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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é atualmente um grave problema de satde publica em
nivel global, sobretudo em ambientes hospitalares. Os principais patdgenos causadores das
infeccOes resistentes aos antibioticos pertencem ao grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter). Neste sentido, se faz necessario desenvolver alternativas capazes
de combater essas infec¢cdes como a terapia fagica. Para o tratamento de infeccOes da pele e dos
tecidos moles, pode-se empregar formulagbes topicas. Contudo, muitas vezes, ndo ha uma
liberacdo adequada de ativos, pelo fato da pele atuar como uma barreira natural. Neste contexto,
surgiram os liquidos idnicos como promotores de permeacdo cutanea, capazes de melhorar a
entrega de agentes terapéuticos nas camadas mais profundas da pele. Para a administracdo de
ativos por via dérmica, os hidrogéis sdo uma excelente alternativa por serem maleaveis,
flexiveis e biocompativeis, reduzindo a irritagdo dos tecidos naturais e permitindo a
incorporacdo de substancias que favorecam a permeacéo cutanea. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um hidrogel contendo o liquido i6nico oleato de colina e bacteridfagos liticos para
Acinetobacter baumannii, para tratamento de infec¢cdes da pele. Para isso, dois bacteriofagos
foram isolados e caracterizados, sendo posteriormente incorporados, juntamente com o oleato
de colina, em hidrogel de alginato de sddio. A caracterizacdo dos bacteriofagos foi realizada
através de avaliacdo dos espectros liticos, eficiéncia de plaqueamento, curva de crescimento,
capacidade de adsorcdo e andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida, microscopia
eletronica de transmissdo e analise de difracdo de raios-X. O hidrogel foi caracterizado através
de andlises de difracdo de raios-X, espectrofotometria de infravermelho por transformada de
Fourier, calorimetria diferencial de varredura, microscopia eletrénica de varredura e tomografia
de raios-X. Por fim, foi avaliada a capacidade de permeacdo transdérmica dos bacteriéfagos,
pelo ensaio de permeacdo em células de Franz, e a citotoxicidade do hidrogel pelo método de
difusdo em agar. Como resultado, ambos os bacteri6fagos mostraram atividade litica contra a
cepa de Acinetobacter baumannii. O hidrogel produzido apresentou homogéneidade,
maleabilidade, auséncia de fraturas e efetiva capacidade de permeacdo transdérmica dos
bacteriofagos. O hidrogel foi capaz de proteger e estabilizar entidades proteicas bioativas e, ao

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

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Hidrogel. Infec¢do. Liquido idnico. Permeagédo

transdérmica.



ABSTRACT

The bacterial resistance 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 group (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and
Enterobacter). 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
formulations may be employed. However, sometimes, there is not an 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 agents to the deeper 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 that enhance skin permeation. The objective of this research
was to develop a hydrogel containing ionic liquid, choline oleate, and lytic bacteriophages for
Acinetobacter baumannii, to treat skin infections. For this, two bacteriophages were isolated
and characterized, 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 electrophoresis analysis in
polyacrylamide gel, transmission electron microscopy and X-Ray diffraction analysis. The
hydrogel was characterized by X-Ray diffraction analysis, Fourier transform infrared
spectroscopy, differential scanning calorimetry, scanning electron microscopy and X-Ray
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 against the Acinetobacter baumannii strain. 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 the same time, promotes an improvement in the skin permeation

process.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Hydrogel. Infection. lonic Liquid. Transdermal

Permeation.
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APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa que originou esta dissertacgdo de mestrado denominada
“Hidrogel com liquido i6nico como carreador de bacteriéfagos para tratamento de
infeccbes profundas da pele” foi desenvolvido como parte do projeto de pesquisa
“TransApplL- Permeagdo cutdnea de entidades proteicas estabilizadas estruturalmente e
funcionalmente, carreadas por liquidos ibnicos" o qual teve fomento da Fundacdo de Amparo
a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (Fapesp). A autora Welida Francielly de Camargo Campos
foi agraciada com bolsa de estudos Capes/Prosup (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior/Programa de Suporte a Po6s-Graduacdo de Instituicdes de Ensino
Particulares).

Os resultados originados durante a realizacdo desta dissertacdo foram parcialmente
apresentados em formato de painel no XXIX Brazilian Congress of Virology & XIII Mercosur
Meeting of Virology, ocorrido em Gramado (RS, Brasil) em outubro de 2018, onde foi
apresentado o poster “Isolation and characterization of Acinetobacter baumannii lytic
bacteriophages”, tendo como autores Welida F. Campos, Liliam K. Harada, Fernanda C.
Moreli, Erica C. Silva, Anahi A. Miguel, Thais J. Oliveira, Marta M. D. C.Vila e Victor M.
Balcdo. No formato de poster, o trabalho foi apresentado ainda no ANM 2019- International
Conference on Advanced Nano Materials em Aveiro/Portugal em de 17 a 19 de julho de 2019,
intitulado “Preparation and characterization of a sodium alginate-based biohydrogel integrating
the ionic liquid choline geranate as a permeation enhancer for the transdermal veiculation of
bacteriophages” dos autores Welida F. Campos, Erica Silva, Liliam K. Harada, Fernanda C.
Moreli, José M. Oliveira Jr., Matthieu Tubino, Victor M. Balcdo e Marta M. D. C. Vila.

A pesquisa também, gerou resultados a serem divulgados no formato de artigo
cientifico, intitulado de “A tale of three phages: isolation and characterization of bacteriophages
with lytic activity against Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii, as potential
lethal vectors for respiratory infections”, tendo como autores Fernanda C. Moreli, Welida F.
Campos, Liliam K. Harada, Erica C. Silva, Anahi A. Miguel, Thais J. Oliveira, Marta M. D. C.
Vila, Matthieu Tubino e Victor M. Balcéo.

Como resultados dos estudos desenvolvidos no laboratério PhageLab, paralelos as desta
pesquisa, dois artigos cientificos foram publicados em revistas cientificas. Um deles com o
titulo “Insights into protein-ionic liquid interactions aiming at macromolecule delivery system”

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


http://www.fapesp.br/
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Moutinho, Marta M. D. C. Vila, José M. Oliveira Jr., José A. Teixeira, Victor M. Balcdo e
Matthieu Tubino disponivel na revista Journal Brazilian. Chemical Society, v. 29, n° 10, p.
1983-1998, 2018 doi.org/10.21577/0103-5053.20180141; e outro artigo intitulado
“Biotechnological applications of bacteriophages: State of the art” dos autores Liliam K.
Harada, Erica C. Silva, Welida F. Campos, Fernando S. Del Fiol, Marta Vila, Krystyna
Dabrowsk, Victor N. Krylov, Victor M. Balcao, publicado na revista Microbiological Research
v. 212-213, p. 38-58, 2018, doi.org/10.1016/j.micres.2018.04.007. Também, como trabalho
realizado ndo diretamente ligado s dissertacdo elaborou-se o artigo Non-invasive transdermal
delivery of human insulin using ionic liquids: proof-of-concept” tendo como autores Ludmila
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. Balcéo a ser publicado.

