigre outrasO caréer flexivel e macio dos
hidrogéis tem a vantagem de reduzir a irritacdo dos tecidos vizinhos naturais (A
YU, 2017). Contudoapele é uma barreira natural de protecdo, com baixas taxas de permeacao.
Assim, o desenvolvimento de sistemas pronesole permeacague promovam uma alteracao
transiente da estrutura do estrato corpessibilitando a permeacédo mais eficaz de moléculas
bioativas € um desafio a ser vencido.

Neste sentido, objetiwrse o desenvolvimento de um sistema de permeacao
transérmica capaz de proteger e estabilizar entidades proteicas bioativas, como o0s
bacteriéfagos e, ao mesmo tempo, promover uma melhoria no processo de permeacédo cutanea,

favorecendo, desta forma a veiculac@&dodcteriéfagos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pele

A pele, o maior 6rgdo do corpo humano, possui uma variedade de funcdes, atuando
como uma barreira a perda excessiva de agua, a agressées xenobibticas e microbianas. Particip:
da termorregulacao, da protecao contra os raios UV e da resposta imune. Estabarreira
constitui um desafio para o desenvolvimento de formula¢cdes cosméticas e farmacéuticas, nas
guais a penetracdo de compostos ativos é cri&I@VALL et al., 2018).

A pele humana varia em espessura de acordo com a localizacdo do corpapestao
por trés camadas basicas distintagpiderme, a derme e a hipoderme, como ilustrado na Figura
1.

Figura 1. Camadas da pele humana

% Epiderme

+——» Derme

Hipoderme

Fonte: PETRI, 2009

A epidermetemcercade-1550 e m de espessura e ® a can
células vivas e mortas. E constituida por queratindcitos, que migram continuamente da camada
epidérmica inferior (estrato basal) em d&e@ camada epidérmica superior.ddtrato corneo
0s queratindcitosao transformados em cornedcitos, ledlumortas ricas em queratind.
derme, por sua vez, € muito mais espessa do que a epid&@4nmifl), sendo constituida por
um tecido conjuntivo denso, formado por redes de fibraotigeno e elastina, conferindo
forca e elasticidade a pele, 6rgdos sensoriais, terminagfes nervosas, vasos sanguineos,
glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e raizes fgliosas. A hipoderme é uma camada

composta por tecido adiposo que se liga taoido muscular subjacente, fornecendo
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preenchimento e isolamento para o corpo. Sua espessura varia consideravelmente sobre a
superficie do corpo e também varia com a idade, sexo, ra¢a, estado ereldcttincional do
individuo (XU; LU, 2011).

A superfiée dapele humana é colonizada por uma variedade de microrganismos que,
em sua grande maioria, sdo inofensivos ou até mesmo benéficos ao hospedeiro. As
caracteristicas fisicas e quimicas da pele selecionam conjuntos Uniogisroleanismos
adaptads ao leal onde habitam (GRICGESEGRE, 2011).A colonizacdo da pele por
microrganismogs entre eles espécies de estafilocoamsjnebactérias, propionibactérias e
leveduras, pode trazer beneficios ao hospedeiro ao atuar como inibidor de desenvolvimento de
microrganismospatogénicos ao competirem por espaco e alimento (DRYDEN, 2009).

A perda da integridade cutanea, devido a lesdes ou doencgas, pode resultar em
desequilibrio fisiologico substancial e em incapacidade significativa ou até a morte. Lesbes
cutaneas, comas Uulceras e as feridas cirdrgicas traumaticas, facilitam a colonizagcdo dessas

lesBes por uma ampla gama de bactérias (MAVER et al., 2015).

2.2 Infeccbes da pele

As infeccdes da pele e dos tecidos moles (IPTMs) estdo entre as infeccbes bacterianas
mais canuns epodem ser consideradas desafios diagndsticos e terapéuticos. As IPTMs
envolvem a invasdo microbiana das camadas da pele e tecidos moles sulgaepnésentam
um conjunto heterogéneo de disturbios da salde com apresentacédo variavel e etielsgia di
(ESPOSITO et al., 2017).

As IPTMs estdo entre as condicbes mais comuns em pacientes que comparecem ao
prontosocorro. As vezes, sdo suficientemente graves para levar a choque séptico e justificar a
admisséo do paciente em unidade de terapia inge(i$iM). As IPTMs graves sao responsaveis
por 4,3- 10,5% dos episodios sépticos e tém um nivel de fatalidade que pode variar entre 1,3 e
7,2% (MALHEIRO et al., 2017).

As IPTMs sdo geralmente classificadas em duas categorias: infecgcbes purulentas
(furdncubs, carbunculosgbscessq®tc.) e infec¢des ndo purulentas (erisipela, celulite, fasceite
necrosante, etc.). As infeccoes de pele também podem ser classificadas em funcdo de sua
gravidade, sendo classificados em leve, moderada e grave. Infeccdes deagsiedds que
apresentam somente sintomas locais, enquanto infecgdes moderadas a graves estdo associade

aossinais sistémicos de infec¢do, como temperatura superi®G 88quéncia cardiaca acima
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de 90 batimentos/minuto, frequéncia resfdiria maior que 24 respira¢cdéarinuto ou
leucograma superior a 12® célulasmn? (CHAHINE; SUCHER, 2015).

As infeccdes necrotizantes de tecidos moles estdo entre as infecgbes de pele de maior
dificuldade de tratamento. Este tipo de infeccao é caracteridimitamente pela progressao
rapida da doenca, com destruicdo significativa do tecido local, podendiera@ derme e na
epiderme, porénafetam mais comumentas camadas mais profundas do tecido adiposo
(HAKKARAINEN et al., 2014).

A celulite infecciosa, Ulcerasu infeccées no lat da ferida, infeccdes do local
cirdrgico, grandes abscessos, queimaduras infectadas, Ulceras da pele e Ulceras do pé diabético
também séo consideradas infecc6es complicadas e de alta gravidade por envolver tecidos moles
mais profunde (LEONG et al., 2018).

De modo geral, o tratamento padréo consisteso sistémico e/ou local datibioticos
de amplo espectro, grandes desbridamentos cirargicos e cuidados de suporte. Grande parte dos
pacientes requer multiplas remocfes de tecidos osopbr intervencdo cirdrgica e 0s
sobreviventes geralmente tém feridas grandes e complexas, exigindo hospitalizacdes
prolongadas. A taxa de mortalidade entre os individuos infectados esta entre 25% a 35%
(HAKKARAINEN et al., 2014).

Além disto, doencas desfe ou feridas podem ser infectadas com o desenvolvimento de
uma camada blindada de células bacterianas (ou seja, um biofilme), que é bastante dificil de
eliminar. Em tratamento de infec¢des cutaneas, os biofilmes bacterianos tém sido combatidos
com formubgdes topicas, mas estas tendem a irritar a pele e, muitas vezes, ndo sao capazes de

promover uma adequada liberacéo transdérmica de farfia8KREWSKY et al., 2014

2.3 Biofilmes bacterianos

Bactérias produtoras de biofilme sdo responsgweiscerca de80% das infeccbes
bacterianas em humanoalém de sem responsaveis pelo aumento da resisténcia aos
antibiéticos(FLEMING; RUMBAUGH, 2017).

O biofilme é um agregado organizado de micromgrans que vivem dentro de uma
matriz polimérica extracelulaproduzida por elesligandose irreversivelmentea uma
superficie inanimada ouva (JAMAL et al., 2018).

A formacéo de biofilme é complexaodend ser dividida em trés etapaendocontato
inicial oufixacdo & superficies abidticas ou bidticas, maturagéo e formacaogddtetura do

biofilme. A densidade celular microbiana necesséria é atingida através da producdo de
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substancias poliméricas extracelulares e do preenchimento de canais caueifyucionam

como um sistema circulatorio usado para distribuir nutrientes importantes e remover os residuos
das comunidadege microcoldnias no biofilme.iflalmentehdo descolamento e a disperséo

do biofilme. Nesta fase, as células microbianas dewtimafiime multiplicamse e dispersam

se rapidamente, permitindo o descolamento de células microbianas e a transferéncia para um
novo local, ajudando na disseminagao de infecgbes (OTTO, 2013).

Os biofilmes podense desenvolvesobre a pele humana agravanaagpatologn,
retardando a cicatrizacdo aumentando a possibilidade de transferéncia de contato em
ambientes domésticos e hospitalares (ZAKREWSKY et al.,, 2014). Os microrganismos
produtores de biofilme representam um risco significativo para a satde desa resisténcia
aos antibioticos, pois essa resisténcia promove o aparecimento de infecgcbes que muitas vezes

saodificeis e as vezempossiveigle tratar (CDC, 2020).

2.4  Tratamento de infeccdes

Os antibidticos mudaram a forma de tratamento e cudivdesas doencas. Contudo,
nas ultimas décadas, ocorreu um aumeetbactérias patogénicasistentes a um ou a varios
antibioticos. A resisténcia refese a capacidade do patdégeno crescer na presenca de uma droga
(WACLAW, 2016).

Esse aumento de registia bacteriana tem ocorrido devido ao msbscriminadode
antibioticos para tratamento humane em praticas agropecudarias inadequadas
(TANGCHAROENSATHIEN CHANVATIK; SOMMANUSTWEECHAI, 2018). A
utilizacdo excessiva de antibidticos é considerada umalose$ que mais contribui para o
aumento significativo da resisténcia bacterianaREBIRO et al., 2016). Assim, com a falta
de farmacos capazes de combater as cepas resistentes, a ocorréncia de doencas infecciosas te
aumentado e se agravado, tornasglaum problema de saude publica globAs mortes
relacionadas a resisténcia antimicrobiana atingiram taxas alarmantes em todo o mundo. Estima
se que cerca de 700.000 pessoas morrem por ano devido a infeccBes resistentes aos
medicamentos. Acreditse que, at05Q o niumero de mortes pode subir para 10 milhdes,
tornandese a principal causa de morte no mundo (RAGHEB et al., 2019).

O surgimento de bactérias multirresistentes tem se tornado um problema de saude
publica principalmente para pacientes internado$Jaidades dd erapial ntensiva(UTI). A

intensa utizacdo de antimicrobianasmpde uma presséo seletiva e promove o surgionde
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resisténcia bacterianalém disso, os pacieraeemUTI ficam sujeitos a infeccées devido a
baixa imunidade e a utilizacdo dBspositivos invasivos (ventilacdo mecanica, cateteres
vVenosos centrais e cateteres urirg@riéds infeccdes hospitalares adquiridas na UTI tém sido
associadas ao aumento da morbidade e da mortalidade (JUAREZ et al., 2015).

Assim, combater a resisténciadbgiana tornoese um desafio. Neste senticke faz
necessario desenvolver novas estratégias que sejam eficientes contra os agentes patogénico:
resistentes aos antibioticos (CHELLARAGUZ; RIEDL, 2016). A resisténcia bacteriana aos
antibiéticos é um pilgema coligado saltas taxas deanorbidade e mortalidade pelo fato de
desencadear infec¢Bes dificeis de tratar com os antibiéticos convencionais, ou até mesmo
infeccdes intrataveis (FRIERIKUMAR; BOUTIN, 2017). As bactérias podem ser
intrinsecamente resentes a certos antibidticos, te@a podem adquirir resisténcia aos
antibioticos por meio de mutacgdes genéticas e por transferéncia horizontal de genes (BLAIR et
al., 2015). Os principais impulsionadores da transferéncia horizontal de genes s&o os
plasmdeos, os bacteriofagos e o DNAcido desoxirribonucleigoextracelular através dos
processos de conjugacdo, transducdo e transformacdo natural, respectivamente
(LERMINIAUX ; CAMERON, 2019).

As infeccOes causadas parinetobactebaumanniie Pseudomonaaeruginosa estao
entre as mais temidas pela dificuldade de tratamelgcorrente da alta sisténcia desses
microrganismos. @nsequentementestas infeccdespresentan escassas opcoes terapéuticas,
além da dificuldade de diagnéstilOBREGA; CARMO FILHO; PEREIRA, 2013).

2.5 Bactérias doGrupo ESKAPE

ESKAPE é um adnimo utilizado para nomear ugnupo de bactérias, Grapositivas e
Gramnegativas, constituido por espéciesktgerococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacteaumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
Este grupo de bactéria representa o maior desafio no tratamentea®easf no ambiente
hospitalar em funcdo dos diversos mecanismos de resistélestes agentesaos
antimicrobianoglisponiveis para usdigico (SILVA et al, 2017).Além disto, & patdgenos
do grupo ESKAPE séprodutoresde biofilmes, o que dificulta a acdo dos antibiéticos e das
células da resposta imune do hospedeiro (MULANI.eRal9).

A Organizacdo Mundial daafide (OMS) publicou una lista de patdgenos onde séo
citadasl2 familias de bacti&s,sendo queseis delas pertencentes ao grupo ESKAPE, que se

tornaram uma ameaéaaude humana devido a sua resistémasaantibidticosA lista da OMS
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é dividida em trés categorias, de acoocdm a urgéncia da necessidade de novos antibiéticos:
prioridade critica, alta e médi&o grupo caon prioridade critica encontrase bactérias
multirresistentes que representam uma ameaca em ambientes hospitalares, lares de idosos ¢
entre pacientes cujamado requer dispositivos como ventiladores e cateteres de shiegte

classe estdo presentesAcinetobacter baumannii,Pseudomonasaeruginosa e varias

Enterobacteriaceaprodutoras de betlactamase de espectro ampligsiéHO, 2017).

2.6  Acinetobacter bamannii

A Acinetobacter baumannig uma bactéria oportunistocobacilo Gramnegativa,
aerobica, pleomorfica, ndo moével e ndo fermentadora. Tolerante a amplas faixas de
temperatura, pH e umidade. A baumanniipode sobreviver em superficies secas aroc
meses, representando um desafio para as medidas de controle de infeccdo hospitalar
(ALMAGHRABI; MARTIN; MOHAME, 2018).

Os bacilos Granmegaivos ndo fermentadores sao noigganismos incapazes de utilizar
carboidratos como fonte de energia atravéfedaentacdo, degradands por via oxidativa.
O uso abusivo e empirico de antibioticos promoveu o desenvolvimento de resisténcia bacterina
nesses patdogenos, tornarm®os principais causadores de infecgbes associados aos cuidados
de saude, principalmenem pacientes imunocomprometidos. Os bacilos Gragativos nao
fermentadores mais frequentemente isolados &eadomonas aeruginosaAcinetobacter
baumanniiGREWAL et al, 2017).

A A. baumannieg responsavel por infecgces nosocomiais graves, macdypneumonia,
bacteremia, endocardite, infec¢cdes da pele e dos tecidos moles, infeccbes do trato urinario e
meningite (MCCONNELL ACTIS; PACHON, 2013). Pacientes que sofrem de uma doenca
subjacente ou que foram submetidos a grandes procedimentos cgUB3iC00S mMais
acometidos por infec¢cdes par baumanniiyisto que esta bactéria pode entrar facilmente no
corpo através de feridas abertas, cateteres intravasculares e ventiladores mecanicos
(ANTUNES; VISCA; TOWNER, 2014).