Outro trabalho realizado com participacéo da aluna foi apresentado no formato de pdster
no evento cientifico ANM 2018 — International Conference on Advanced Nano Materials em
Aveiro/Portugal em de 18 a 20 de julho de 2018, intitulado “Hybrid biopolymer-ionic liquid
hydrogels for the transdermal delivery of biomacromolecule” dos autores Liliam Harada, Erica

Silva, Welida Campos, Matthieu Tubino, Marta M. D. C. Vila e Victor M. Balcéo.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, e por todo o mundo, hospitais enfrentam o aumento da resisténcia
antimicrobiana impulsionada pelos patdégenos pertencentes ao grupo ESKAPE (Gram positivos
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus e Gram negativos Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter). Estes microrganismos séo
resistentes a quase todos antibi6ticos comuns e sdo 0s responsaveis pela maioria das infec¢des
hospitalares, principalmente, infeccdes da pele e dos tecidos moles (WYRES; HOLT, 2018;
PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018).

A Acinetobacter baumannii é a segunda bactéria mais frequentemente isolada em seres
humanos saudaveis. Contudo, exibe patogenicidade, afetando principalmente individuos
imunocomprometidos. As cepas de A. baumannii, geralmente resistentes aos antibioticos, séo
isoladas normalmente de infeccbes adquiridas em ambiente hospitalar (BECEIRO; TOMAS;
BOU, 2013). Dada a sua capacidade de infectar o trato respiratorio humano, a A. baumannii
pode desencadear casos de pneumonia, especialmente a pneumonia relacionada com
mecanismo de ventilagdo, podendo causar outras severas infecgdes, como infeccdes da pele,
feridas e bacteremia (ALMASAUDI, 2018). Este patégeno também pode provocar infeccdes
necrosantes apos grandes leses traumaticas ou, até mesmo, ap0s pequenas aberturas na pele
OU nas mucosas provocadas por abrasdes ou por picadas de insetos. Pacientes pos-cirurgicos e
imunocomprometidos sdo vulneraveis a esse tipo de infeccdo o que, muitas vezes, requerem
internacOes hospitalares para tratamentos (STEVENS; BRYANT, 2017).

A emergéncia de cepas bacterianas resistentes aos antibidticos e a fraca penetracdo dos
antibioticos em biofilmes bacterianos pde em énfase a necessidade de alternativas seguras e
eficazes para o tratamento antimicrobiano. Por este motivo, tem-se buscado alternativas contra
0S microrganismos patogénicos, que apresentem eficacia e minimo ou nenhum efeito sobre a
microbiota normal do corpo humano, facil eliminacdo e, acima de tudo, com reduzida
capacidade de inducéo de resisténcia bacteriana (CHENG et al., 2014). Entre estes tratamentos,
pode-se mencionar a terapia fagica, as bacteriocinas, as endo ou exolisinas codificadas por
fagos entre outras alternativas potenciais (ALLEN et al., 2014; RIOS et al., 2016).

A terapia fagica apresenta varias vantagens em relacdo a terapia antibiotica tradicional.
O isolamento de fagos é rapido, relativamente simples e barato (DOSS et al., 2017). Contudo,
é necessario verificar qual sera o melhor método de administracdo para a realizacdo 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 administragdo intravenosa ou a
administracdo oral. No entanto, devido a excelente funcdo de barreira na pele, principalmente
pela estrutura altamente organizada do estrato corneo na parte mais externa da pele, a
administracdo transdérmica, muitas vezes, pode ndo ser conseguida eficazmente
(FUKUSHIMA et al., 2011).

Os liquidos idnicos surgiram como potenciais substancias promotoras de permeacao
cutanea, sendo capazes de melhorar a entrega de agentes terapéuticos nas camadas mais
profundas da pele. Estes compostos quimicos podem ultrapassar as barreiras de protecédo da
camada coOrnea e, deste modo, colaborar no tratamento de feridas agudas e crbnicas
(ZAKREWSKY et al., 2014). A associacdo dos liquidos idnicos com ativos pode ser
estabelecida de diversas maneiras e, 0s mesmos veiculados em diferentes formas farmacéuticas,
como por exemplo, em hidrogéis.

Hidrogeis sdo matrizes polimericas com configuracdo tridimensional capazes de
absorver grandes quantidades de agua ou outros fluidos biolégicos. Em meio aquoso, o hidrogel
pode intumescer, sendo considerado de grande potencial para aplicacfes medicas, visto que a
agua é o composto mais abundante no corpo humano. As possiveis aplicacdes dos hidrogeis
incluem ainda, a engenharia de tecidos, liberacdo controlada de medicamentos, materiais de
autocura, biossensores, bandagens de hemostasia entre outras. O carater flexivel e macio dos
hidrogéis tem a vantagem de reduzir a irritacdo dos tecidos vizinhos naturais (CHAI; JIAO;
YU, 2017). Contudo, a pele é uma barreira natural de protecéo, com baixas taxas de permeacao.
Assim, o desenvolvimento de sistemas promotores de permeacéo, que promovam uma alteracao
transiente da estrutura do estrato corneo, possibilitando a permeacdo mais eficaz de moléculas
bioativas é um desafio a ser vencido.

Neste sentido, objetivou-se o desenvolvimento de um sistema de permeacdo
transdérmica capaz de proteger e estabilizar entidades proteicas bioativas, como o0s
bacteriofagos e, a0 mesmo tempo, promover uma melhoria no processo de permeacdo cutanea,

favorecendo, desta forma a veiculacdo de bacteriéfagos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pele

A pele, o maior 6rgao do corpo humano, possui uma variedade de fungdes, atuando
como uma barreira a perda excessiva de agua, a agressoes xenobidticas e microbianas. Participa
da termorregulacédo, da protecao contra os raios UV e da resposta imune. Todavia, esta barreira
constitui um desafio para o desenvolvimento de formulagdes cosméticas e farmacéuticas, nas
quais a penetracdo de compostos ativos é crucial (SJOVALL et al., 2018).

A pele humana varia em espessura de acordo com a localiza¢do do corpo e é composta
por trés camadas basicas distintas: a epiderme, a derme e a hipoderme, como ilustrado na Figura

1.

Figura 1. Camadas da pele humana

% Epiderme

+——» Derme

Hipoderme

Fonte: PETRI, 2009.

A epiderme tem cerca de 75-150 pm de espessura e ¢ a camada externa da pele contendo
células vivas e mortas. E constituida por queratindcitos, que migram continuamente da camada
epidérmica inferior (estrato basal) em direcdo a camada epidérmica superior. No estrato corneo
0s queratindcitos sdo transformados em cornedcitos, células mortas ricas em queratina. A
derme, por sua vez, é muito mais espessa do que a epiderme (1~4 mm), sendo constituida por
um tecido conjuntivo denso, formado por redes de fibras de colageno e elastina, conferindo
forca e elasticidade & pele, 6rgdos sensoriais, terminacfes nervosas, vasos sanguineos,
glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas e raizes foliculo-pilosas. A hipoderme é uma camada

composta por tecido adiposo que se liga ao tecido 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 enddcrino e nutricional do
individuo (XU; LU, 2011).

A superficie da pele 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 Unicos de microrganismos
adaptados ao local onde habitam (GRICE; SEGRE, 2011). A colonizacdo da pele por
microrganismos, entre eles espécies de estafilococos, corinebactérias, propionibactérias e
leveduras, pode trazer beneficios ao hospedeiro ao atuar como inibidor de desenvolvimento de
microrganismos patogénicos ao competirem por espaco e alimento (DRYDEN, 2009).

A perda da integridade cuténea, devido a lesbes ou doencas, pode resultar em
desequilibrio fisioldgico substancial e em incapacidade significativa ou até a morte. Lesdes
cutaneas, como as Ulceras e as feridas cirurgicas traumaticas, facilitam a colonizacdo dessas

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

2.2 Infecgdes da pele

As infeccdes da pele e dos tecidos moles (IPTMs) estdo entre as infecgbes bacterianas
mais comuns e podem ser consideradas desafios diagnosticos e terapéuticos. As IPTMs
envolvem a invasdo microbiana das camadas da pele e tecidos moles subjacentes e representam
um conjunto heterogéneo de disturbios da saide com apresentacdo variavel e etiologia diversa
(ESPOSITO et al., 2017).

As IPTMs estdo entre as condices mais comuns em pacientes que comparecem ao
pronto-socorro. As vezes, sdo suficientemente graves para levar a choque séptico e justificar a
admissdo do paciente em unidade de terapia intensiva (UTI). As IPTMs graves sdo 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: infeccdes purulentas
(furdnculos, carbunculos, abscessos, etc.) e infec¢des ndo purulentas (erisipela, celulite, fasceite
necrosante, etc.). As infeccdes de pele também podem ser classificadas em funcdo de sua
gravidade, sendo classificados em leve, moderada e grave. InfeccOes leves sdao aquelas que
apresentam somente sintomas locais, enquanto infec¢cdes moderadas a graves estdo associadas

aos sinais sistémicos de infec¢do, como temperatura superior a 38 °C, frequéncia cardiaca acima



25

de 90 batimentos/minuto, frequéncia respiratéria maior que 24 respira¢cbes/minuto ou
leucograma superior a 12 x10° células/mm?® (CHAHINE; SUCHER, 2015).

As infecgdes necrotizantes de tecidos moles estéo entre as infec¢bes de pele de maior
dificuldade de tratamento. Este tipo de infeccdo é caracterizado clinicamente pela progressao
rapida da doenca, com destruicdo significativa do tecido local, podendo ocorrer na derme e na
epiderme, porém afetam mais comumente, as camadas mais profundas do tecido adiposo
(HAKKARAINEN et al., 2014).

A celulite infecciosa, Ulceras ou infeccbes no local da ferida, infeccBes do local
cirtrgico, grandes abscessos, queimaduras infectadas, Ulceras da pele e Ulceras do pé diabético,
também sdo consideradas infec¢cdes complicadas e de alta gravidade por envolver tecidos moles
mais profundos (LEONG et al., 2018).

De modo geral, o tratamento padr&o consiste no uso sistémico e/ou local de antibidticos
de amplo espectro, grandes desbridamentos cirurgicos e cuidados de suporte. Grande parte dos
pacientes requer multiplas remogdes de tecidos mortos por intervencdo cirlrgica e 0S
sobreviventes geralmente tém feridas grandes e complexas, exigindo hospitalizacGes
prolongadas. A taxa de mortalidade entre os individuos infectados esta entre 25% a 35%
(HAKKARAINEN et al., 2014).

Além disto, doengas de pele 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 formulacGes topicas, mas estas tendem a irritar a pele e, muitas vezes, ndo sao capazes de

promover uma adequada liberacao transdérmica de farmacos (ZAKREWSKY et al., 2014).

2.3 Biofilmes bacterianos

Bactérias produtoras de biofilme sdo responsaveis por cerca de 80% das infeccdes
bacterianas em humanos, além de serem responsaveis pelo aumento da resisténcia aos
antibiéticos (FLEMING; RUMBAUGH, 2017).

O biofilme é um agregado organizado de microrganismos que vivem dentro de uma
matriz polimérica extracelular produzida por eles, ligando-se irreversivelmente a uma
superficie inanimada ou viva (JAMAL et al., 2018).

A formac&o de biofilme é complexa, podendo ser dividida em trés etapas, sendo: contato
inicial ou fixac&o as superficies abiodticas ou biodticas, maturacdo e formacao da arquitetura do

biofilme. A densidade celular microbiana necessaria € atingida através da producdo de
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substancias poliméricas extracelulares e do preenchimento de canais com agua que funcionam
como um sistema circulatério usado para distribuir nutrientes importantes e remover os residuos
das comunidades de microcoldnias no biofilme. Finalmente, hd o descolamento e a disperséo
do biofilme. Nesta fase, as células microbianas dentro do biofilme multiplicam-se e dispersam-
se rapidamente, permitindo o descolamento de células microbianas e a transferéncia para um
novo local, ajudando na disseminacéo de infec¢bes (OTTO, 2013).

Os biofilmes podem se desenvolver sobre a pele humana agravando a patologia,
retardando a cicatrizacdo e aumentando a possibilidade de transferéncia de contato em
ambientes domeésticos e hospitalares (ZAKREWSKY et al., 2014). Os microrganismos
produtores de biofilme representam um risco significativo para a satde devido a sua resisténcia
aos antibioticos, pois essa resisténcia promove o aparecimento de infec¢Ges que muitas vezes

séo dificeis e as vezes impossiveis de tratar (CDC, 2020).

2.4  Tratamento de infeccbes

Os antibidticos mudaram a forma de tratamento e cura de diversas doencgas. Contudo,
nas Ultimas décadas, ocorreu um aumento de bactérias patogénicas resistentes a um ou a varios
antibioticos. A resisténcia refere-se a capacidade do patdgeno crescer na presenca de uma droga
(WACLAW, 2016).

Esse aumento de resisténcia bacteriana tem ocorrido devido ao uso indiscriminado de
antibidticos para tratamento humano e em praticas agropecudrias inadequadas
(TANGCHAROENSATHIEN, CHANVATIK; SOMMANUSTWEECHAI, 2018). A
utilizacdo excessiva de antibioticos é considerada um dos fatores que mais contribui para o
aumento significativo da resisténcia bacteriana (LOUREIRO et al., 2016). Assim, com a falta
de farmacos capazes de combater as cepas resistentes, a ocorréncia de doencas infecciosas tem
aumentado e se agravado, tornando-se um problema de salude publica global. As 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 infecgbes resistentes aos
medicamentos. Acredita-se que, até 2050, o numero de mortes pode subir para 10 milhdes,
tornando-se a principal causa de morte no mundo (RAGHEB et al., 2019).