Normalmente, amfeccdes da pke e dos tecidos moles causadasAcinetobacteséo
infeccdes referentes pacientes que sofreraguneimaduras graves ou lesdes traumaticas. As
primeiras evidéncias de infec¢des de peleAmimetobacter baumanrdipareceram em clinicas
militares que lideam com feridas traumaticas de guerra, onde foi possivel BollEumannii
de lesbes hist@tologicas compativeis com fasei necrosante esteomglite (BUCHAN;
LEDEBOER EDMISTON, 2011).
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A A. baumannitem como alvo especifico tecidos Umidos como mas@al areas da
pele que estédo expostas, seja por acidente ou lesdo (HOWARD et al., 2012). Inicialmente a pele
e os tecidos moles infectados porbaumanniapresentam uma aparéncia de "peau d'orange”
(semelhante a da pele de laranja). No estagio sequiptde se assemelha a uma lixa que,
eventualmente, da lugar a vesiculas claras na pele. Em areas de ruptura da pele podem surgir
bolhas hemorrégicas, com um processo necrosante visivel seguido por bacteremia (SEBENY
RIDDLE; PETERSEN, 2008).

Nos ultimos aos aA. baumannitornouse motivo de preocupacéo para a area de saude
por promover infec¢cdes graves associadas a altas texmorbidade e mortalidadevido a
sua capacidade excepcional de adquirir resisténcia a quase todos os antibidticos disponiveis.
Neste sentido, A. baumannifoi nomeada compatdgeno prioritario na listda Organizacéo
Mundial de Saud€¢OMS) para o desenvolvimento de novos antibidticos (ELHOSSEINY
ATTIA, 2018).

Devido ao rapido acumulo de resisténcia a multiplos antibiétioogjrupo dos
antibi-ticos carbapen®micos cl| as slactamicosed os ¢
um dos Uunicos grupos efetivos de antibioticos contra infec¢cdes Apobaumannii
multirresistent e .-lactSndcos dbshcarbaperémieosh@nua sintese dab
parede celular, resultando em morte celular. Todavia, o nimero de cejpasagenannigue
apresentam resisténcia aos carbapenémicos vem aumentando rapidamente. Antibiéticos como
a colistina estdo sendgilizados como recurso de tratart@nporém podem causar efeitos
colaterais fisicos graves, incluindo neurotoxicidade ou nefrotoxicidade (CHEN et al., 2017).

O aumento da resisténcia antimicrobiana Alenetobacter baumannitem sido
amplamente documentadeendo reconhecido como um dasilosGramnegativos resistentes
aosantimicrobianos mais dificeis de controlswbrevivendo por periodos prolongados sob uma
ampla gama de condicbes ambient#isresisténcia antimicrobiana dess@crorganismo
patogénico limita muito as opcoes terapisg para pacientes infectados com este patdgeno
(ELIOPOULOS; MARAGAKIS; PERL, 2018).

A disperséo de bactérias resistentes em conjunto com o desenvolvimento lento de novos
antibidticos gera undéficit de terapias efetivas contra infeccbes bacterigDasmpo o0 os
recursodinanceiros gastodesde a fase de descobertaadaliacdo daficacia clinica e da
seguranca até a fase de aprovacédo, teseoum desafio para encontrar e introduzir novos
antibiéticos no mercado. E necessério, portanto, o investineentalternativas que possam
reduzir a resisténcia e os efeitos colaterais normalmente causados pelo uso de antibiéticos
(SHARMA et al., 2018).
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Buscamse entdo alternativas atéxicas e seletivas contra patdgenos com minimo ou
nenhum efeito sobreraicrobiataintestinal, de facil decomposicao e eliminacdo do corpo e do
ambiente e, acima de tudoom reduzidade indugdo de resisténcia (CHENG et al., 2014).
Dentre as alternativas para o tratamento de infec¢cdes por bactérias resistentes aos antibioticos
convertionais destacae a fagoterapia ou terapia fagica (RIOS et al., 2016).

2.7 Terapia fagica

Existem algumas controvérsias a respeito da data da descoberta dos bacteri6fagos.
Todavia, em 1896 o microbiologista Ernest Hankin relatou que as aguas dos riogsindian
Ganges e Yamuna continham um principio biologico capaz de destruir culturas @@bact
indutoras da coélera. Hankiafirmou que estai subst ©nci ao poderia p
porcelana com poros suficientemente finos para reter microrganismos mzoones as
bactérias (SULAKVELIDZE ALAVIDZE ; MORRIS, 2001).

No ano de 1915 o microbiologista Frederick Twort estava tentando propagar o virus
AVacciniad em pl eoostawua plesencd geamanchas ffansparentes e, ao
observar mais de perto, @pgou que se tratavade bactérias mortas. Além disso, essas zonas
eram trasmissiveis o quefez propor trés possiveis explicacdes. Sugeriu que poderia ser uma
manifestacdo incomum do ciclo de vida bacteriano, ou uma enzima produzida pelas proprias
bacté¢ i as ou, mai s radi cuallitramind 9 s @ giueno G .i pNo da
nao teveaecursos para verificar se essas hipotesgamou ndo verdadeiras (KEEN, 2015).

Foi ent «xo que, em 1917, O microdnoqueogi s
segundo eleseria um parasita intracelular de bactérias ddined@ nome de bacteriéfago. Em
1919 dbéHerelle testou cogquet ®i s de fagos cc¢
comercializados pela empresa que mais tarde se tornariaéal(GROSS, 2011).

Os bacteriéfagos ou fagos sé@o a forma mais abundante de vida.-&sstima existam
cerca de 18 entidades fagicas no planeta, sendo 10 vezes mais do que o nimero de células
bacterianas (KUREK et al., 2016). Os fagos sdo virus quéstemsem um genoma de DNA
(4cido desoxirribonucleicau RNA (acido ribonucleicogercado por um revestimento proteico
(capsideojLIN; KOSKELLA; LIN, 2017)

Apesar dos numerosos estudos disponiveis sobre bacteriofagos de DNA, a biologia dos
bacteriofags de RNA tem sido pouco investigada. Mais de 1900 genomas de bacteri6fagos

foram depositados no National Center for Biotechnology Information (NCBI) nos Estados
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Unidos da Amédca. Contudo, somente seis seqgi@s gendmicas sao atribuidas aos fagos de
RNA (YANG et al, 2016).

Os fagos séo parasitas bacterianos, incapazes de se reproduzirem independentemente,
dependendo do hospedeiro para a sua sobrevivéncia. Ao infectarem haoterfagos
incorporam seu genoma viral no genoma do hospedeiro, replisendomo parte do
hospedeiro (ciclo lisogénico) ou multiplicande dentro da célula hospedeira antes de liberar
novas peticulas de fago (ciclo litico) (BALCAZAR, 2014).

Durante o ciclo lisogénico material genético do bacteriéfago é integrado no genoma
do hospedeiro, criando um préfago. O préfago permanece em estado latente, sendo replicado
com o genoma do hospedeiro até o ciclo litico ser induzido. No ciclo litico, novos fagos sao
produzidos utilizando o metabolismo do hospedeemdoliberados durante se da célula
bacteriana (POPALANDAN; DAGAN, 2017).

No ciclo litico a maquinaria metabdlica do hospedeiro é redirecionada para a producéao
de novas particulas bacteriofagicas, onde ocorre a replicagdo do genoma do bacteriéfago no
citoplasma bacterianam a sintese de proteinas virais para a formdaamapside e da cauda.

Os viionsde bacteriofagos podem ser montados em ciclos de 30 min. A producao de holinas
e lisinas sintetizadas pelos bacteriéfagos causam a lise da hdittériando uma onda de
virionsrecém formados (HARADA et al., 2048

Basicamente existem trés meios para a caracterigagdagos, sendo: i) o fenotipo da
infeccao (incluindo a gama de hospedeiros); ii) morfologia (incluindo a forma da particula, suas
dimensdes, propriedaddssico-quimicas e caracteristicas de acidos nucleicesiji) a
sequéncia do genoma. Considerando sua morfologia, os bacteriéfagos fagos podem medir de
24 a 200 nandmetros, apresentar capsideo com forma icosaédrica, cubica, filamentosa ou
pleomoérfica e pesenca de cauda. Estas caracteristicas sdo utilizadas como parametros na
classificacdo de acordo com sua taxonomia, permitindo a classificacdo dos fagos com base no
tipo de morfologia e de acidos nucleicos em 13 familias (BATALHA, 2G4 Fjgura 2 mostra

a classificacédo dos diferentes bacteridfagos.
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Figura 2. Classificacédo dos bacteriéfagos de acordo com sua morfologia, material genético e principais
caracteristicas
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A terapia fagica apresenta \@givantagens em relacéo a terapicbaitica tradicional,
tais comoo isolamento de fagos é rapido atelamente simples e baratoresisténcia ao fago
se desenvolve cerca de dez vezes mais lentamente que a resistacididticose os fagos
permamcem infecciosos sob condicdes ambientais muito adversasdem a continuar se
replicando até que a densidade populacional da bactéria hospedeira tenha sido
significativamente reduzida (DOSS et al., 2017). Os fagos néo infectam células humanas ou
animas, porémsao altamente especificos e eficientes contra suas bactérias alvo, portanto, em
contraste com a maioria dos antibioticos, eles ndo causam uma redng@snoaa eliminacéo

da microbiotanatural nos organismos hospedeiros (PARASION et al., 2014).
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2.8  Administracdo topica de medicamentos

A administracdo de farmacos através da pele pode ser conseguida por dads pice
e a transdérmica. A via tépica tem como principal objetivo uma acao terapéutica dota
transdérmica qel tem uma acao M@péutica sist@ica. Uma das grandes vantagens da
administracéo topica de farmacos € a acao direta no sitio alvo ou muito préximo, necessitando
assim de uma menor quantidade de substancia ativa e como tal, originando menos efeitos
secundérios (LOURENCO, 28).

A entrega eficiente de ativos através da pele tem sido uma meta dos pesquisadores ha
décadas devido a inUmeras vantagguendo comparada com a administracdo intravenosa ou
a administracao oratstas vantagens incluem a melhora na bioatividaderdgas] pois nao
sofrem acdo de enzimas hidroliticas do trato gastrointestinal ou do metabolismo hepatico de
primeira passagem quando administrado via oral; promoc¢do de maior adesdo do paciente e
reducdo dos efeitos colaterais. No entanto, devido a ekediemcdo de barreira na pele,
principalmente pela estrutura altamente organizada do estrato corneo na parte mais externa da
pele, a administracdo transdérmigadendoser conseguida eficazmente (FUKUSHIMA et al.,
2011;SCHOELLHAMMER; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2014).

Para tentar solucionar a dificuldade de permeacao de ativos muitas abordagens estéao
sendo desenvolvidas afim de aumentar a permeabilidade das drogas através da pele pela rupture
do estrato coérneo. Entre elg®dem se destacar o uso de promatauemicos de permeacao,
métodos térmicos, eletroporacao, iontoforese, sonoforese, ablacdo a laser e microagulhas
(KALLURI ; BANGA, 2011; CHOI et al., 2012).

Os promotores de permeacdo sdo compostos quimicos, por si s6, farmacologicamente
inativos, mas qu@odem permear ou interagir com constituintes do estrato cérneo, quando
incorporados numa formulagcédo transdérmica e, deste modo, diminuir a resisténcia da pele a
difusdo do farmaco (MARTINSVEIGA, 2002). No entanto, muitos destes compostos sao
irritantese ndo séo bem tolerados (DOBLERal, 2016).

Alguns estudos relataram a incorporacao kmroedida ddiquidos iGnicos(LIs) em
emulsdes eparticularmenteem microemulsées, como substitutos de 6leo ou agua, como
aditivos ou como surfactantes (ALMEIDA&t, 2017) Estudos mosaram a relevancia do uso
de LIs para melhorar a solubilidade e a permeacdo de sistemas topicos de liberacdo de
medicamentosZAKREWSKY et al., 2014CAPARICA et al, 2018).
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Para a aplicacéo tdpica e veiculacdo de ativos farrieegédambémem se verificado
na literatura especializada o uso da forma farmacéhiiragelque apresentéacilidade de
aplicacao e remo¢cgddODAR et al2015)

2.9 Hidrogéis

Hidrogéis séo redes poliméricas tridimensionais de estrutura hidrofilica pacidade
de absorver e liberar agua como respostas as condigces ambientais. O teor de agua retida ne
malha de rede do hidrogel pode variar em funcéo da estrutura da rede do polimero, temperatura
e pH do meio ambiente e forca ibnica da solugcdo aquosa rtatcacom o hidrogel
(CELESTINO et al., 2017)

A estrutura tridimensional dos hidrogéis dexeea presenca de ligacdes cruzadas entre
as cadeias poliméricas. Devidaestas ligacdes cruzagdas hidrogéis tendem a apresentar um
comportamento elasticq por vezes viscoelastico. A reticulacdo entre as cadeias poliméricas
pode ser fornecida por ligacdes de hidragénteracées de vander Waals e ligacdes covalentes
(KHAN et al., 2016).

As propriedades fisicas ajustaveis, degradabilidade controlavel e eidealegade
proteger drogas labeis da degradacédo, permitem que os hidrogéis sirvam como veiculo capaz
de controlar a liberacdo de ativdd alto teor de agua (tipicamergatre 70-99%) fornece
similaridade fisica aos tecidbamanosconferindo aos hidrogééxcelente biocompatibilidade
e a capacidade de encapsular facilmente drogas hidrofilicadQQONEY, 2016).

A liberacdo de principios ativos carreados por hidrogéis pode ocorrer por diversos
mecanismos em pressos isolados ou ndo, compor dissolucdo @ ativo no hidrogel por
liberacdo de microcapsulas contendo principios gtparsliberacéo via estimulos do ambiente
como variacdo de pH, temperatura, ;etgor degradacdo/erosdao do roigel, ou por
intumescimento do hidrogel com liberagdo da substaatiz. Estes mecanismos sao
fortemente influenciados pelas caracteristicas figidmicas dos hidrogéis tais como a
estrutura molecular da matriz, grau de intumescimento, reticulacdo, entre outros
(ALCANTARA, 2013).

2.10 Liquidos ibnicos

Os liquidos ibnice sdo compostos quimicos constituigosions, possuindo pontos de

fusé@o abaixo de 10@. Possuem propriedadesgdressantesais como baixa presséo de vapor
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a temperatura ambiente, psidie solubilidade extensos e variaveis, alta estabilidade térmica,
nao inflamael, polaridade adaptavel, pexdjuimicos inertes, pontte fusdo excepcionalmente
baixo e viscosidade variaveltles sdo compostos pdois componentes distintos, anions e
cations. O cétion geralmente é maior e organico, enqua@nion € rativamentemenor e
inorgénico. Esta combinacgdo leva a uma diminui¢&o na cristalinidade do sistema, permitindo
gue os liquidos ibnicos sejam liquidos em baixas temperaturas (SIDAT et al., 2019).