O surgimento de bactérias multirresistentes tem se tornado um problema de salde
publica principalmente para pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). A

intensa utilizacdo de antimicrobianos impde uma pressao seletiva e promove o surgimento de
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resisténcia bacteriana. Além disso, os pacientes em UTI ficam sujeitos a infeccBes devido a
baixa imunidade e a utilizacdo de dispositivos invasivos (ventilagdo mecénica, cateteres
Venosos centrais e cateteres urinarios). As infeccdes hospitalares adquiridas na UTI tém sido
associadas ao aumento da morbidade e da mortalidade (JUAREZ et al., 2015).

Assim, combater a resisténcia bacteriana tornou-se um desafio. Neste sentido, se faz
necessario desenvolver novas estratégias que sejam eficientes contra os agentes patogénicos
resistentes aos antibiéticos (CHELLAT; RAGUZ; RIEDL, 2016). A resisténcia bacteriana aos
antibiéticos é um problema coligado as altas taxas de morbidade e mortalidade pelo fato de
desencadear infeccdes dificeis de tratar com os antibiéticos convencionais, ou até mesmo
infecgBes intrataveis (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). As bactérias podem ser
intrinsecamente resistentes a certos antibioticos, todavia, podem adquirir resisténcia aos
antibioticos por meio de mutagdes genéticas e por transferéncia horizontal de genes (BLAIR et
al., 2015). Os principais impulsionadores da transferéncia horizontal de genes s&o 0s
plasmideos, os bacteriofagos e o0 DNA (acido desoxirribonucleico) extracelular através dos
processos de conjugacdo, transducdo e transformacdo natural, respectivamente
(LERMINIAUX; CAMERON, 2019).

As infeccOes causadas por Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, estdo
entre as mais temidas pela dificuldade de tratamento, decorrente da alta resisténcia desses
microrganismos. Consequentemente, estas infeccGes apresentam escassas opcdes terapéuticas,
além da dificuldade de diagnéstico (NOBREGA; CARMO FILHO; PEREIRA, 2013).

2.5  Bactérias do Grupo ESKAPE

ESKAPE € um acrdonimo utilizado para nomear um grupo de bactérias, Gram-positivas e
Gram-negativas, constituido por espécies de Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter.
Este grupo de bactéria representa 0 maior desafio no tratamento de infeccbes no ambiente
hospitalar em funcdo dos diversos mecanismos de resisténcia destes agentes, aos
antimicrobianos disponiveis para uso clinico (SILVA et al., 2017). Além disto, os patdégenos
do grupo ESKAPE sdo produtores de biofilmes, o que dificulta a acdo dos antibidticos e das
células da resposta imune do hospedeiro (MULANI et al., 2019).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista de patdgenos onde sdo
citadas 12 familias de bactérias, sendo que, seis delas pertencentes ao grupo ESKAPE, que se

tornaram uma ameaca a satde humana devido a sua resisténcia aos antibiéticos. A lista da OMS
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é dividida em trés categorias, de acordo com a urgéncia da necessidade de novos antibidticos:
prioridade critica, alta e média. No grupo com prioridade critica encontram-se bactérias
multirresistentes que representam uma ameaca em ambientes hospitalares, lares de idosos e
entre pacientes cujo cuidado requer dispositivos como ventiladores e cateteres de sangue. Nesta
classe estdo presentes Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Varias

Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de espectro ampliado (WHO, 2017).

2.6 Acinetobacter baumannii

A Acinetobacter baumannii € uma bactéria oportunista cocobacilo, Gram-negativa,
aerobica, pleomorfica, ndo movel e ndo fermentadora. Tolerante a amplas faixas de
temperatura, pH e umidade. A A. baumannii pode sobreviver em superficies secas por cinco
meses, representando um desafio para as medidas de controle de infeccdo hospitalar
(ALMAGHRABI; MARTIN; MOHAME, 2018).

Os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores sdo microrganismos incapazes de utilizar
carboidratos como fonte de energia através da fermentacdo, degradando-os por via oxidativa.
O uso abusivo e empirico de antibioticos promoveu o desenvolvimento de resisténcia bacterina
nesses patdgenos, tornando-0s 0s principais causadores de infecgdes associados aos cuidados
de saude, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Os bacilos Gram-negativos nao
fermentadores mais frequentemente isolados sdo a Pseudomonas aeruginosa e a Acinetobacter
baumannii (GREWAL et al., 2017).

A A. baumannii é responsavel por infeccdes nosocomiais graves, incluindo pneumonia,
bacteremia, endocardite, infeccGes da pele e dos tecidos moles, infecgdes do trato urinario e
meningite (MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013). Pacientes que sofrem de uma doenca
subjacente ou que foram submetidos a grandes procedimentos cirlrgicos sdao 0S mais
acometidos por infeccdes por A. baumannii, visto que esta bactéria pode entrar facilmente no
corpo através de feridas abertas, cateteres intravasculares e ventiladores mecanicos
(ANTUNES; VISCA; TOWNER, 2014).

Normalmente, as infec¢cdes da pele e dos tecidos moles causadas por Acinetobacter séo
infeccdes referentes a pacientes que sofreram queimaduras graves ou lesbes traumaticas. As
primeiras evidéncias de infec¢des de pele por Acinetobacter baumannii apareceram em clinicas
militares que lidaram com feridas traumaticas de guerra, onde foi possivel isolar A. baumannii
de lesBes histopatoldgicas compativeis com fasciite necrosante e osteomielite (BUCHAN;
LEDEBOER; EDMISTON, 2011).
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A A. baumannii tem como alvo especifico tecidos Umidos como mucosas ou areas da
pele que estdo expostas, seja por acidente ou lesao (HOWARD et al., 2012). Inicialmente a pele
e os tecidos moles infectados por A. baumannii apresentam uma aparéncia de "peau d'orange”
(semelhante a da pele de laranja). No estagio seguinte a pele se assemelha a uma lixa que,
eventualmente, d& lugar a vesiculas claras na pele. Em areas de ruptura da pele podem surgir
bolhas hemorragicas, com um processo necrosante visivel seguido por bacteremia (SEBENY;
RIDDLE; PETERSEN, 2008).

Nos ultimos anos a A. baumannii tornou-se motivo de preocupacdo para a area de saude
por promover infecgdes graves associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade devido a
sua capacidade excepcional de adquirir resisténcia a quase todos os antibidticos disponiveis.
Neste sentido, a A. baumannii foi nomeada como patogeno prioritario na lista da Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) para o desenvolvimento de novos antibioticos (ELHOSSEINY;
ATTIA, 2018).