Estudos realizados por Zakrewsky e colaboradores (2014)arastque os liquidos
ibnicos aumentaram a permeabilidade aligumasdrogas pela barreira cutanea. O estudo
revelou também que os liquidos idnicos podem romper 0s arranjos regulares e compactos dos
cornedcitos, alterar as propriedades superficiais do @stbabeo e tornar a estrutura da pele
mais permeavel. Além disso, wrios liquidos i6nicos apresentaram propriedades
antimicrobianas ao agir em bactérias patogénicas -@egativas formadoras de biofilme
(HARADA et al., 201®).

Devido as suas interessantesacteristicas, os liquidos idnicos estdo sendo aplicados
em diversas areas inclusive na industria farmacéutice estdsendoutilizados em sistemas
de administracao oral para farmacos pouco soliveis em agua (WILLIAMS et al., 2014), como
agentes fadiladores de permeacédo cutanea, como antimicrobianos (ZAKREWSKY et al.,
2014) e no preparo de microemulsdes (ZHQUO; FU, 2014).

A permeacao favorecida pelos liquidos ibnicos pode ser utilizada para a veiculacdo de
importantes moléculas bioativas par&raiamento de patologias da pele. Dentre as entidades

proteicas de interesse estdo os bacteriofagos

2.11 Microemulsdes

As microemulsbes sdo definidas como dispersdes homogéneas termodinamicamente
estaveis, fluidas, transparentes (ou translicidas), quegrossma composiCao quaternaria
incluindo fase oleosa, fase aquosa, surfactante e coagente tensoativo em propor¢des apropriadas
(CONEAC et al., 2015). As microemulsdes tém despertado o interesse de pesquisadores devido
ao seu potencial como veiculos de aydrde drogas em aplicacdes alimenticias farmacéuticas
e na industria petroquimica (ARAUJO et al., 2018).

Para a industria farmacéutica as microemulsfes séo Uteis para administracao topica de
farmacos devido as suas diversas vantagens, como alta capatgdsalabilizar compostos
hidrofilicos e lipofilicos, excelente estabilidade termodinamica, facil preparacédo, baixo custo,

claridade otica e aumento da penetracdo de drogas através de a pele. Contudo, devido a sua alt:
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fluidez, as microemulsdes sao dificelis aplicar na pele, sendo necessario aumentar a sua
viscosidade com a adicao de agentes gelificantes (CONEAC et al., 2015).

Os liquidos i6nicos podem funcionar como um componente da fase aquosa ou da fase
oleosa de microemulsbes com excelente capacidadesotuibilizacdotanto de drogas
hidrofébicascomo a hidrofilicas Microemulsdes contendo liquido idnico sao capazes de
superar as incapacidades das microemulsdes convencionais favorecendo a didsaiongio
série de substancias quimicas que sao insal@raiagua e resultam em melhores atividades

farmacoldgicas das drogas (WANG et al., 2018).
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3 OBJETIVO
3.1  Objetivo geral

Desenvolver um hidrogel com liquido i6nico impregnado com particulas
bacteriofagicas pamtratamento de infecg® cutaneagrofundascausadas pokcinetobacter
baumannii

3.2  Objetivos especificos

X Isolar, propagar, purificar e caracterizar (biologicamente e ftgiomicamente)
bacteridéfagos estritamente liticos pA@netobacter baumannfATCC-19606);

X Sintetizar o liquido i6nico oleato de colina, nas proporgdes 1:1 e 1:2 de
bicarbonato de colina: acido oleico, para estabilizacdo estrutural e funcional das particulas

bacteriofagicas;

X Produzir um hidrogetontendadliquido ibnico emsuaformulagéoe incorporar

as emnidades proteicas bioativ@ilsacteriofagos)

X Caracterizafisico-quimicanenteo hidrogel;

X Avaliar a manutencéo da atividade biolégica das particulas bacteriofagicas
parametros de permeacao cutanea e o perfil de liberacdo das entidades prtegiadas no

hidrogel;

X Determinara citotoxicidade ddiidrogelproduzido.
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4 MATERIAL

4.1 Reagentese consumiveis

O fosfato de sodio dibasico anidro, fosfato de s6dio monobdésico, cloreto de calcio e
cloreto de sddio foram adquiridos @smpresaDinamica Qumica Contemporanea Ltda.
(Diadema$P, Brasil).O sulfato de magnésio foi adquirido dabsynth (Diaden&P, Brasil).

Para o preparo dos liquidos ibnicos o bicarbonato de colinadfuirido da Sigma
Aldrich (St. Louis MO, EUA)e o &ido oleico foi adquido da Labsynth Produtos para
Laboratorio (Diadema SP, Brasil).

O meio de cultur&ryptic soybroth (TSB) etrypticase soywgar (TSA) foramadquirids
da SigmaAldrich (St. Louis MO, USA). O agar bacterioldégicofoi adquirido da Gibco
Diagnostics (Madiso WI, USA).

Os $nsidiss para antibiogramas na forma de discos impregnadogatimixina B
(POL300),cefepim (CPM30),mipenem (IPM1D e nmeropenem (MPM10), foram adquiridos
na DME- Diagnosticos Microbiolégios Especializados (AracatuB&, Brasil).

O dstema de filtracdo esterilizante utilizado (Ster®upcom membrana de
poliétersulfato (PES) com diametro de poro de 0,22 um) foi adquittddempresaMerck-
Millipore (Darmstadt, Alemanha).

Para os ensaios de citotoxicidade foratilizados oMTS [3-(4,5-dimetiltiazol2-il) -5-
(3-carboximetoxifenih2-(4sulfofenil}2H-tetrazélio] da Promega(Madison, WI/USA)e o
dimetilsulféxido DMSO) amboseddos gentilmente pela profa. DAfhgela Jozala.

Para a eletroforese foramilizados padréo de cor dupla Precisio Pl us Pr-ot ei r
corados com proteinas de pesos moleeslarariando de 10 kDa a 250 kDa e tampao de
Laemmli (1620737) ambosla BioRAD (Califérnia, CA, USA.

A agua empregada nas preparacodes foi purificada em ultrapurificador (modelo MS2000,
GehakaSaoPauloSP, Brasil) com resistividade final de 28)q . ¢ ercondutividade de 0,05
¢ S . c@s solventes utilizados foram todos de grau analitico sem purificagdo adicional. Todos

os demais reagentes utilizados foram de grau analitico (PA).
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4.2  Material bioldgico

A linhagem bacteriana utilizadaAscinetotacter baumanim (American Type Culture
Collection- ATCC 19609 foi adquirida enslantsdaColecao de Culturas Tropicaisundacao
André Tosello (CampinaSP, Brasil) e reativada seguindo as indicacdes do fornecedor.

As linhagens dePseudomonaserwginosa (Colecdo de Cultura€efarDiagnostica
CCCD-P004) Staphylococcus aure€CCD- S007) eEcherichia coli(CCCD- E003)foram
adquiridas da €far(Séo Paulo/SP, Bras#)reativada seguindo as indicacdes do fornecedor.

As linhagers celulaes HaCaT @uerain6citos humanp e NIH-3T3 (células
fibroblasto$ utilizadas no ensaio de citotoxicidade foradquiridas dobanco de células do
Rio de Janeiro (BCRJ Cod. 03¢ BCRJ Cod. 0017, respectivamergeitiimente cedidgpela
profd Dr.2Renata LimaAs céluladoram mantidas a 37 °C sob atmosfera umida com 5% CO
em meio de crescimento DMEMigh (Dul beccobés Modi f)i(Gbdo LEeag | e 6
Technologies, S&o Paulo/SP, &g suplementado com 10@e soro fetal bovino e 1% (m/m)
de antibioticogPenicilina0,1 U.l/mL/Estreptomicingd,1 mg/mL).

A &gua de esgoto do Hospitahlthed"Miguel Soeiro” em Sorocab@P foi coletadam
22 de fevereiro de 2017aédgua da Estacao de Tratamento de Esgoto de Aracoiaba da Serra/SP

foi coletada no dia 26 de fevereiro de 201

4.3 Equipamentosanaliticos

Para aeativacao da bactéricinetobacter baumamnnATCC 19606, o isolamento e a
propagacéao dos bacteriofagmsequipamentos utilizados foram: cabine de seguranca biologica
de classe Il tipo B2 (modelo 4BIIB2-1266/4, SHLABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil),
autoclave vertical (modelautoclave DigitalCS 50L, Pismate¢ Manaus/AM, Brasil), estufa
de incubacao microbiolégica (modelo 502nEm Sao Paulo/SP, Brakil

A distribuicdo de pesos moleculares das proteinadaltsridfagos foi analisada por
eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de sodio-PREE), usando um
sistema MiniProtea® Tetra Cell 4gel para eletrofose vertical da BidRAD (Califérnia CA,
USA), juntamente com uma fonte de alimextads P o we r P a -RED, EalfornjakCi, o
USA) e um banho secdgital também da BiRAD (Califérnia CA,USA).

Para o preparo da emulsao utilizeehomogeneizador UltraTurrax (modelo T25D da

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha). O potencial zetan@nho hidrodindmico
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e o indice de polidispersdo da emulsdo foram determiremicistema ZetaPALS (modelo
NanoBrook 90PIusPALS) da Brook¥eninstruments (Holtsville, Nova York, USA

Para a preparagdo dos hidrogéis foi utilizado agitador mecéanico quecimento
(modelo TE 0181, Tecnal, Piracicaba/SP, Bra&#)imagens tomograficas hidrogeforam
captadas por meio de um tomdgrafo de transmisséo de raios X de 32 dessgamlvido por
Oliveira Jr e Martins 009) da Bruker micr€T (modelo SkySaa1174, Kontich, Bélgica).

Para a liofilizacdo das amostras de hidrogel emprsgoumliofilizador Thermo Fischer
(modelo Moduly OD Massachusetts, EUAA superficie e a morfologia das amostras de
hidrogel foram observadas em um microscopio eletroniceadedura de energia dispersiva
(DESEM) da LEO Electron Microscopy/Oxford (modelo Leo 440i, Cambridge, Reino Unido)
equipado com um detector Enerdyispersive Detector (EDS) (modelo 6070, Cambridge,
Reino Unido). Para o preparo da amostra de hidrogelegopse dispositivo de metalizacao
(Sputter Coater EMITECH, modelo K450 Kent, Reino Unido). Estes equipamentos pertencem
ao Laboratério de Caracterizacdo de Biomassa, Recursos Analiticos e de CakbhR&&)

da Faculdade de Engenharia Quimica daamp

Os estudos de permeacéo foram realizados em células de vidro de difusédo vertical (Dry
Heat Transdermal System modelo DIST, Logan Instruments Corporation, Somerset EUA).

As analisesmicroscopicasdos bacteriofagodoram realizadas em microscépio
eletrérico de transmissao (MET) da Jeol (modelo JEADO PLUS, Jeol, Téquio, Japao),
equipado com um filamento de hexaboreto de lantanio (LaB6), operando a 120 kV e com
cameracom sensoCCD (Charge Coupled Deviceda Gatan Inc. (modelo MultiScan 794,
Pleasanto®A, EUA) com uma resolucdo de 1k x 1k pixels para a aquisi¢éo digital de imagens.
Os resultados (imagens e medicGes) foram analisaiiaando o software Micrografia Digital
da Gatan Inc. (Pleasanton CBSA). Este equipamento pertence ao InstitutdBadogia da
Universidade Estadual de Campinlisiicamp.

As andlises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotomeWis A&
Agilent (modelo Cary 60 UW:is, Santa Clara CA, EUA)XOs difratogramas de raios X das
amostras das suspensdes de draidfagos concentrados e dos hidiisgforam obtidos em
difratbmetro de RaieX (XRD) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kyoto, Jap@spndo
radia-«o de raios X de uma | ©mpada de <cobre
de um alvacobre.Para as anélises de DSC utilizeeiumcalorimetrodiferencial devarredura
da TA Instruments (modelo MDSC 2910, New Castld).E). Estesequipamentos sade

propriedade dénstituto de Quimica dalnicamp
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Para oensaio de citotoxicidad@os hidrogéismpregotse Leitora de Microplacada
Tecan(modeloInfinite 200 Prg MannedorfSuicga)

5 METODO

5.1 Preparacdo dos meios de cultura do tampé&o &gico

Os meiospreparadoseguiram as orientagdes dos fornecedorés Rires (2017). O
caldo TSB {ryptic soy broth) foi preparado dissolvenese 24g do meio TSB em 800L de
agua ultrapura. Para a preparacao do caldo TSB 2x foram adicionaglds 48B em 800mL
de agua ultrapura. O meio TS#ypticase soy agarfoi preparado através da mistura deg24
de TSB e 9,8 de agar em 800\L de agua ultrapura. A preparacaosdét agar(0,6% (p/v)
agar) foi realizada adicionanese 159 de TSB e 8 de agaem 500mL de agua ultrapura. Por
fim, preparouse o tampéo fagico onde foram adicionad0sl9 mM KkHPQy, 22,05 mM
KH2PQ; 85,55 mM NaCl1,00 mM MgSQ e 1,00 mM CaCGlem 1000 mL de agua ultrapura.

Todos os meios de cultura e o tampéo fagico foram awvtmids a 122C, 1 atm, por 20 min

5.2 Preparacdo da suspensao bacteriana decinetobacter baumannii

A cepa bacteriande Acinetobacter baumannioi reativada seguindo orientacdes do
fornecedorUma amostra da superficie slantfoi inoculada en 5 mL de cllo TSB e incubada
a37TAC por 24 horas. Da suspens«o resultante,
de ensaio contendo 5 mL de caldo TSB estéril, que foi entdo incubado a 37 °C durante 24 horas

A cultura bacteriana foi reativada periodicamente até o término do hoabal
experimental, de forma a manter a viabilidade bacteriana e a fase exponencial de crescimento

da mesma.

5.3 Isolamentode bacteri6fagospara Acinetobacter baumannii

Para a realizacdo do isolamento e caracterizacdo de bacteriéfagos estritamente liticos
para Acinetobacter baumanniiamostras de agua de esgoto hospitalar (Hospital Unimed
AMi guel Soeirodo em Sorocabal/ SP, Brasil) e

(Aguas de Aracgoiaba) foram utilizadas.
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A metodologia de isolamento aplicagara o is@mento dos bacteriéfagest de

acordo conas determinacdes darvalho 2017).

5.4  Enriquecimento dos bacteriéfagos

Antes de proceder ao isolamento dos bacteriéfagos das fontes ambientais foi necessario
realizar o enriquecimento para aumentar o nUmepadéulas fagicas presentes nas amostras.
Para o enriquecimento, foi necessario acrescé&danL de cada amostra de agua de
esgotoemfrascos Erlenmeyer de 2%0L, contendo 50nL de meio TSE2x estérile 300 pL
de suspensao d&. baumannii.Os frascosdram incubados por 24 horas a 37 °C. Apés a
incubacao, as amostras foram transferidas oéas tipo Rlcon de 15nL e centrifugadspor
20 minutos a 2500 rmp, procedersko a filtracdo do sobrenadante em sersngstéreis com
filtros de 0,2 m.

5.5 Spottest

Para verificar se as amostras continham fagos liticosApdraumannifoi realizado o
teste de verificacdda presenca de bacteriofagos liticos germetobacter baumanndgtraves
da técnica dspot test.
O spot testonsiste em pingar aliquotde 10c L d o f i | terd@apiocesso des u | t
enriguecimento sobre a superficie de culturA.deaumannicultivacdaemTSA (CARVALHO,
2017).

5.6 Preparacédo dacultura de Acinetobacter baumanniem placa de Petri

A cultura deA. baumannifoi preparadaeguindaa técnica d@our-plate. Uma mistura
homogénea contendi@O L da suspesio bacteriana e 5 mide softagar, foramadicionaas
em um tubo de ensaié mistura foivertidaem placa de Peteideixada em repougmor cerca
de 12 minutospara solidificacdo dmeioe as mesmas incubadas & ®vernight Esta técnica

foi utilizada em diversos procedimentos descritos na sequéncia
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5.7  Verificacdo da presencade bacteriéfagos

A atividade litica das amostras foi analisada contra a estipeidetobacter baumanini
crescida ensoftagar. Quando ha infeccdo pelo bacteriéfago, ocorre a morte bacteriana com
formacédo de halos de lise, confirmando a presencga de bacteridfagos. A utilizagficadar
facilita a difusdo dos bacteri6fagos pelo meio.

Paraverificar a pregnca de bacteri6fagasas amostrafoi realizado umspot test
Quatrogot as de 10 ¢ Inoehrguetimehtfonaragbtejadasmiplacdde Petri
coma culturade Acinetobacter baumannif placa foi entdoncubadaa 37 °C overnight No

dia seguinte foi observa@aformacépou ndode halos de lises.

5.8 Isolamentodos bacteri6fagos

Foram feitas strias por toda a placa de Petri conteralgultura deA. baumannicom
uma tira de papel de filtro wetlecida com diltrado obtido no enriquecimentafim dediluir e
isolar os fagos presentes na amodiste método € denunadopaper stripe permite a diluicéo
da amostra e assjm isolamento d placas fagicasA placaestriadafoi incubada a 37C
overnight Apés o periodo de incubacado, foram obtidas plaea$ises isoladadJm palito
estéril foi utilizado para perfuramma Unica placa fagice com o mesmo palitdoram feitos
furos em aitra placa de Petri contendoAcinetobacter baumannium papel filtro foi passado
sobre os furos e também por toda a placa para diluir e isolar os bacteri6fagos. A placa foi
incubada &7 °C overnight Assim que decorrido o tempo de incubacéo foi possivel visualizar

formacédo de placas liticas.

5.9 Amplificacdo de bacteriéfagos

A partir das placas fagicas obtidas no isolamento, foram selecichzatasima de cada
amostra de 4gua, paraliear a propagacao fagica. Os bacteri6fagos isolados foram propagados
por inoculacdo em dupla camada de agar. Com o auxilio de um palito estéris@iaqulaca
fagica selecionada e, com o mesmo palito, foram realizados furos em 10 placas de Petri
contendoA. baumanniiAs placas foram incubadas37 °Covernight Aposaincubacao, foram
adicionados a cada placa 5 mL de tampé&o fa&gtérile as mesmasramincubada®vernight
a4 °C. Em tuboglo tipo Falcon de b mL foram adicionados 1ML do tampao entendo os

fagos eluidos e cloroférmio para uma concentragéo final de 10%corvp objetivo de lisar
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as células bacterianas e dissociar os fagos dos restos ceBla@slewa uma centrifugacéo
de 20 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi filtradowdssaum sistema de filtragéo
esterilizante (Stericup®) com membrana polietersulfénica (REB) poros de 0,22 mde
forma a remover eventuais células bacteriadabriscelulares e meio de cultura. A solugéo

fagica obtiddoi armazenada a 4 °C até sua utilizacéo.

5.10 Nomenclatura dos bacteri6fagos

A nomenclatura adotada para nomear os bacteridfagos foi a sedrhbtetNISO
significa PhageLatyNISO; AB-ATC significa Acinetobacter baumannda ATCC; ph0Oij
significa fago isolado da fonte ij onde i = 1 énaior placa, i = 2 é a placa tlenanho médio,

I = 3 é a placa de tamanho intermediario, e i = 4 é a placar@mt® muito pequeno, j=1
significa esgoto hospitalar e j = 5 significa esgoto da estacao de tratamento de aguas residuais.
Utilizando a nomenclatura acima mencionada, os bacterioéafgiatsmente liticos para

Acinetobacter baumanniisolados foram denomados PhL_UNISO_ABATC ph0041
(isolado da agua de esgoto hospitalar) e PhL_UNISGAAB ph0035 (isolado a partir da
agua de esgoto domeéstic@pntudo, no decorrer do trabalho, os fafgppamdesignados como
ph0041 e ph0035.

5.11 Caracterizacao biolégica dodbacteriéfagos

A eficiéncia e a extensdo dos impactos virais dependem de carateristicas proprias de
cada virusflOWARD-VARONA et al., 2017). Assinyisando a caracterizacéo e diferenciacao
dos bacteri6fagos isolados (ph0041 e ph0035) foram determiadspectros liticos, titulos
fagicos, eficiéncias de plaqueamento, curvas de adsorcao e a determinacdo dos parametros de
crescimento de bacteriéfagos através do periodo de laténciavesticizgcarga de liberacéo
viral) obtidos através da cur@nestepgrowth Também foi determinado perfil proteicodos
bacteriéfagos por eletroforese em gel de agarose -(5AEE) e avaliada a forma dos

bacteriéfagos por microscopia eletrénica de transmissao (MET).

Espectro litico

Os espectros liticos dos bactergda foram avaliados visualmente através da

observacéo das areas de lise, isto é, a capacidade de infeccdo dos bacteri6fagos. Os resultado
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mostram que ocorreu a formacao decatafagicas apés a adicdo deulOde cada suspenséo
bacteriofagica ndo diluidaincubacdo, comprovando a eficiéncia litica de cada suspensao. As
placas fagicas foram categorizadas como claras, moderadamente claras e turvas.

300 L da suspenséo beeriana foram adicionados a & de caldo TSB e incubados
a 37°C até a fase exponeatobservandese a densidade 6tica em comprimento de onda de
600 nm préxima a 0,5 na escala de McFarlg@dsocda 0, 5) . Em um tubo ¢
adicionados e homogeneizados suavemeddeuL ca suspensdo bacterigoatamente cons
mL de soft agar. A mistura foi entdo vertida em placa de Petri contendo meio TSA. ApGs
aproximadamente 2 minutos, para secagem, pi#sgadlOuL de cada suspensao fagica sabre
Acinetobacter baumanniA placa foi incubada a 3C overnight No dia seguintea atividade

litica foi verificada pela formacao d&los de lisesobre a cultura d&cinetobacter baumannii

Titulo fagico

Apoés a producdo da suspensao estorpncentrada de bacteriofagos determisea
titulo fagico.Para a verificacdo do titulo fagico, a suspens@iccentada de bacteridfagos
(mantidaa 4 °C) foi diluida utilizando diluicdes de base 1&m tulbs de ensaio adicionaram
se 100uL de suspmsao bacteriana, mL de soft agare 100ul de cada diluicdo, decorrendo
uma suave homogeneizacéo. O liquido fotiglerpara placas de Petri conteral@ulturade
Acinetobacter baumanrsiobremeio TSA. As placas foram incubada8a°C, overnight Apos
incubacao, as placas de Petri foram inspecionadas visualmenteepficar a presenca de
placas fagicasForam congleradasapenas as placas de Petri com 20 a 200 placas fagicas. O
namero de unidades formadoras de placas (UFP) foi registrado para cada diloi¢#iolo

fagico obtido empregandsea Equacéao 1.

Titulo fagico (UFP/mL) = nimero de placas fagicasx 1 X 1

Dillli(;ao V(bat:mofagos inocutados) (ML)

(Equacéo 1L

Onde:UFP significaunidade formadoraedplaca; e V é volume
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Eficiéncia de plagueamento

Para adeterminacdo daficiéncia de plagueament800 pL da suspenedbacteriana
foram adicionados @5 mL decaldo TSB estéril, seguindo de incubaga®7 °C até a fase
exponencial (Okda 0, 5) . tasRiuiciesme base 10 | @ma placa de Petri, divith
em 10 partes e identificadas com as respectivas diluicées, contendo meio TSA, foram vertidos
5 mL desoft agarcontendo 100 pL da suspensdoAi@netobacter baumanniGotejouse 5
HL de cada diluigdsobrea culturade A. baumanniina divisdo correspondente. A placa foi
deixadaem repouso por aproximadamente Umga para secar as gatasndgoosteriormente
incubada a 3PC overnight Apds a incubacao, verificegse a formacdo deonas de lise

indicativas de atividadfagica.

Curva de adsorcao

Para determinar o numero de particulas de dagtsorvidas dentro de um periodo de
tempo, foi realizado teste de adsor¢cad00pL da suspenséo bacteriana foram inoculados em
25 mL de cald TSB e incubados a 3Covernight No dia seguinte2 mL de suspenséo bactéria
(ODgoc= 0,5) foi infectada com a suspenséo fagica (MQ[E aproximadamente 8x10 do
inglés Multiplicity of Infection ou sejajrazéo virufaceria). Homogeneizotse e apos30
segundogetirou-se uma amostra de 10Q. A cada 1 minto foi retirada amostras de 100
até que se completassem 10 umirspara o preparo deldices seriadaglx101i 1x108) em
cada tempo. Adiluicbes del0* foramrealizadasitilizando-se850 uL de caldo TSB e 50L
decloroférmio e as demais em 900 de tampéao fagicoAs diluicbes foram vertidaamm placas
de Petri catendoAcinetobacter baumanng incubadasa 37 °C, overnight. Observouse a
formacdo de areas de lises que foram contadas para a construcdo do grafico da curva de
adsorcao.

As taxas de adsorcao foram estimadas ajustando os dados expesimemaidelo da
Equacaa? abaixodescriminadgdSANTOSet d., 2014;SHAO; WANG, 2008)

Ln(P/Po) =-U (oﬂﬁ(t)).(e“(‘)'t-l)
(Equacad)
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Onde: PeRs«o as concentra-»es de bacteri-fagos n:
bacteriéfagos a ser estimada,&a concentracédo de células bacterianas (suscetiveis, ndo infectadas) no
t e mpo &ataxade (ultiplicacdo de bactérias; e t € o tempo de infecc¢éo.

Curva One-step growth

As curvasOnestep growth(ou curva de crescimento de bacteriéfago litidojam
realizadas para determinar os periodos de laténbigs® size(nUmero esperadde viions
produzidos por uma célula infectada ao longo de sua vidaldsilpacteriofagos isolados.

Foram inoculados 306L deA. baumanniem um Erlenmeyer contendo 2 de caldo
TSB e incubados a 37C overnight Apés o periodo de incubacédd) mL da suspenséo
bacteriana (Oko= 0,5) foramcentrifugads a 2500 rpm por 20 mirutos descartado o
sobrenadante. As célulé@ram entédo ressuspendidas emmb de caldo TSB e em BIL de
suspensao fagica (MOI= 0,1, aproximadamente BXFP/mL).

A suspensaag;ontendo bacteriéfagos e bactérias, foi incubada®&€ $or 5 minutog,
apos o periodo de incubacédo, seggguuma nova centrifugac@®500 rpmpor 20 mirutos
Ao precipitado foamadicionadoslO mL de caldo TSB. Amostras de 1QQ foram retiradas
em irtervalos de 5 minutos até que se completassem 30 minutos. As demais amostras foram
retiradas com intervalo de 10 minutos até que se completassem 90 minutos.

Diluicbes seriadas foram preparadas (1*1ax10 ¢) para todos os tempos em 940
de tampéo fagico. Todas as diluicbes foram plagueadas em placas de PAkiretobacter
baumanniie incubadas a 3%C overnight Os resultados foram posteriormente plotados para

determinar o periodo latente Hacteriéfago e burst size

Andlise das suspensdes bacteriofagicas concentradas por meio de varreduras espectrais

no Ultravioleta.

As suspensoddagicasforam submetidas a varreduna faxa do Ultravioleta 200400
nmempregandee espectrofotdmetroMJVIS. As amostras das suspensdes faddmidas na

proporcao de 20 (suspenséao: solvente) ens(H
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Analise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SD®AGE)

Para a determinacdo do perfifoteico dos bacteriéfagos P41 e ph0035 ea
distribuicAo de pesos moleculares, foram adicionados #5Q de solu-«o
(PhL_UNISO_ABATC ph0035, contendo 1,42x#0 virions ou PhL_UNISO_AB
ATC_ph004i1gcontendo 3,88 xIvirions), 475 &L de tamp«o de- disr
Base; 25 ¢grercépvetano)emdre tubdizppendor®. Na sequénciaa solucéo foi
aguecida a 100 °C por 10 raios

Foi realizada a corrida de SBFAGEdasamostra( 20 e€L) e dos mar ce
mo | e c u |)am gel(fosmado Iporgel com 5% acrilamiddisacrilamida e gel deeparacéo
com 12% de acrilamidhisacrilamidajom uma tenséo de 200 V, 20 mA por gel, 20 W, durante
45 minutosaproximadamenteApos a corrida dogeéis (duplicatg, estes foram corada®m
Coomassie Brilliant Blue @50 porumahora,permitindo assimavisualizacédo das bandas de
proteina Posteriormente os géis forammlocados emguaultrapura paraemocao do excesso
de corante fotografados para analise.

Através do eletroforetograma foi possivel construir uma curva de calibracao, utilizando
os marcades de peso molecular (faixa M), resultando na equacao lineas (M\y, kDa= -
1,3423xR+ 2,1853 (f = 0,9190, onde m é o marcador de massa molecular, MW é a massa

molar de cada bandRf € a distancia percorrida € &o coeficiente de determinacéo.
Difracdo deraios X (DRX)

As suspensodes bacteriofagicasain analisaas por difratometria de raie$ (DRX). A
varredura foi realizada em angulos de difracdo-@ie&ta variando de 5° a 90°, com uma tensao
de 40kV, intensdade de corrente elétrica de 30 mAoténcia de raio delk3V.

Pararelacionaro tamanho de particulas submicrométricas, ou cristalitos, em um soélido

com o alargamento de um pico em um padrao de difnat§@mu- se aEquacad de Scheter

(SCHERRER, 1918
r(nm)—( Kx )‘)
' (FWHM x cos(6))

(Equacéo B
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Onde: tamesmaunitadede medida (nF)VHM é a largura total a metade do méximo do pico
em rad K é um fator de forma adimensional (004 e d ® met ade do ©ngul o d

Microscopia eletronica de transmissagMET)

Para a adlise microscopica das qusnsdes virig, uma aliquotade 5 a 10uL de cada
suspensao concentradadduida em agua ultrapufa:5) visando uma melhor observacéo das
estrutura. Foram aplicados 8 L das amostras dilu2das dana su
malha 300mesh (Ultrathin Formvar/Carbon, Electron Microscopy Sciences, Hatfield PA,
E.U.A.). As amostras foram secas em temperatura ambiente utilizando papel de filtro. A seguir
cada tela foi entédo flutuadseparadamenteom uma gota de acetato de uranila a ¥},
com pHigual a 7,0Ap0s 30segundosa solucdo em excesso de acetato de uranila foi removida
usando papel de filtroAs telas foram entdo submetidas a visualizag&o microsopio

eletrénico de transmissao.