Devido ao rapido acumulo de resisténcia a multiplos antibidticos, o grupo dos
antibioticos carbapenémicos classificados como um subgrupo dos antibidticos B-lactamicos €
um dos unicos grupos efetivos de antibioticos contra infeccbes por A. baumannii
multirresistente. Semelhante a outros B-lactamicos, os carbapenémicos inibem a sintese da
parede celular, resultando em morte celular. Todavia, 0 nUmero de cepas de A. baumannii que
apresentam resisténcia aos carbapenémicos vem aumentando rapidamente. Antibioticos como
a colistina estdo sendo utilizados como recurso de tratamento, porém, podem causar efeitos
colaterais fisicos graves, incluindo neurotoxicidade ou nefrotoxicidade (CHEN et al., 2017).

O aumento da resisténcia antimicrobiana da Acinetobacter baumannii tem sido
amplamente documentado, sendo reconhecido como um dos bacilos Gram-negativos resistentes
aos antimicrobianos mais dificeis de controlar, sobrevivendo por periodos prolongados sob uma
ampla gama de condicGes ambientais. A resisténcia antimicrobiana desse microrganismo
patogénico limita muito as opcOes terapéuticas para pacientes infectados com este patdgeno
(ELIOPOULOS; MARAGAKIS; PERL, 2018).

A dispersdo de bactérias resistentes em conjunto com o desenvolvimento lento de novos
antibioticos gera um déficit de terapias efetivas contra infeccdes bacterianas. O tempo 0 0s
recursos financeiros gastos desde a fase de descoberta, da avaliacdo da eficacia clinica e da
seguranca até a fase de aprovagdo, tornou-se um desafio para encontrar e introduzir novos
antibi6ticos no mercado. E necessario, portanto, o investimento em alternativas que possam
reduzir a resisténcia e os efeitos colaterais normalmente causados pelo uso de antibioticos
(SHARMA et al., 2018).
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Buscam-se entdo alternativas atoxicas e seletivas contra patégenos com minimo ou
nenhum efeito sobre a microbiota intestinal, de facil decomposicéo e eliminagdo do corpo e do
ambiente e, acima de tudo, com reduzida de indugdo de resisténcia (CHENG et al., 2014).
Dentre as alternativas para o tratamento de infec¢BGes por bactérias resistentes aos antibioticos
convencionais destaca-se 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 rios indianos
Ganges e Yamuna continham um principio biolégico capaz de destruir culturas de bactérias
indutoras da colera. Hankin afirmou que esta “substancia” poderia passar por filtros de
porcelana com poros suficientemente finos para reter microrganismos maiores como as
bactérias (SULAKVELIDZE; ALAVIDZE; MORRIS, 2001).

No ano de 1915 o microbiologista Frederick Twort estava tentando propagar o virus
“Vaccinia” em placas de agar. Twort constatou a presenca de manchas transparentes e, ao
observar mais de perto, observou que se tratavam de bactérias mortas. Além disso, essas zonas
eram transmissiveis 0 que o fez propor trés possiveis explica¢des. Sugeriu que poderia ser uma
manifestacdo incomum do ciclo de vida bacteriano, ou uma enzima produzida pelas proprias
bactérias ou, mais radicalmente, algum tipo de “virus ultra-microscopico”. No entanto, Twort
ndo teve recursos para verificar se essas hipoteses seriam ou ndo verdadeiras (KEEN, 2015).

Foi entdo que, em 1917, o microbiologista Fé¢lix Hurbert d’ Herelle descreveu o que
segundo ele, seria um parasita intracelular de bactérias dando-lhe o nome de bacteriéfago. Em
1919 d’Herelle testou coquetéis de fagos contra disenteria e desenvolveu produtos com fagos
comercializados pela empresa que mais tarde se tornaria a L'Oréal (GROSS, 2011).

Os bacteriofagos ou fagos sdo a forma mais abundante de vida. Estima-se que existam
cerca de 10% entidades fagicas no planeta, sendo 10 vezes mais do que o nimero de células
bacterianas (KUREK et al., 2016). Os fagos sdo virus que consistem em um genoma de DNA
(acido desoxirribonucleico) ou RNA (&cido ribonucleico) cercado por um revestimento proteico
(capsideo) (LIN; KOSKELLA; LIN, 2017).

Apesar dos numerosos estudos disponiveis sobre bacteri6fagos de DNA, a biologia dos
bacteriofagos 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 América. Contudo, somente seis sequéncias gendmicas sdo atribuidas aos fagos de
RNA (YANG et al., 2016).

Os fagos sdo parasitas bacterianos, incapazes de se reproduzirem independentemente,
dependendo do hospedeiro para a sua sobrevivéncia. Ao infectarem bactérias, os fagos
incorporam seu genoma viral no genoma do hospedeiro, replicando-se como parte do
hospedeiro (ciclo lisogénico) ou multiplicando-se dentro da célula hospedeira antes de liberar
novas particulas de fago (ciclo litico) (BALCAZAR, 2014).

Durante o ciclo lisogénico o material genético do bacteridfago é integrado no genoma
do hospedeiro, criando um préfago. O profago permanece em estado latente, sendo replicado
com o genoma do hospedeiro até o ciclo litico ser induzido. No ciclo litico, novos fagos sdo
produzidos utilizando o metabolismo do hospedeiro, sendo liberados durante a lise da célula
bacteriana (POPA; LANDAN; DAGAN, 2017).

No ciclo litico a maquinaria metabdlica do hospedeiro € redirecionada para a producao
de novas particulas bacteriofagicas, onde ocorre a replicacdo do genoma do bacteriéfago no
citoplasma bacteriano com a sintese de proteinas virais para a formacao da capside e da cauda.
Os virions de bacteriéfagos podem ser montados em ciclos de 30 min. A producéo de holinas
e lisinas sintetizadas pelos bacteriofagos causam a lise da bactéria, libertando uma onda de
virions recém formados (HARADA et al., 2018a).

Basicamente existem trés meios para a caracterizacdo dos fagos, sendo: i) o fenotipo da
infeccdo (incluindo a gama de hospedeiros); ii) morfologia (incluindo a forma da particula, suas
dimensdes, propriedades fisico-quimicas e caracteristicas de acidos nucleicos); e iii) a
sequéncia do genoma. Considerando sua morfologia, os bacteriofagos fagos podem medir de
24 a 200 nan6metros, apresentar capsideo com forma icosaédrica, cubica, filamentosa ou
pleomdrfica e presenca 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, 2017). A Figura 2 mostra

a classificacao dos diferentes bacteriéfagos.
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Figura 2. Classificacdo dos bacteriéfagos de acordo com sua morfologia, material genético e principais
caracteristicas
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A terapia fagica apresenta varias vantagens em relacdo a terapia antibidtica tradicional,
tais como o isolamento de fagos é rapido, relativamente simples e barato; a resisténcia ao fago
se desenvolve cerca de dez vezes mais lentamente que a resisténcia aos antibioticos e os fagos
permanecem infecciosos sob condi¢cbes ambientais muito adversas e, tendem a continuar se
replicando até que a densidade populacional da bactéria hospedeira tenha sido
significativamente reduzida (DOSS et al., 2017). Os fagos ndo infectam células humanas ou
animais, porém, sdo altamente especificos e eficientes contra suas bactérias alvo, portanto, em
contraste com a maioria dos antibidticos, eles ndo causam uma reducdo ou mesmo a eliminacao

da microbiota natural nos organismos hospedeiros (PARASION et al., 2014).
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2.8 Administragdo topica de medicamentos

A administracdo de farmacos através da pele pode ser conseguida por duas vias: a topica
e a transdérmica. A via topica tem como principal objetivo uma acéo terapéutica local e a via
transdérmica que tem uma acdo terapéutica sistémica. Uma das grandes vantagens da
administragdo topica de farmacos é a acéo direta no sitio alvo ou muito proximo, necessitando
assim de uma menor quantidade de substancia ativa e como tal, originando menos efeitos
secundérios (LOURENCO, 2013).

A entrega eficiente de ativos através da pele tem sido uma meta dos pesquisadores ha
décadas devido a inlmeras vantagens quando comparada com a administracdo intravenosa ou
a administracdo oral. Estas vantagens incluem a melhora na bioatividade das drogas, pois nédo
sofrem acdo de enzimas hidroliticas do trato gastrointestinal ou do metabolismo hepatico de
primeira passagem quando administrado via oral; promocdo de maior adesdo do paciente e
reducdo dos efeitos colaterais. No entanto, devido a excelente funcdo de barreira na pele,
principalmente pela estrutura altamente organizada do estrato corneo na parte mais externa da
pele, aadministracdo transdérmica pode ndo ser conseguida eficazmente (FUKUSHIMA et al.,
2011; SCHOELLHAMMER; BLANKSCHTEIN; LANGER, 2014).

Para tentar solucionar a dificuldade de permeacdo de ativos muitas abordagens estdo
sendo desenvolvidas afim de aumentar a permeabilidade das drogas através da pele pela ruptura
do estrato corneo. Entre elas, podem se destacar o0 uso de promotores quimicos de permeacao,
métodos térmicos, eletroporacdo, iontoforese, sonoforese, ablacdo a laser e microagulhas
(KALLURI; BANGA, 2011; CHOI et al., 2012).

Os promotores de permeacdo sdo compostos quimicos, por si so, farmacologicamente
inativos, mas que podem permear ou interagir com constituintes do estrato cérneo, quando
incorporados numa formulacéo transdérmica e, deste modo, diminuir a resisténcia da pele a
difusdo do farmaco (MARTINS; VEIGA, 2002). No entanto, muitos destes compostos sdo
irritantes e ndo sdo bem tolerados (DOBLER et al., 2016).

Alguns estudos relataram a incorporacdo bem-sucedida de liquidos i6nicos (LIs) em
emulsBes e, particularmente, em microemulsdes, como substitutos de 6leo ou agua, como
aditivos ou como surfactantes (ALMEIDA et al., 2017). Estudos mostraram a relevancia do uso
de Lls para melhorar a solubilidade e a permeagdo de sistemas topicos de liberacdo de
medicamentos (ZAKREWSKY et al., 2014; CAPARICA et al., 2018).
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Para a aplicagdo topica e veiculagdo de ativos farmacéuticos também tem se verificado
na literatura especializada o uso da forma farmacéutica hidrogel que apresenta facilidade de
aplicacdo e remocao (JODAR et al.,2015).

2.9  Hidrogéis

Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensionais de estrutura hidrofilica com capacidade
de absorver e liberar 4gua como respostas as condi¢cdes ambientais. O teor de agua retida na
malha de rede do hidrogel pode variar em funcdo da estrutura da rede do polimero, temperatura
e pH do meio ambiente e forca idnica da solugcdo aquosa no contato com o hidrogel
(CELESTINO et al., 2017).

A estrutura tridimensional dos hidrogeis deve-se a presenca de ligacGes cruzadas entre
as cadeias poliméricas. Devido a estas ligacdes cruzadas, os hidrogéis tendem a apresentar um
comportamento elastico e, por vezes, viscoelastico. A reticulacdo entre as cadeias poliméricas
pode ser fornecida por ligagdes de hidrogénio, interacoes de vander Waals e ligacdes covalentes
(KHAN et al., 2016).

As propriedades fisicas ajustaveis, degradabilidade controlavel e a capacidade de
proteger drogas labeis da degradacéo, permitem que os hidrogeéis sirvam como veiculo capaz
de controlar a liberacdo de ativos. O alto teor de agua (tipicamente entre 70-99%) fornece
similaridade fisica aos tecidos humanos, conferindo aos hidrogeis excelente biocompatibilidade
e a capacidade de encapsular facilmente drogas hidrofilicas (LI; MOONEY, 2016).

A liberacdo de principios ativos carreados por hidrogeis pode ocorrer por diversos
mecanismos em processos isolados ou ndo, como por dissolucdo do ativo no hidrogel; por
liberacdo de microcapsulas contendo principios ativos; por liberacao via estimulos do ambiente
como variacdo de pH, temperatura, etc.; por degradacdo/erosdo do hidrogel, ou por
intumescimento do hidrogel com liberacdo da substdncia ativa. Estes mecanismos sdo
fortemente influenciados pelas caracteristicas fisico-quimicas dos hidrogéis tais como a
estrutura molecular da matriz, grau de intumescimento, reticulacdo, entre outros
(ALCANTARA, 2013).

2.10 Liquidos idbnicos

Os liguidos idnicos sdo compostos quimicos constituidos por ions, possuindo pontos de

fusdo abaixo de 100 °C. Possuem propriedades interessantes, tais como baixa presséo de vapor
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a temperatura ambiente, perfis de solubilidade extensos e variaveis, alta estabilidade térmica,
ndo inflamével, polaridade adaptavel, perfis quimicos inertes, ponto de fusdo excepcionalmente
baixo e viscosidade variavel. Eles sdo compostos por dois componentes distintos, anions e
cations. O cétion geralmente é maior e organico, enquanto o anion é relativamente menor e
inorganico. Esta combinagdo leva a uma diminuicdo na cristalinidade do sistema, permitindo
que os liquidos idnicos sejam liquidos em baixas temperaturas (SIDAT et al., 2019).

Estudos realizados por Zakrewsky e colaboradores (2014) mostraram que os liquidos
ibnicos aumentaram a permeabilidade de algumas drogas pela barreira cutanea. O estudo
revelou também que os liquidos idnicos podem romper os arranjos regulares e compactos dos
cornedcitos, alterar as propriedades superficiais do estrato corneo e tornar a estrutura da pele
mais permeavel. Além disso, varios liquidos i6nicos apresentaram propriedades
antimicrobianas ao agir em bactérias patogénicas Gram-negativas formadoras de biofilme
(HARADA et al., 2018b).