Espectro litico do coquetel de fagos

Preparotse um coquetel de bacteriéfagos através da mistura deplOde cada
suspensao fagiqaara avaliar o espectro litictos bacteriofagos sobreAa baumannii

Em uma placa de Petri dividida em cinco partes, contadinectobacter baumannii
foram adicionados dcos de antibidticPOL 300 = antibiético polimixina BCPM30 =
antibiotico cepefima; IPM10 = antibidtico imipenem e MPM10= antibiético meropereeh)
uL do coquetel de bacteriofagos. A placa foi incubada &C3jgor24 horas everificou-se se
houve lisebacteriana.

O halo de lise bacteriana do coquetel fagico foi comparado as lises bacterianas obtidas

pela acdo dos antibibticos.

5.12 Sintese e caracterizacaoaliquido ibnico oleato de colina1:1) eo solvente eutético

profundo de oleato colina(1:2)

O deato de colina e seu respectivo solvente eutético profundo foram preparados de
acordo com o procedimento descrito por Zakrewsky et al. (2014). Inicialmente, foi preparado

o liquido idnico na proporcéo de 1:1, consistindo apenas por pares de catica) Edlimion
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(oleato). Em seguida, o solvente eutético profundo foi preparado na proporgédo de 1:2 para
aumentar a fluidez do liquido iGniceariando as propor¢des de acido oleico.

A metodologia utilizada para a sintese do oleato de colina e seu respettaate
eutético profundo foi a neutralizacado &close ilustrada na Figura 3.

Figura 3. Reacao de neutrahcaocacidebase para a formacédo de oleato de colina

O
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Fonte: Elaboracao prépria

Preparacéo do liquido idnico oleato deolina (1:1)

Uma proporcaale 1:1, ou seja, uma paride bicarbonato de colin@arauma parte de
acido oleicofoi utilizada para formar untiquido idnico (LI) constituido apenas por pares de
cations e anions. O LI foi preparado por neutralizagdo combloinato de colina. Em um baldo
de fundo redondo de 1000 mL, foram adicionados 20 mL de bicarbonato de colina a 80% (m/m)
(equivalentes a 18,72 g, @133 mol de bicarbonato de colina puro). Na mesma propor¢cao
molar, foram adicionados aproximadamente 351l de &cido oleico, com excesso de 4,05
mL, resultando em um volume total de 40 mL de &cido oleico (equivalentes a 35,6 g, ou 0,1260
mol de &cido oleico puro). Uma aliquota de 20 mL de metanol foi adicionada aanpata
melhorar ahomogeneizacaa tenperatura ambiente, em sistema aberto. Utikgewagitador
magnético para mistura e homogeneizacédo da solucdo até cessar a producad deaCap
ficou em agitacapor 12 horasO solvente foi removido em evaporador rotativo a 60 °C por
cerca de 20 mirtos O produto obtido foi acondicionado em recipieaddequadoyedado com

Parafilm®e armazenamento em temperatura ambiente
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Preparacao do ligudo idnico oleato de coling1:2) (DES - solvente eutético profundo)

Uma proporcaale 1:2, ou seja, uma paede bicarbonato de colinzara duas partes de
acido oleicdoi utilizadapara formar unsolvente eutéticDES), constituido apenas por pares
de cétions e anions. O DES foi preparado por neutralizagdo de bicarbonato de colina. Em um
baldo de fundo redondde 1000 mL, framadicionados 8,75 mL de bicarbonato de colina 80%
(m/m) (equivalentes a 8,19 g, ou 0,0496 mol de bicarbonato de colina puro). Foram adicionados
ao sistema aproximadamente 31,42 mL de acido oleico, com excesso de 0,08 mL, resultando
em umvolume total de 31,5 mL de &cido oleico (equivalentes a 28,03 g, ou 0,099 mol de acido
oleico puro). Uma aliquota de 20 mL de metanol foi adicionada & mistura para melhorar a
agitacao a temperatura ambiente, em sistema aberto. Uskzagitador magnéb para agitar
e homogeneizar a solugéo até cessar a producao gdé @acao ficou em agitacgwor 12
horas O solvente foi removido em evaporador rotativo a 60 °C por cerca de 2€mi®
produto obtido foi acondicionado em recipientadequado,vedado com Parafiln® e

armazenado em temperatura ambiente

5.13 Atividade antimicrobiana pelo método de discalifusao

A atividade antimicrobiana dos liquidos iénicos e de seus reagentes foi analisada por
método de discalifusdo (CSLI, 2003)em culturas dePseudomoas aerwinosa (CCCD
P004) E. coli (CCCD-E003) e Staphylococcus aureu€CCCD-S007) (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010)

As placas de Petrcontendoas cepasmencionadascimg foram divididas em seis
partes. Essas partes foram numeradas de 1 a 6, ondedpoorde abicarbonato de colina; 2
corresponde ao oleato de colina (1:1); 3 corresponde ao oleato de colina (1:2); 4 corresponde
ao acido oleico; 5 corresponde ao controle posisatu¢éo de oguetel antibidtico (penicilina
10000UI/mL/estreptomicind0 mg/mL) e 6 corresponde ao controle negativo (solucdo salina
0,9 %). Discos de papel de filtro foram impregnados com as amostras e colocadoassobre
cepas

Por se tratar de amostras viscosas, foi necessario utilizar a massa e a densidade das
mesmas paraeobter o volumeautilizado. Para issaliscas de papel de filtro forapesads e
introduzides no tubo contendosamostra. Apds 10segundodoi realizada uma nova pesagem
para verificara massa da amostras amostras obtidas foramadito seico= 0,0104g; Mpicabornato

de wiina= 0,02300; Mbleato de olina (1:1)= 0,02559; Mbleato de olina (1:2)= 0,01929. As densidades,
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retiradas da literatura, foram as seguintsdo oleics= 0,893 g/ML} bicarbonato deolina= 1,17 g/mL;
} oleato decolina (11)= 0, 9 4 oledip de ddy1:2)= 0,92 g/mL.O volume administrado foi calculado

utilizando aEquacéo 4

<3

Equacao (%

On de: gponde adensiglade absoluta em g/mL; m é a massa; V o volume

Os volumes obtidos foran¥ acido ¢eico= 00116 ML; Micarbonato deaina = 0,0196 mL;
Voleato de olina (1:1)= 0,0271 ML; VMieato de olina(1:2) = 0,0209 mL.

A atividade antimicrobiana dos liquidos idnicos foi avaliada na cepaidetobacter
baumannii(ATCC 19606) utilizando o mesmo procedento acima citado, obtende um
volume igual a 0,016 mL para o oleato daioa (1:1) e igual a 0,015 mL para ¢teatode lina
(1:2).

Esta técnica também foi utilizada para a avaliacdo da manutencéo da atividade litica do
hidrogel contendo os bactefagos. Os ensaios foram realizados utilizando uma estirpe de
Acinetobacter baumannfATCC 19606). O hidrogel foi aplicado diretamente na superficie do
meio de cultura TSA corcinetobacter baumannfATCC 19606). Apds 24drasa 37 + 0,5
°C as placas fora inspecionadas visualmente para observacdo de halos de inibicdo do

crescimento.

5.14 Preparacao dohidrogel a base de alginato de sédio integrando unraicroemulsao

deliguido i6nico (1:2) e um coquetel de bacteriéfagos liticos

Preparacéo e caracterizacéo a@microemulsédo liquida ibnica

Para incorporar o liquido ibnicaoéhidroge] uma emuddo com o liquido ibnico foi
preparadaleacordo com Pires e Moura (201&)emulséo fopreparada agitando 0,75%/{mn
de Tween 80 &% (v/v) de oleato de colind: oul:2) em 250 ml de agua ultrapura. A solucéo
foi misturada num homogeneizador UltraTurrax a 12000 rpm duranteuomi® potencial
zeta, o tamanho hidrodindmico e o indice de polidispersédo da emulséo feeamirdElosem
um sistema ZetaPALBara escolher amulsdo mais estavel. Na emulsédo escolhida adigion

se metilparabeno a 0,1%/).
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Analise por espalhamento dindmico de ludaser (DLS)

Para as andlises por DLS das emuls@es produzidas prepamdioicdes de amostras
seguindo recomendacdes do fabnte do equipamento, sendo empregados 50 pL de emulsdo
em 20 mL de agua ultrapura. Esta diluicdo foi homogeneizada e introduzida na cubeta (cerca
de 2/3 do volume da mesma) do equipamento ZetaPALS NanoBrook 90 PlusPALS.

Preparacao da hidrogéis

Para peparar o ldrogel a base de alginato de sddio, utilizeul,5% ifVv) de alginato
de sodio com baixa viscosidade (3000 cps),0,2% (mv) de carbonato de célcio e 0,86%
(m/v) de gluconolactona. As substancias foram dissolvidas, separadamente, na ms&emul
preparadacom a ajuda de agitagcdo magnética a 200 rpm duranteufoiApOs este periag
as dispersdes foram reunidas e misturadas por agitacdo magnética a 200 rpm duratde 5 min
Antes de formar o gel, adicionae a suspenséo bacvéiigica (L0 O L de cada suspenséao de
fago litico paraAcinetobacter baumanniiA dispersao foi vertida em moldes de plastico. Apos
5 horas ocorreu a gelificacdo com formac&do do hidrogel integrando o liquido i6nico e o
coquetel de bacteridfagos

Hidrogéis sem o L foram preparados da mesma maneira, contudolugar da

microemulsao foram utilizados 5 mL agua ultrapura.

5.15 Caracterizacdo do hidrogel

Andlise por difracdo de raiosX (DRX) do hidrogel

Os difratogramas das amostras de hidié@ramobtidosem um difatdémetro de raies
X, usando radiacdde raiosX com uma | ©mpada de clpSBI8A). com
A varredura foi realizada em angulos de difracdo-d&e&a (de 5° a 90°, com incrementos de
0,02 graus e taxa de 2° M)ncom uma tenséo de 40 kV, intensidadedrrente elétrica de 30

mMA e pténcia de raioX de 3 kW.
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Analise por espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermeltamto dooleato de colin@omodas amostras de hidrogel
foram obtidos na regi&o de nimero de onda entre 480@&c00 crit com uma resolucédo de

4cm?,

Analise por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em atmosfera dinamica de nitrogénio com vazéo de 30
mL min?, razdo ou velocidade de aguecimento de 10 °C,rfaixa de guecimento de 25 °C
a 250 °C. Empregese cadinho de aluminio e massa de amostra em torno de 2 mg.

Analise tomografica portransmisséo de raiosX (XRT)

As imagens da analise tomografica por transmissdo deXdmsam coletadas usando

tomografo comensio de operacéo ajustada a 35 kV e correrte®t r i ca com 800

Andlise de microscopia eletronica de varredura por energia dispersiva(DESEM).

Para a adlise de microscopia eletroniasamostraforam liofilizadas e posteriormente
revestidas com uma fina camada de ouro (200 A de espessupa)v@sizacdo catddica sobre
uma camada de carbono produzida por evaporacdo em um dispositivo de metdiepo#n.
as amostras assim preparadas foram submedidasicroscio eletrénio de varredurgara

observacao elsuas morfologiss.

5.16 Estudos de perneacaocutaneain vitro

Os estudos de permeacdo foram realizados em células de vidro de difusdo vertical com
um volume receptor de aproximadamente 8 mL e uma area de difusdo de 176%fiGanm
avaliacdo da capacidade de permeacdo do coquetel de bagterititisos.Como membrana
de permeacéo escolhea a pele de orelha de porco.

As amostras da pele da orelha de porco foram separadas da cartilagem, tomando cuidado
parando serem danificadas foram armazenadas no congeladof4a°C até serem utilizadas
(SALERNO; CARLUCCI; BREGNI, 2010). No momento do uso, as amostraspede da
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orelhade porcdoramdescongeladee cortadano tamanho requerido paraecolocada na

célula de Franz (0,5 mm de espessura x 30 mm de comprimento). No compartimento doador,
em cima @ membranaalpele de porcoforam colocados os discos de amostras de hidrogel
Depois dissp este compartimento foi fechado. No compartimento receptor foi adicionada
solucéo salina (0,9% NaGtym). O compartimento foi imerso em banho termogtadd a 32

+ 3°C e as células foram equilibradas por 30utta O experimento foi seguido por 18ras

com coleta de amostras a 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 2404 ZDG40, 660 e 720 mutos

Em 200 €L das al 2qguotas wadume igualda suspénsdo @dem a ¢
bactériagmais5 mL desoft agar Estamisturafoi vertida em placas deeRi contendo meio

TSA sélido. As placas foram incubadas37 °C por 24 horasApés o periodo de aubacéo, o
numero deunidades formadoras de placdFPs, halos de inibicdo de crescimento) foi
determinadocom auxilio deum contador de colénias (Phoenix Luferco modelo CP 608,
Araraquara, Brasil).

5.17 Potencial de citotoxicidade do hidrogepelo método dedifusdo em agar

As célulasHaCatforam plaqueadaem placas de Petri @ mm, na concentracédo de
1,5x10 célulasmL™® empregando meio de cultura DMEND( | beccod6s Modi fi
Medium suplementado com soro fetal bovino a 10% (m/m), por um period8 kedsa 37
°C, em uma camara de incubacdo com 5% de. ®GOsteriormente, o meio liquido foi
descartado e meio solidwverlay (meio Eagle 2x concentrado, agar a 1,8% (m/m) contendo
0,01% (m/m) de vermelho nea como corante vitafoi adicionadosobrea cultura decélulas
bacterianasApos solidificacdo, as amostras foram colocadas no centro da placa e incubadas
por 24 horas a 37 °C, em ambiente com 5% de. @® leituras das placas foram feitas
macroscopicamente, onde a presenca de citotoxicidade ersadss pela formacéo de tnalo
claro em torno da amostrerrespondendo as células mor#ss células mortas circuatdo a

amostra foram avaliadasicroscopicamente para deteccdo de alterac6es morfologicas.