Devido as suas interessantes caracteristicas, os liquidos iénicos estdo sendo aplicados
em diversas areas inclusive na industria farmacéutica, onde estdo sendo utilizados em sistemas
de administracdo oral para farmacos pouco soliveis em agua (WILLIAMS et al., 2014), como
agentes facilitadores de permeacdo cutanea, como antimicrobianos (ZAKREWSKY et al.,
2014) e no preparo de microemulsdes (ZHOU; LUO; FU, 2014).

A permeacdo favorecida pelos liquidos ibnicos pode ser utilizada para a veiculacéo de
importantes moléculas bioativas para o tratamento de patologias da pele. Dentre as entidades

proteicas de interesse estdo 0s bacteridéfagos.

2.11 Microemulsdes

As microemulsdes sdo definidas como dispersdes homogéneas termodinamicamente
estaveis, fluidas, transparentes (ou translicidas), que possuem uma composi¢do quaternaria
incluindo fase oleosa, fase aquosa, surfactante e coagente tensoativo em proporc¢des apropriadas
(CONEAC et al., 2015). As microemuls6es tém despertado o interesse de pesquisadores devido
ao seu potencial como veiculos de entrega de drogas em aplicacdes alimenticias farmacéuticas
e na indGstria petroquimica (ARAUJO et al., 2018).

Para a industria farmacéutica as microemulsfes sdo Uteis para administracdo topica de
farmacos devido as suas diversas vantagens, como alta capacidade de solubilizar compostos
hidrofilicos e lipofilicos, excelente estabilidade termodinamica, facil preparagdo, baixo custo,

claridade 6tica e aumento da penetracdo de drogas atraves de a pele. Contudo, devido a sua alta
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fluidez, as microemulsdes sdo dificeis de aplicar na pele, sendo necessario aumentar a sua
viscosidade com a adicdo 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 capacidade de solubilizacdo tanto de drogas
hidrofébicas como de hidrofilicas. Microemulsbes contendo liquido idnico sdo capazes de
superar as incapacidades das microemulsdes convencionais favorecendo a dissolu¢do de uma
série de substancias quimicas que sdo insollveis em agua 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 para o tratamento de infec¢des cutaneas profundas causadas por Acinetobacter

baumannii.

3.2  Objetivos especificos

X2 Isolar, propagar, purificar e caracterizar (biologicamente e fisico-quimicamente)
bacteriofagos estritamente liticos para Acinetobacter baumannii (ATCC-19606);

X2 Sintetizar o liquido i6nico oleato de colina, nas propor¢des 1:1 e 1:2 de
bicarbonato de colina: acido oleico, para estabilizacdo estrutural e funcional das particulas
bacteriofagicas;

X Produzir um hidrogel contendo liquido i6nico em sua formulacdo e incorporar
as entidades proteicas bioativas (bacteriofagos);

7

X Caracterizar fisico-quimicamente o hidrogel;

X Avaliar a manutencdo da atividade bioldgica das particulas bacteriofagicas, 0s
parametros de permeacdo cutanea e o perfil de liberacdo das entidades proteicas integradas no

hidrogel;

X Determinar a citotoxicidade do hidrogel produzido.
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4 MATERIAL

4.1  Reagentes e consumiveis

O fosfato de sodio dibasico anidro, fosfato de sédio monobésico, cloreto de calcio e
cloreto de sodio foram adquiridos da empresa Dindmica Quimica Contemporanea Ltda.
(Diadema/SP, Brasil). O sulfato de magnésio foi adquirido da Labsynth (Diadema/SP, Brasil).

Para o preparo dos liquidos idnicos o bicarbonato de colina foi adquirido da Sigma-
Aldrich (St. Louis MO, EUA) e o &cido oleico foi adquirido da Labsynth - Produtos para
Laboratério (Diadema SP, Brasil).

O meio de cultura tryptic soy broth (TSB) e trypticase soy agar (TSA) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). O 4&gar bacteriologico foi adquirido da Gibco
Diagnostics (Madison WI, USA).

Os Sensidiscs para antibiogramas na forma de discos impregnados com polimixina B
(POL300), cefepim (CPM30), imipenem (IPM10) e meropenem (MPM10), foram adquiridos
na DME - Diagndsticos Microbiologicos Especializados (Aracatuba/SP, Brasil).

O sistema de filtracdo esterilizante utilizado (Stericup® com membrana de
poliétersulfato (PES) com diametro de poro de 0,22 um) foi adquirido da empresa Merck-
Millipore (Darmstadt, Alemanha).

Para 0s ensaios de citotoxicidade foram utilizados o MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-
(3-carboximetoxifenil)-2-(4sulfofenil)-2H-tetrazolio] da Promega (Madison, WI/USA) e o
dimetilsulfoxido (DMSO) ambos cedidos gentilmente pela profa. Dr.2 Angela Jozala.

Para a eletroforese foram utilizados padréo de cor dupla Precision Plus Protein ™ pré-
corados com proteinas de pesos moleculares variando de 10 kDa a 250 kDa e tampéo de
Laemmli (161-0737) ambos da Bio-RAD (Califérnia, CA, USA).

A agua empregada nas preparacoes foi purificada em ultrapurificador (modelo MS2000,
Gehaka, S&o Paulo/SP, Brasil) com resistividade final de 18,2 MQ.cm™ e condutividade de 0,05
uS.cm™. Os 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 utilizada a Acinetobacter baumannii (American Type Culture
Collection - ATCC 19606) foi adquirida em slants da Cole¢éo de Culturas Tropicais - Fundacéo
André Tosello (Campinas/SP, Brasil) e reativada seguindo as indica¢@es do fornecedor.

As linhagens de Pseudomonas aeruginosa (Colecdo de Culturas Cefar Diagnostica
CCCD-P004), Staphylococcus aureus (CCCD- S007) e Echerichia coli (CCCD- E003) foram
adquiridas da Cefar (Sdo Paulo/SP, Brasil) e reativadas seguindo as indicagfes do fornecedor.

As linhagens celulares HaCaT (queratindcitos humano) e NIH-3T3 (células
fibroblastos) utilizadas no ensaio de citotoxicidade foram adquiridas do banco de células do
Rio de Janeiro (BCRJ Cod. 0341 e BCRJ Cod. 0017, respectivamente) gentilmente cedidas pela
profé. Dr.2 Renata Lima. As células foram mantidas a 37 °C sob atmosfera umida com 5% COs,
em meio de crescimento DMEM High (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco Life
Technologies, S&o Paulo/SP, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% (m/m)
de antibidticos (Penicilina 0,1 U.lI/mL/Estreptomicina 0,1 mg/mL).

A agua de esgoto do Hospital Unimed "Miguel Soeiro™ em Sorocaba/SP foi coletada em
22 de fevereiro de 2017 e a agua da Estacdo de Tratamento de Esgoto de Aragoiaba da Serra/SP

foi coletada no dia 26 de fevereiro de 2017.