5.18 Potencial de citotoxicidade pelomsaio MTS

Cultivo das células fibroblastos 3T3

As células fibroblastos (NH3T3) foram cultivadagm frascos de 25 énutilizando
meioDMEM (Dul beccobés Modi fLoveGlucosgsigrmasupkemektadd 10%0m
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(m/m) de soro fetal bovino e 1% @atibidtico (Pen/8ep- Sigma) a 37 °C em uma camara de
incubacdo com 5% de GQAté atingir a confluéncia de 90%pds o periodo de crescimento

as células foram tripsinizadas e contadas em camaras de Neubauer, utilizando azul de Trypan,
para apli@acdo nos ensaios de ¢agicidade e viabilidade celuld&RANJA et al., 2019)

Ensaio de citotoxicidade do hidrogepelo ensaio de MTS

Para a avaliagdo da citotoxicidade do material foram utilizadas placas de 24 pocos, na
concentracdo de 1xi6élulasmL* por poco utilizandoneioDMEM suplementado 10% (mjm
de soro fetal bovino e 1% de antibiéte@7 °C em uma camara de incubag¢do com 5% de CO
ApOs 24 horas o0 meio foi descartado e um novo meio foi adicionado. Seguoteéagiscos de
aproximadament® mm de didmetro, das astoas dehidrogel sem liquido ibnico e hidrogel
com liquido iénico foram adicionadas no centrgpdgo.Como controle negativfcontrole de
viabilidade celularfoi utilizado o meio DMEM enrigecido e para controfeositivo (controle
de morte celulgrfoi utilizado dimetilsulfoxido(DMSO). As placas foram incubadas nas
mesmas condi¢des citadas. O teste foi realizado em triplaiabilidade celular foi analisada
apos 24, 48 e 72 horasr calorimetrig utilizando tetrazélio, o MTS, [84,5-dimetiltiazol2-
il) -5-(3-carboximetoxifenil2- (4sulfofenil} 2H-tetrazolio] (CARDOSO, 2019). Apds cada
periordode e mpo os po-o0os foram preenchi doDMEM om 3°
e 75 €L doaditbh&ls, € asmplacas foram incubadas por Mdwraa 37 e C.
MTS, quando incubado com células vivas, tem seu substrato quebrado por enzimas
mitocondrais, transformandgse de um composto denominado formazan. Em seguida, a
guantidade de fonazan formada foavaliada por espectrofotometria no equipamento Leitora
de MicroplacasTecan Infinite 200 Pro, no comprimento de onda de 490 nm, sendo a

absorbanciaayistrada o valor diretamente proporcional ao nimero de células vivas em cultura.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Isolamento, propagacdo, purificacdo e caracterizacdo dos bacteriofagos para

Acinetobacter baumannii

Antes @ isolamento, € necessar@aliza o enriquecimento. A etapa de enriqguecimento
tem como objetivo aumentar a concentragdo de fagos que possam estar presentes nas amostra
coletas. A densidade e diversidade das populacdes das células hospedeiras é o principal fator
gue determina a abundaace diversidade de fagos. A prevaléncia de grandes e diferentes
populacdes de bactérias patogénicas em aguas residuarias faz das mesmas uma fonte important
para o isolamento de varios bacteriofagos (MARTINS; MARTINS, 2014).

Apos o enriquecimento das astias de agua (dgua de esgoto hospitalar e da estacdo de
tratamento de agl foi realizado ospot testpara verificarse as amostras combam
bacteriofagos liticos. Asonas de lise bacteriafi@madas nepot tesindicaram a presenga
de bacteriéfagosarno pode ser observado na FigdrdNa Figurada, poden-se observar as
zonas de lise clarasarculturade Acinetobacter baumanniformadas pela gota da amostra
obtida no enriquecimento com agua de esgoto coletaddodpital Lhimed Na Figura4b é
possivé observar zonas de ligarvas @ culturade Acinetobacter baumanniormadas pela
gota da amostra enriquecida com agua de esgoto coletada da estacdo de tratamestdade agua
estaciddguas de Aracoiaba.

O spot testindicou que ambas as amostras util@adontinham bacteriéfagos liticos
para a cepa décinetobacter baumanniitilizadas neste estud@®acteridfagos isolados
produzem zonas claras indicativas de lise bacteriana das respectivas células hospedeiras, tipicos
de fagos liticos (MARTINS, MARTINS2014).
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Figura 4. Spot testlas amostras enriquecidas dpggua de esgoto hospitalar (Unirm@drocabSP e do p)
esgoto AracoiabdSP da estacdo de tratamento de aguas residuais para deteccéo de bacteriéfagosiiticos
Acinetobacter baumannimostrando regides claras de lise bacteriana

Fonte: Elaboragéo propria

A morfologia das placas depende do fago, do hospedeiro e das condicbes de
crescimento. No entanto, com raras excecdes as placas fagicas, apésdondeeiricubacéo,
assumem tamanbaodiferentes e adquiremam limite definitivo, podendo assim, ser um
indicativo para verificar a presenca de diferentes fagALLET; KANNOLY ; WANG,

2011). Contudo, como podem ser observadas na Figura 5, as estriasofeitas amostras
enriguecidas produziram placas de morfologias e tamanhos similares, sendo necessario,
portanto, outras analises para comprovar se os fagos isel@g®u ndo diferentes.

Além da visualizacdo das caracteristicas das zonas dealisdasfficacdo e
caracterizacdo dos fagos podem ser realizadas atravéscescopia eletronica ou ainda
através daetermingdo da sua sequnéa génica elasua estrutura proteica (SGH, 2012).

Os fagos produzidos a partir dakcasde lise foram denominadmficialmentede
PhL_UNISO_ABATC ph0041 e PhL_UNISO_ABATC ph00%. Na decorréncia deste
trabalho,0s fagos forametratads como ph0041e ph0035.
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Figura 5. Isolamento de bacteriéfagos e selecéo de placas fagicabasemmorfologias distintas

Fonte: Elaboracgédo prépria

6.2  Caracterizagéo biologica dos bacteriofagogh0041e ph0035

Espectros litics

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos ap@wvaliacdo dos espectros liticos das
particulas dos bacteriéfagos isolados.
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Figura 6. Espectro litico dos fagqgsh0041 e ph0035

Fonte: Elaboragéo propria

A determinacédo do espectro litico de um fago é importante para verificar sua eficiéncia
frente a bactéria hospedeira. A capacidade litica de umifagma a possibilidade de sua
aplicacao terapéutica frente ao patdégeno hospedeiro (AZEREDO, ZDdip pode ser visto
na Figura6, os bacteri6fagoph0041 e ph0035roduziram placas claragevelando
especificidade dos bacteri6fagos para a cepadeebbacter baumanniisendo que o
bacteriéfagoph0041produziu uma placa de lisgerca de43% maior que a produzida pelo
bacteriéfagoph0035. Destemodo, podese afirmar que os dois fagos isolados aptese

atividade litica frente Acinetobacter baumannii.

Titulo fagico

O titulo fagico de cada suspensébtidafoi calculado utilizando a Equagéo 1. Para
suspensdoalbacteriéfago ph0041 o titulo fagico obtido foi 7,750% UBP mL™, enquanto
que a suspensao bacteriofago ph003&presentou um titulo igal a 2,838x1& UFPmL™.
Titulos fagicos acima de $HUFP mL™ s&o considerados elevados (BONILLA et al., 2016)
O titulo fagico tem como objetivo verificar a concentragdo dos fagos na suspensdo

obtida. A concentracdo de fagos, avaliada através dtofigico, € um dos fatores de influéncia
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no combate as infec¢des. A alta concentracéo de fagos € crucial para o sucesso dos tratamento:
(QADIR; MOBEEN; MASOOD, 2018).

Foram calculados os titulos das suspensfes em diferentes concen@acg@ssiltados
obtidos estdo disponibilizadma tabela abaixoT@bela 2 e comproveam que o processo
permitiu a obtengi de suspensfes com concentragdesfagos adequadas para uso em

tratamento de infecgdes.

Tabelal. Numero de unidadesforad or as de ©pl acas em di ferent

fagos ph0035 e ph0041

(UFPb6s)

Volume da amostra
] NUmero de PFU's na Concertracéo de
de suspenséo de | Volume final . .
L Fago amostra de suspenséao d particulas fagicas
fago concentrada | de diluicdo
fagos concentrada (UFPs/mL)
(ML)
ph0035 2,8384x164t 1,41920x1€°
10 2000
ph0041 7,7500x1& 3,87500x16°
ph0035 5,6768x14° 2,83840x1€P
25 2000
ph0041 1,5500x16&° 7,75000x16p
ph0035 1,4192x16* 7,09600x1€P
50 2000
ph41 3,8750x18° 1,93750x16°
ph0035 2,8384x164* 141920x16"
100 2000
ph0041 7,7500x18? 3,87500x16°
ph0035 4,2576x16" 2,12880x1&*
150 2000
ph0041 1,625x167 5,81250x16°
ph0035 5,6768x14! 2,83840x1&*
200 2000
ph0041 1,5500x16" 7,75000x16

Fonte: Elaboracgédo propria
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Eficiéncia de plaqueamento (EOP

Os resultados obtidos na eficiéncia de plaqueamento (EOP) com os bacteriéfagos ph0035

e ph0041 sao exibidos na Figuta

Figura 7. Eficiéncia de plagueamento daerticulas fagicag) ph0041 gb) ph0035

Fonte: Elaboracgéo prépria

A eficiéncia de plagueamento € o numero relativo de placas que a suspensao
bacteriofagica é capaz de produzir em um determinado hospedeiro bacteriano, teenamdo
parametro de impadhcia na avaliacdo do potencial do fago como agente terapéutico. A
determinacdada EOP permite avaliaa capacidade dos fagesn infectar e lisar a células
bacteriana (MIRZAE, NILSSON, 2015).

Analisando aFigura7 é possivel observar lises claras nas enas trés diluicdeso
bacteriofago ph0041 (Figuréa) e do bacteriéfagph0035 (Figura 18). A intensidade da
claridade das lisgfoi reduando nadilui¢besseguintepara ambos os fagos. Nao foi possivel
observar placas fagicas nas diluicesiores (aicna de 1¢) tantodo bacteriéfago ph0041
guantodo bacteriéfago ph0035. Conclsé portantpque os fagos ph0041 e ph0035 néo foram
capazes de produzir bacteri6fagos progénicos suficientes na cApmeémbacter baumannii

para formar placas sanaioresdiluicdes
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Foi possivel verificar também que as placas deplisduzidasem meios soélidgpelos
bacteri6fagos isoladoforam extremamente pequenas com um tamanho de até 0,7 mm de

diameto.

Curva de adsorcgao

Os resultadosbtidos nos ensaios de adsio dos bacteriofaggsh0035 e ph0041 em

células déAcinetobacter baumannsido apresentados na Fig8ra

Figura 8. Curvas de adsorcao dos bacteriéfagos ph@odrva roxae phO035curva azul)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo de infec¢ao (min)

Fonte: Elaboraca propria

A adrcdo € a capacidade de ligagé® uma molécula presente na superficie do virus
com receptores especificos da membrana celular do hospedeiroessenitapara a infeccédo
do virus na célula hospedeira (STEPHENS et al., 2013).



As taxas de adsorcao dobecteriofages ph0035 e ph0041 nas células Aleinetobacter
baumanniiforam estimada por ajuste nao linear dos dados experimentais para o modelo
descrito na Equagéao 2.

O ajuste nao linear dos dados exibidos na Figurar8 p modelo na Equacéao 2 foi
realizas usando o software Kaleidaraph v. 4.5.2 para MacOS X.

As taxas de adsorcao dos bacteri6fagos ph0035 e ph0041 nas céludaindtobacter
baumanniiforam as seguintes: taxa de adsor¢do das particulas do bactepl@fb(Xo =
5,578 x 16 UFC mL%; (ajuste nadinear = 0,93545)) igual 4,6518 x 16° UFP UFC! mL?

h' e ataxa de rdipacéo bacteriana foi igual a 0,34173ehpara o bacteriéfagzh0041(Xo =
5,043x10 UFC mL?; (ajuste ndo linear 0,96748)) a taxa de adsorgdas particulas fagual
a2,6394x1¢ UFPTUFCtmLh? e a taxa de replicacéo bacterianaigaial a 0,4816 .

O estabelecimento de um perfil de adsor¢do mostrou que apositosnmais de 90%
das particulas do fago ph00d B0% das particulas do fago phO@&&madsorvidas as células
do hospedeiroAcinetobacter baumanijii

E fundamental avaliar a capacidade de adsorcédo dos fagos isolados, pois esta pode ser
utilizada como unindicativodacapacidade de infeccd@ios bacteridfagosa célula hospedeira
com consequae morte celular (SHAO; WANG, 2008Ds resultados mostrarague @ virus
sdo capazede se ligar azéldas hospdeirss de modo adequado para o sucesso de sua

replicacao viral
Curva One-step growth
As curvasOnestep growthdos bacteriéfagos ph00&5ph0041 sdo mostrados Figura

9, usandoAcinetobacter baumann{ATCC 19606) na fase exponencial (@B— 0, 5; a6 0

5x10 UFCmL?) e as suspensdes fagicas de ambos os fagos com um titulo deBxHd2.
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Figura 9. CurvasOne stegrowthdos bacteriéfagos ph004durva roxa)e ph0035(Curva azul)
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Fonte: Elaboragdo propai

Os resultados obtidos foram posteriormente plotados para determinar o periodo do eclipse
do bacteriéfago, periodo latente, periodo de acumulat@uetular e 0 nimero deridnspor
célula infectada. BlcurvaOne step growtho periodo do eclipse reggenta o tempo apos a
penetracdo do bacteri6fago na bactéria hospedeira onde ocoossiatese e montagem dos
virionsmaduros; o periodo latente representa o tempo apds a penetracdo do bacteriéfago até a
lise da célula bderiana com liberacdo ddrions maduros; o namero ddrions por célula
infectada € o rendimento viral. A diferenca entre o periodo latente e o periodo do eclipse
representa a fase de acumulacao intracelSIREPHENS et al., 2013).

Para o bacteriofago ph0035 foram estimados 4%uto&para o periodo do eclipsB0
minutospara o periodo latent® mirutospara o periodo de acumulacéo intracelalas4 x 160
virions por célula infectada, enquanto que para o bacteriéfago pHothobtidos5 minutos
para o periodo do eclips80 mirutos para o periodo latent@5 mirutospara o periodo de
acumulacdo intracelulae 8,2x16 virions por célula infectadaA acdo rapida destes

bacteriéfagos pode ser uma vantagem quando utilizados como agentes terapéuticos.
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Andlise das suspensdes bacteragicas concentradas por meio de varreduras espectrais
UV-Vis

Os resultados obtidos a partir das varreduras espectraigidJxealizadas para as
suspensdes fagicas sdo exibidos na FijarAs suspensdes ddsis fagos apresentaram uma
absorcdo minima gupode ser observada em torno de 245 nm e uma absor¢cdo maxima em 258
nm paraas suspensdes dmmcteriéfagoph0041 e 263 nm para suspensadoodbacteridfago
ph0035 Suspensbes que ndo apresergatas caracteristicagrovavelmente sdo suspensbes
gue possu@ muitos contaminantes celulares (restos celulares e quaisquer outras proteinas
intracitoplasmaéticas liberadas apés a lise celular). Isto ocorre geralmente quando a suspensao
contém poucas particulas fagicas. Logo, peeleoncluir que as suspensdes fagpmaduzidas
apresentararpoucos contaminantes.

Figura 10. Espectrofotometria UWIS dos bacteriéfagos ph004durva cinzae ph0035curva azul)
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Fonte: Elaboracgéo propria
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Andlise por eletroforese (SDSPAGE) dos bacteriéfags ph0035 e ph0041

As suspensdes bacteriofagicas concentradas e purificadas exibiram uma grande variedade
de bandas de proteina&. Figura 1l representa os resultados da andlise -BBSE das

suspensdes dos bacteriéfagos isolados.

Figura 11. Eletroforetogramados bateridfagos ph0041 (Faixa Ph41p0035 Faixa Ph35) e dos marcadores
de massanolecular (Faixa Mrorados com Coomassie

Fonte: Elaboracéo prépria

Aplicando o célculo da mobilidade relativa dasdas e aplicacdo da curva de calibracdo
resultante ds marcadores de massalecular,obtiveramse os seguintes massasleculares:
131,02 kDa, 116,51 kDa, 105,65 kDa, 97,70 kDa, 80,34 kDa, 70,06 kDa, 59,91 kDa, 47,38 kDa
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e 37,46 kDa para o bacteriofagh0035, e 128,90 kDa, 112,69 kDa, 104,36 kDa, 94,81 kDa,
71,09 kDa, 64,58 kDa , 56,46 kDa e 43,99 kDa para o bacteripfaizi1.

Como as massasioleculares entre os fagos sédo diferentes 4sedeoncluir que 0s
bacteri6fagos isolados séo diferentestaconclusaofoi adicionalmente suportada pela anélise
de METrealizadae os demais engai de caracterizacéo bioldgica

Analisespor difracdo de raios X (XRD) dos bacteri6fagoph0035e ph0041

A andlise de difracdo de raios X foi utilizada para verifisaas amostras analisadas sao
cristalinas ou amorfas.

As propriedades fisicas e quimicas de um material dependem de cétomos estéo
dispostos este material, ou seja, de sua estrutura atdmica e molecular. A técnica dediac
raiosX € um meétodcexperimental mais geral empregado para a determinagao estrutural de
sistemas pequenamo haletos alcalinpatémacromoléculas como o virus (N@IS, 2009).

Assim, dentre as diferentes ferramentas que permitem o conhecimento das gstrutura
bioldgicas, em nivel atdmico, destace a técnica de difracdo dgosX. Considerando que
existe uma reldp intima entre estrutura tridimencional das proteinas e sua atividade é
interessante o uso da difracdo de rxopara a caracterizacdo de fagos (AMBROSIO;
FRANCHINI, 2017).

Os resultados obtidos a partirsdanalises de difracdo de raiXsrealizadas para as
suspensodes fagicas concentradas sdo apresentados na Figaréofima de difractogramas
normalizados e permite observar um pico de cristalinidade.

O difratograma de raieX do bacteriofago ph0041, Figura 12, revelou um pico de
cristalinidade a 2d = 31, 70A, | evando-Xem cc
utilizado foi igual a 1,5418 angstrom (0,15418 nm). Através da conveestimlos os angus
em graus para radianos foi possivel calcular o tamanho provavel do cristalito detectado
utilizando a equacao de ScherrSCHERRER 1918). O tamanho pravel do cristalito do
bacteri-fagosr PBMBAGNMN ® de U

Os difratogramas dos bactdeagos ph0035 e @941 apresentaram muitos ruidos talvez
pela presenca de outras substancias como debris celulares, sais organicos advindos do processt
de isolamento, purificacédo e propagacéo dos fagos.

Os resultados mostraram qubarcteriéfago ph0041 éiu um pico muib bem definido
na regi«o de 3picdgeradd ped dspahanestq d& Bxiqmelas estruturas
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cristalinas servem como assinatura para o material analis48ONYIRYIVUZE et al.,
2015).

Figura 12. Difratogramas obtid®a partir da difracao de rai¥sdos bacteridfagos ph00%8urva azulle
ph0041(curva roxa)
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Fonte: Elaboragéo prépria

Analise por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET dos bacteriéfagos ph0035 e
ph0041.

As fotomicrografias representadas nigufa 13 permitem observar a estrutura das
particulas bacteriofagicas isoladash0035(Figura Ba-c) e ph0041 (Figurd3d-f). O fago

ph0035 pertenceprovavelmente a fanidl Myoviridae e os fagos ph0041 pertencem

provavelmente a famili@iphoviridag(SHENet al., 2012)
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Figura 13. Microscopia eletronica de transmissao (MET3 bacteriéfagoph0035(a, b e ce ph0041(d, e e f)

Fonte: Elaboracgéo prépria

Espectro litico do coqueteha cepa deAcinetobacter baumanni{ATCC19606)

Analisando aFigura 14 podese observar a formacdo de uma zona de lise lim@da n
culturadeAcinetobacter baumannindicando que coquetetle bacteriéfagos exibiu atividade

litica contra esta estirpe.
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Figura 14. Espetro litico do coquetel de bacteriéfagos pelo método de disco difusdo empesgadtiura de
Acinetobactebaumannii

Fonte: Elaboragao propria

A cepa deAcinetobacter baumanniisada nesta pesquis&monstrou possuir uma
resisténcia moderadadois antidticos utilizados exclusivamente em pibais, polimixina B
e cefepima

Embora as bactérias possam se tornar resistentes aos fagos, isto ndo € tao preocupante
como a resisténcibacterianaaos farmacos. Assim como as bactérias, os fagos podem sofre
mutacfese, portanto, podem evair para combater a resisicia bacteriana aos bacteriéfagos
Além disso, 0 uso de coquetéis de fagosle evitar o desenvolvimento de resisténcia. A
fagoterapia pode ser realizada em conjunto com o uso de antibidtitogd dafagoterapia
e a antibioticoterapiasdo sinérgias, resultando enbeneficie ao paciente (GOLKAR,
BAGASRA; PACE, 2014) Neste sentido, os bacteri6fagos isolados poderiam ser utilizados
para o tratamento de pacientes infectados por estas cepas pétaa edintimicrobiana

demonstrada pelo coquetel fagico.

6.3  Sintese de liquidos ibnicos

Os liquidos ibnicos obtidos @ifenciararse entre s¢m cor, t&tura e viscosidade. Como
pode ser observado na Figuta Dliquido ibnico (1:1) (Figurd5a) apresentouma cor mais
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edranquicada, t¢ura mais consistente e maior viscosidade do que o seu solvente eutético
(Figura Bb).

Figura 15. Aspecto macroscopico do liquido iénico oleato de cdl@diquido ibnico (1:1) e de sdb) solvente
eutético (DES 1:2)

Fonte: Elaboracéo prépria

A escolha do liquido iénico oleato de colipara o desenvolvimento do hidrogel foi
baseada nos resultados obtidos em outro projeto de pesquisa realizado no Laboratério de
Bacteri6fagos e Biofilme da Wrersidade de Sorocaba (PhagelLab). Foi comprovado, através
de ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e permeacédo transdérmica em células de Franz,
gue o oleato de colina ndo apresentou genotoxicidade e citotoxicidade significativas, além de
atuar como m facilitador de permeacao transdérmica para o ativo insulina (JORGE, 2019).
Além disto, areacdo de neutralizacdo acidase envolvida na sintesesd@uidos ibnicos

apresentotse comaum processo simplespnforme afirmou Oliveira e colaborador@€10)

6.4  Atividade antimicrobiana de liquidos i6nicose de reagentespelo método dedisco

difusao

Os liquidos ibnicos sintetizados e seus reagentes basicos foram avaliados quanto o seu
potencial de atividade antimicrobiammelo método dediscodifusédo frente & cepas de
referéncia IP. aeruginosa(CCCD- P004) E. coli (CCCD-E003) eS. aureus(CCCD-S007))
conforme os procediment@ara a realizacdo do teste de eficacia antimicrolpaseonizado
pela Farmacopeia Brasileira (2010).

Como pode ser observado atpada Figura 6, apenas o oleato de colina 1:1 mostrou

uma atividade antimicrobiana moderada positiva cdPdeidomonas aeruginggéigural6a,
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2). Nenhum dos liquidos i6nicos oleato de colina 1:1 e 1:2 apresentou qualquer efeito sobre
Escherichia col(Figura Bb, 2 e 3), no entant@mba substanciasxibiram uma leve atividade
antimicrobiana contr&taphylococcus aure|igigura 1€, 2 e 3).

Figura 16. Avaliacdo do potencial de atividade antimicrobiagalizad com (1) bicarbonato de coling}2)
oleato de colina (1:1)3) dleato de colina (1:2)4) acidooleicg (5) controle positivo (coquetel de antibidtieos
penicilina (10000 U.l./mLj estreptomicina (10 mg/m)E (6) controle negativesolucdo salinafrentea @)
Pseudmonas eruginosa(b) E. colie (c) Staphylococcus aureus

Fonte: Elaboracgéo prépria
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Os liquidos i6nicos (1:1 e 1:2Jjoram analisados quanto a sua potencial atividade
antimicrobiana contra a cepa Aeinetobacter baumaimin A formacao de halo de inibigdoi
avaliada qualitativamente, e nenhuma atividade antimicrobiana foi observada nas amostras. Os

resultados desses testes sdo mostrados na Figura 1

Figura 17. Avaliacé@o do potencial de atividade antimicrobiegglizag com oliquido idnico (1:1)I.L 1:1) e
com o fquido ibnico (1:2)1.L 1:2 (DES)) frente a cepaeAcinetobacter baumannii

Fonte: Elaboracéo prépria

A andlise da atividade antimicrobiana do oleato de colina e do seu respectivo solvente
eutético foi realiada afim de se verificar se 0s mesmpossiam a capacidade de inibir o
crescimento bacteriano, visto quériosestudos demonstraram o potencial antimicrobiano de
diversos liquidos ibnicos (GHANEM et a2018).

A capacidade inibitéria dos liquidos i6nj se positiva, seria um resultado importante,
visto que os mesnsgpoderiamcontribuir, juntamente com os bacteriéfagos, na luta contra as
infeccbes provocadas pefcinetobacter baumanniNo entanto, os liquidos ibnicos foram
utilizados neste trabalrepenas comdacilitadoresde permeacédo dos bacteriéfagos.
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Os resultados mostraram que os liquidos ibnicos em estudo ndo possuem uma capacidade
inibitéria significativa contra as cepas utilizadas, portanto, a inibicdo bacteriana obtida nas
demais analisesettese a capacidade litica dos bacteriéfagos isolados.

6.5 Preparacao do hidrogel

Para a obtencdo de um hidrogedm liquido ibnico impregnado de particulas
bacteriofagicas foi necessario, inicialmentg@reparo de uma microemuls@teo em agua
(O/A) (PIRES;MOURA, 2017)para incorporacaoodiquido ibnico Para a obtencdo da melhor
emulsdo foram preparadas e avaliadas emulses com os liquidos idnicos 1:1Na 1:2.
sequénciaagregouseesta microemulsdauma formulacdo adequada para a obtencdo de um
hidrogd envolvendo alginato de sodio como ageg#dificante Por fim, adiciorou-se o
coquetel bacteriofagico antes da complgedificacdodo hidrogel.O alginato de sédio foi
utilizado devido a sua biocompatidade, biodegradabilidade, n&oxicidade no cormito in
vivo e sua capacidade de gelificacdo adequada (MANJULA et al., 2013).

Os resultados obtidos pela analise por DLS das emulsées formuladas contendo oleato de
colina 1:2 éram: tamanho hidrodinamico de 232,20 + 3,78 nm, potencial Zeta médig,d&
+ 2,22mV, e um indice de polidispers@®’D) de 0,264 + 0,035. Para a emulsao formulada
empregando oleato de colina 1:1, os resultadoanf. tamanho hidrodinamico &81,44 +
22,40 nm, potencial Zeta médio d81,87 + 2,23nV e um indice de polidisperséde 0,314 +
0,200.0s valores negativos do potencial Zeta promovem a repulséo eletrénica das particulas,
contribuindo para a alta estabilidade da emul€amdice de polidispe&® (IPD) € usado para
descrever o grau de nao uniformidade de uma distribuledtamanho de particulas. O valor
numeérico de IPD varia de 0,0 (para uma amostra perfeitamente uniforme em relacdo ao tamanho
de particula) a 1,0 (para uma amostra altamente polidispersa com multiplas populaces de
tamanho de particulaPANAEI et al., D18). Em relacdo ao tamanho das pards ambas
formulacdes permitiram a obtencdo de uma microemulsdo. De acordo com a Comisséo
Europeia (EC, 2011) , 0O0S hanomateriai s s«O0 |
contendo patrticulas, ndo ligadassnomoum agregado ou como um aglomerado e onde, para 50%
ou mais das particulas no numero distribuicdo de tamanho, uma ou mais dimensdes externas
estdo na faixa de tamanho de 1 nth 0 0 .As®m, elos resultados obtidos defirge a
microemulsdo formuladaoen o liquido ibnico 1:2 como a mais adequada, sendo utilizada para

a obtencdo dos hidrogéis. Esta microemulsdo apresentou menor tamanhdcdia,pangnor
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indice de polidispersaoraaior potencial zetaA microemulsdcescolhidaapresentotseclara
e estael ao longo de todo o periodo do experimento

O método de obtencdo do hidrogel de alginato foi a gelificacdo ionotrépica, onde o
calcio foi liberado sob condigbes controladas dentro da solucao de alginato. Neste método, a
gelificacdo € mediada por uma namnga no pH, que, por sua vez, libera os cétions de ligacédo
cruzada da insolubilidade de uma forma quelada (GURIKGWJIIRNOVA, 2018),
possibilitando a preparacdo de hidrogéis com boa aparfrexkequada consisténcia e
flexibilidade para o uso pretendidd formulagdo proposta permitiu obter um hidrogel
consistente e estavel, capaz de ser manipulado sem perder sua forma. O hidrogel apresentou

coloragéo esbranquigada uniforme, sem bolhas ou rachdéigasa 1§.

Figura 18. Hidrogés de alginato de calcia-hidrogel sem liquido iénico b- hidrogel com iquido ibnicode
oleato de colina 1:fDES)

Fonte: Elaboracgéo propria
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6.6 Caracterizagdo dohidrogel

O sucesso do tratamento de infecgBes de pele empregarmateriofagos dependa
capacidade de liberagdo de fagos no local da infeccdo. Neste sentido, tem se verificado o
desenvolvimento de varios tipos hidrogéi®m diferentes caracteristicass, formulacbes
topicas contendo bacteriofagos para o tratamento de infeccdes @ABER; MOBEEN;
MASOOD, 2018).

O hidrogel obtido foi caracterizado por difragéo de raios X (DRX), espectrofotometria de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), analise térmica via DSC e microanalise
estrutural via DESEM.

Difracéo deraiosX

Osresultados das analises de DRX realizadas para mgBid sdo mostrados R@gura
19 na forma de difratogramas normalizados. A normalizacdo dos difratogramas foi realizada
dividindo-se os valores de intensidade pelo valor maximo de intensidade emfratdg@ima,
permitindo uma melhor comparacéo entre os difratogramasateXraios hidrogéis contendo
bacteriéfagosA difracdo de raiosX € uma técnica analitica que tem sido utilizada para a
analise do grau de cristalinidade. Quando a luz de-Kimgide sobre uncristal, ocorre a
formacdo de diversos padrdes de difracdo, refletindoaeacteristicas fisiequimicas ds
estruturas cristgDAS; ALI; HAMID , 2014).

A andlise de DRX revelou comportamento amorfo sem picos delicridade para os
hidrogés. Os difratograma dos bateri6fagos ph0035 e ph0041 eamaruidoss, com o
difratograma do bacteriéfago ph0041 exibindo um pico de cristalinidade bem definido na regido
de 30,00 O 2d O 33,00.

Era esperado que o pico de cristalinidade referente ao difratograma do bacteriéfago
ph0041 (Figura 1€ fosse visivel no difratognaa do hidrogel com o coquetel fagico (Figura
19a). No entanto, ndo foi possivel a sua deteccdo possivelmente devido a concentracdo de fagos
serrelativamente baixautra possivel justificativa seria o fatosdmmprimentos de onda de
raiosX utilizados paa determinaa estrutura de proteinas serdemordem de A (10"°m),
gerando um sinal muito fraco o que dificulta a detec¢cdo do mgsm®99% da radiacéo
atravesa a amostra sem interagir com sé&wsnos (AMBROSIO; FRANCHINI, 2017)
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Figura 19. Difratogramasde raios X (XRD) de intensidade normalizadaadedrogel com oleato de colina 1:2
e coquetel de fagpb-hidrogel com oleato de colina 1:2hidrogel sem oleato de colina 1:2 e semquetel de
Fagos d-bacteriéfago pi035e ebacteriofago ph0041
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Fonte: Elaboracgéo propria

Andlise por espectrofotometria de infravermelhocom transformada de Fourier(FTIR)

A Figura 20mostra os espectros de FTIR do oleato de colinéFigRra 2@), do hidrogel
sem a microemulsdo erm particulas bacteriofagicésigura 2), do hidrogel conoleato de
colinal:2 (Figura 2@) e hidrogel com oleato de colida2 ecomparticulas de bactesfagicas
(Figura20d).
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Figura 20. Espectros de infravermelho poansformada de Fourier (FTIR} oleato de colina 1:2- hidrogel
sem a microemulsao e sem adipatas fagicas;- hidrogel com oleato de colina 1@ hidrogel com oleato de

colina e particulas fagicas
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Nos espectros de @l de colina (Figura0a) podese observar dois picos a 2922 ten
2855 cmt, que podem ser atribuidos ao alongamento assimétrico e ao estiramento simétrico de
CHo, respectivament&ZHANG; HE; GU., 2006).

Os espectros de FTIR de hidrogéis mostraramsgicoximos a 1649 cin(Figura20b,
¢, d) que podem ser atribuidos a vibracées de alongamento assimétricas de camboxilato
3272,40 crit (Figura20b), 3298,47 cirt (Figura20c) e 325241 cm! (Figura20d), que podem
serrelacionados vibragdes de alongamento de ligagdésHD(DAEMI; BARKANI , 2012).

Os espectros de FTIR dos hidrogéis confirmam a similaridade das estruturas quimicas
dosbiopolimeros e mostraram que ndo hounterferénciaentrecomponentes utilizados na

formulacao.

Andlise por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os termogramas de DSC dos hidreggioduzidos estéo ilustradoa Rigura 21 Os
hidrogéis produzidos sdo basicamente feitos de alginato de sodio. Assinsemizervar
eventos térmicos muito semelhantess proporcdes entre suas entalpias de fusdo sdo da mesma
ordem de grandeza.

Os principais eventos endotérmicos nas amostras sdo o0s picos endotérmicos a 188,56 °C
do hidrogel com oleato de colina 1:2 com entalpia de fusdo associada de 28230/@ °C
do hidrogelsem a microemulsdo e sem particulas bacteriofagioas entalpia de fuséo
associada de 2565 J/g a 195,67 °C do hidrogel com oleato de colina 1:2 e particulas
bacteriofagicas com entalpia de fusdo associada de 2276,0 J/g. Estas teagpséatu
pertinentes a&emperatura de fusdo do alginato (187,56 °C) e estdo relacionadas com a
degradacédo do hidrogd?EREIRAet al., 2013).

Como se pode se observaigdos oshidrogéis exibem altas temperaturas de fuséo e,

portanto, sdo estavgigraa aplicacdo pretendida.


http://www.analisestermicas.com.br/analise-termica-diferencial-o-que-a-calorimetria-exploratoria-diferencial-dsc-pode-fazer-por-voce/
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Figura 21. Termogramasalorimetria diferencial de varredu@a{C) do hidrogel sem oleato de colina e sem
fagos(curva lilas) do hidrogel com oleato de colina (1(2urva roxa)e do hidrogel com ehto de colina (1:2) e
coquetel de fago&urva azul)
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Fonte: Elaboracgéo propria
Tomografia por transmissaode raios X (XRT)

Nas imagens obtidas por andlise de X&fesentadas rfagura 2, podese observar
uma densidade atdbmica maior nas superfi(ées verde), possivelmente esta area € mais
propensa a absorver radiacdo. No centro, empadése ver 0s espacgos vazios caracteristicos
de um hidrogel para aplicacbes tbépicas, cujo objetivo central é servir como
transportaddliberador de ativos (SILNA et al.,, 2016).Assim, & aspectos observados nas
imagens enmm esperads em fungcdo da estrutura tridimencional dos hidrogéis
(SUBRAMANIAN; VIJAYAKUMAR, 2015).
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Figura 22. Tomografia computadorizada de raiosi&a-hidrogel senparticulas fagicas le-hidrogel com
particulas fagicas

b

Fonte: Elaboracao prépria

Andlises de microscopia eletronica de varredura por energia dispersiva

A topografia da superficie e a estrutura da seccéo transversal das amostras liofilizadas de
hidrogéis foram examinadas por microscoglgronica de varredura panergia dispersiva e
os resultados obtidos estdisponibilizadosaFigura 3.

As superficies doitirogel com oleato de colin@d:2) (Figuras 3a, b, c e Yle dohidrogel
com oleato de dma (1:2) e particuladagicas (Figuras 3 e, f, g e h séo relativamente
uniformes com auséncia de rachaduras. As estruturas internas observadas na secao transverse
fraturada do idrogel com oleato de colina2l(Figura 28, x250) e do kdrogel com oleto de
colina 12 e pariculas de bacteriéfago (Figurat23x250) mostraram um oleo de matriz
altamente porosdandicando a formacédo de uma rede tridimensional caracteristica dos hidrogéis
(SUBRAMANIAN; VIJAYAKUMAR, 2015).

SegundoNarayanaswamye Torchilin (2019), aformacdo dos poros é de extrema

importancia, pois a alta porosidade permigculacdo de atos na matriz do hidrogel.lém
disso,0s poros sdo preenchidos por 4gua que possibilitamlibenacéocontroladado ativo
por difusdo Portanto, o ldrogel obtido possui as caracteristicas desejadas para atuar como

transportadodas particulas fagicas
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Figura 23. Fotomicrografias de microscopéetronicade varredurgor energia dispersiva (DESEM) da
superficie do hidrogelarn oleato de colina (1:2) (a: x250; b: x1900x2500) e do hidrogel com oleato de
colina (1:2) e com particulas fagicas (e: x2561000, eg:x2500. Estruturas internas dgcéo transversal
fraturada do hidrogel com oleato de colina 1:2 (d: x25@) keidrogel com oleato de colina 1:2 e parlas

fagicas(h: x250)

NS da

Fonte: Elaboracéo prépria

6.7 Avaliacdo da atividade liticadas particulas fagicasem hidrogel pelo método de

disco-difusao

Um parametro importante a ser observado € a verificacdo da ngwtea atividade
litica das particulas fagicgsieforam incorporadaso hidrogel.

Os bacteriéfagos séo estruturas proteicas suscetivdgsnaturacao proteica devido a
altas temperaturas, pH, forca idnica, efeitos interfaciaixp@s&ao a solventegganicos. A
tensdes mecanicas durante a formulacéo, incluindo tensdes de cisalhamento durante a mistura
e agitacao precisam ser consideradéimale preservar as particulas fagicas (MALIK et al
2017). Fatores quimicos e fisicos externos podem inativa fago através de danos a seus
elementos estruturais (cabeca e cauda), perda de lipideos e/ou alteracfes estruturais do materia
genético (DNA ou RNA) (JONCZK et al., 2011).

Os resultados apresentados na Figira&omprovam que a presencalimido ibnico
oleato de colina e o procedimento para preparacdo do hidrogel ndo inativaram os bacteriofagos,

mantendo a capacidade litica dos mesoomtra a cepa d&cinetobacter baumannii
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Figura 24. Avaliagdoda atividade liticalos tacteri6fagogm hidrogel pelo método diiscadifusédo

Fonte: elaboracéo prépria

Desenvolver uma formulacdo capaz de incorporar os bacteri6fagos sem que haja
interferéncia na sua capacidade de infectar a bactéria e que permita a liberacdo das particulas
fagicas é de suma importancia, visto que é necessario que os fagos permanecam ativos e livres

para realizar o tratamento cutaneo desejado.

6.8 Avaliacdo da capacide de permeacaacutanea do coquetel de bacteriéfagos

incorporados no hidrogel

Para o ensaio deermeacdo transdérmica dos fagos, dimisogéis foram preparadpsm
com liquido i6nico e outro sem liquido ibnjquara verificar s& presenca do oleato de colina
facilitaria, ou ndo permeacado dos fagasravés da pele.

A avaliagdo da capacidade germeacdo das particulas fagicas transportadas pelo
hidrogel contendo oleato de colina, foi realizada através de um sistema denominado célula de

difusdo de Franz. Este aparato é usualmente empregado para avaliar a liberacdo e permeacac
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cuténea de ativosi¢orporados em sistemas de liberacdo de drogas tdpicas e transdérmicas
(RUELA et al., 2016). A pele da orelha suina foi escolhida como membrana de permeacéo
devido a permeabilidade e morfologia semelhantes a da pele humana e também, devido a sua
disponibiidade (DOBLER et al., 2@).

Ao analisar a Figura®é possivel verificar que o hidrogel sem o liquido idnico nao
promoveu a permeacao de pautas fagicas, no entanto hidrogel contendo o liquido ibnico
facilitou significativamente a permeacao dostbdéfagos pela pele de orelha de porco.

Os resultados comprovamque o liquido ibnicgpermitiu a permeacéo a$ particulas
fagicas corroborado com as afirmacfes de Zakrewskgolaboradore014) que indicaram

o carder facilitador de permeacéo cutardo oleato de colina.

Figura 25. Avaliacdo da capacidade de permeagitdnealo coquetel de bacteriéfagidiscos para
Acinetobacter baumannim hidrogel comoleato de colina 1:2 (curva rosa) e em hidrogel deat@de coha
(curva azul)
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Fonte: Elaboracgéo propria

Realizando um ajuste ndinear de uma curva sigmoidal aos resultados obtidos a partir
da permeacdo transdérmica das particulas bacteriofagicas (Figura 25, curva rosa claro), foi
possivel obter a concentracdoxinga de proteina permeada, 9,791WEP mL™, por area de

pele com um coeficiente de correlacdo igual a = 0,9867.
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Segundo Montet al. (2017, alguns liquidosdnicos sdo capazes de interatocam 0s
componentes da pele, inserinsl® na bicamada lipidic®s surfactantes catibnicos, como
oleato de colina, sdo capazes de interagir com as fibrilas de queratina das células cornificadas,
favorecendo a rupturanomentaneada matriz celulatipidica, possibilitando a passagem
cutanea das entidades proteicas. &ud, os resultados obtidos mostram que possivelmente
ocorreu uma desestabilidade do estrato cérneo, permitindo a permeacéo dos bacteriéfagos. Os
resultados comprovargmovamente que os fagos mativeram a sua capacidade litica e que o
hidrogel ndo aprisiasu as particulas fagicas, garantindo que os fagos peramalieres para
permear pela pele.

6.9 Analise da citotoxicidadedo hidrogel pelo método de difusdo em agar

Os resultadoslo teste de citotoxicidagdeelo método de difusdem agar mostraram
haver meote celular causada pelo contato do material apés R4tealizacdo de andlise
microscoépica confirmowa morte das células, o que gerou a formacao do halo em torno do
material (visualizad@a olhonu) (Figura26).

Figura 26. Analises de difusdo em agar com células HaCaT. Controle neggticontrole positiva(+);
membranasle hidrogekem bacteriéfaga&/bacteridfago)membranas deidrogelcontendo um coquetel de
bacteriéfagogiticos paraA. baumannii

Controle - Controle + S/ bacteriéfago C/ bacteriéfago

Fonte: Elaboragéao propai
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Com base nos dados fornecidos pela Norma ISO 169839 que avalia os graus de
reatividade para o testde difusdo em &gar (Tabela &)possivel verificar uma reatividade

branda, de nivel 2, onde se observou zona de ligadiana area sob a amostra.

Tabela2. Graus de reatividade biolégica para o teste de citotoxicidade pelo método da difusdo em agar de
acordo com a Norma 1SO 109832009

Grau | Reatividade Aparéncia da zona de reatividade Efeito citotdxico
0 Nenhuma Zona n@ detectavel sob ou ao redor da amostra. Negativo
1 Leve Algumas células malformadas ou degeneradas sob a am Negativo
2 Branda Zona limitada a area sob a amostra. Negativo
3 Moderada Zona estendendse até 1 cm da amostra. Positivo
4 Grave Zona stendendese por mais de 1 cm da amostra. Positivo

Fonte: Norma 1SO 1099%/2009

O método de difusdo em agar mostrou, portanto, um efeito citotoxico negativo para o
hidrogel com liquido ibnico oleato de colina 1:2. Todavia, otggbede citotoxicidae foi

realizado dim de se verificar a seguranca da utilizacéo do hidrogel

6.10 Analise da citotoxicidade do hidrogel pelo ensaio de MTS

A Figura 27apresenta o grafico comparativo da viabilidade celular das populactes
celulares ddibroblastos de 3T&m contato direto com as amoas de hidrogel sem liquido
ibnico (salmag e dehidrogel com liquido ibnico (azul claroem relacdo aosontoles,
utilizando a técnica MTS
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Figura 27. Porcentagem deabilidadecelular das awstras de hidrogel sem liquido idnigdd) (salméo)e
hidrogel com liquido iénic@Ll) (azulesverdeadoem relagcéo ao controle negatiareto)e aocontrole positivo
DMSO (azul), obtidos no ensaio de MTS durante 24, 48 e 72 horas.

Fonte: Elaboracao ppria

Ao analisar o graficopodese verificar quas @lulas, quando em contato com a amostra
de hidrogel sem liquido i6bnicondo apresentaram diferenca percentual significativa de
viabilidade quando compatas com @ontrolenegativg mantendo uma altaxa de viabilidade
celular mesmo apo6s 72 horas em contato com a amostra. Todavia, o hidrogel contendo liquido
ibnico apreserdu uma dikrenca percentual significativa, com uma reducdo da viabilidade
celular, aproximandse aos valores do controle positivievelando assim moderado grau de
toxicidade quando comparado ao protocolo ISO 19930, 2009)

De acordo com a ISO 10993 porcentagens de viabilidade celular acima de 80% sé&o
consideradas sem citotoxicidade; dentro de 80% a 60%, apresentamtfmdcaade; de
60% a 40% apresentam moderada citotoxicidade e abaixo de 40% apresentam alta
citotoxicidade AKBAR et al., 2019.

Os resultados do ensaio de MTS mostraram uma diminuigdo da viabitidder,
gquando em contato com o hidrogel contedleato de colina, manteng® perto dos 60%,

apresentando, portanto, uma citotoxicidade moderada.