4.3  Equipamentos analiticos

Para a reativacdo da bactéria Acinetobacter baumannii ATCC 19606, o isolamento e a
propagacdo dos bacteriofagos os equipamentos utilizados foram: cabine de seguranca bioldgica
de classe Il tipo B2 (modelo 4SP-SBIIB2-1266/4, SP-LABOR, Presidente Prudente/SP, Brasil),
autoclave vertical (modelo Autoclave Digital CS 50L, Prismatec, Manaus/AM, Brasil), estufa
de incubacdo microbioldgica (modelo 502, Fanem, Sdo Paulo/SP, Brasil).

A distribuicdo de pesos moleculares das proteinas dos bacteriofagos foi analisada por
eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), usando um
sistema Mini-Protean® Tetra Cell 4-gel para eletroforese vertical da Bio-RAD (California CA,
USA), juntamente com uma fonte de alimentacao PowerPac™ HC (Bio-RAD, California CA,
USA) e um banho seco digital também da Bio-RAD (California CA, USA).

Para o preparo da emulsdo utilizou-se homogeneizador UltraTurrax (modelo T25D da
IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha). O potencial zeta, o tamanho hidrodindmico
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e o indice de polidispersdo da emulsdo foram determinados em sistema ZetaPALS (modelo
NanoBrook 90PIlusPALS) da Brookhaven Instruments (Holtsville, Nova York, USA).

Para a preparacdo dos hidrogéis foi utilizado agitador mecénico com aquecimento
(modelo TE 0181, Tecnal, Piracicaba/SP, Brasil). As imagens tomogréficas do hidrogel foram
captadas por meio de um tomografo de transmisséo de raios X de 32 geracdo desenvolvido por
Oliveira Jr. e Martins (2009) da Bruker micro CT (modelo SkyScan 1174, Kontich, Bélgica).
Para a liofilizacdo das amostras de hidrogel empregou-se um liofilizador Thermo Fischer
(modelo Moduly OD, Massachusetts, EUA). A superficie e a morfologia das amostras de
hidrogel foram observadas em um microscopio eletrénico de varredura de energia dispersiva
(DESEM) da LEO Electron Microscopy/Oxford (modelo Leo 440i, Cambridge, Reino Unido)
equipado com um detector Energy- Dispersive Detector (EDS) (modelo 6070, Cambridge,
Reino Unido). Para o preparo da amostra de hidrogel empregou-se dispositivo de metalizacdo
(Sputter Coater EMITECH, modelo K450 Kent, Reino Unido). Estes equipamentos pertencem
ao Laboratdrio de Caracterizacdo de Biomassa, Recursos Analiticos e de Calibragdo (LRAC)
da Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp.

Os estudos de permeacao foram realizados em células de vidro de difuséo vertical (Dry
Heat Transdermal System modelo DHC-6T, Logan Instruments Corporation, Somerset EUA).

As analises microscopicas dos bacteriofagos foram realizadas em microscopio
eletrénico de transmissdo (MET) da Jeol (modelo JEM-1400 PLUS, Jeol, Toquio, Japdo),
equipado com um filamento de hexaboreto de lantanio (LaB6), operando a 120 kV e com
camera com sensor CCD (Charge- Coupled Device) da Gatan Inc. (modelo MultiScan 794,
Pleasanton CA, EUA) com uma resolucao de 1k x 1k pixels para a aquisicdo digital de imagens.
Os resultados (imagens e medicdes) foram analisados utilizando o software Micrografia Digital
da Gatan Inc. (Pleasanton CA, USA). Este equipamento pertence ao Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

As analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis da
Agilent (modelo Cary 60 UV-Vis, Santa Clara CA, EUA). Os difratogramas de raios X das
amostras das suspensdes de bacteriofagos concentrados e dos hidrogéis foram obtidos em
difratbmetro de Raios-X (XRD) da Shimadzu (modelo XRD7000, Kyoto, Japdo) usando
radiacdo de raios X de uma lampada de cobre com radia¢ido Ko (A = 1,5418 A) filtrada através
de um alvo cobre. Para as analises de DSC utilizou-se um calorimetro diferencial de varredura
da TA Instruments (modelo MDSC 2910, New Castle, E.U.A). Estes equipamentos sdo de

propriedade do Instituto de Quimica da Unicamp.



41

Para o0 ensaio de citotoxicidade dos hidrogéis empregou-se Leitora de Microplacas da

Tecan (modelo Infinite 200 Pro, Mannedorf,Suica).

5 METODO

5.1 Preparacao dos meios de cultura e do tampéo fagico

Os meios preparados seguiram as orientacdes dos fornecedores e de Pires (2017). O
caldo TSB (tryptic soy broth) foi preparado dissolvendo-se 24 g do meio TSB em 800 mL de
agua ultrapura. Para a preparacdo do caldo TSB 2x foram adicionados 48 g de TSB em 800 mL
de &gua ultrapura. O meio TSA (trypticase soy agar) foi preparado atraves da mistura de 24 g
de TSB e 9,6 g de agar em 800 mL de agua ultrapura. A preparagédo do soft agar (0,6% (p/v)
agar) foi realizada adicionando-se 15 g de TSB e 3 g de 4gar em 500 mL de &gua ultrapura. Por
fim, preparou-se o tampdo fagico onde foram adicionados 40,19 mM K;HPO,; 22,05 mM
KH2PQOy4; 85,55 mM NaCl; 1,00 mM MgSO4 e 1,00 mM CaCl, em 1000 mL de &gua ultrapura.

Todos os meios de cultura e o tampao fagico foram autoclavados a 121 °C, 1 atm, por 20 min.

5.2  Preparacdo da suspensao bacteriana de Acinetobacter baumannii

A cepa bacteriana de Acinetobacter baumannii foi reativada seguindo orientacdes do
fornecedor. Uma amostra da superficie do slant foi inoculada em 5 mL de caldo TSB e incubada
a 37 °C por 24 horas. Da suspensao resultante, 50 pLL foram retirados e inoculados em um tubo
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 trabalho
experimental, de forma a manter a viabilidade bacteriana e a fase exponencial de crescimento

da mesma.

5.3  Isolamento de bacteriéfagos para Acinetobacter baumannii

Para a realizacdo do isolamento e caracterizacdo de bacteriéfagos estritamente liticos
para Acinetobacter baumannii, amostras de agua de esgoto hospitalar (Hospital Unimed
“Miguel Soeiro” em Sorocaba/SP, Brasil) e da 4gua da estagdo de tratamento de Aragoiaba

(Aguas de Aracoiaba) foram utilizadas.
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A metodologia de isolamento aplicada para o isolamento dos bacteri6fagos esta de

acordo com as determinacdes de Carvalho (2017).

5.4  Enriguecimento dos bacteriéfagos

Antes de proceder ao isolamento dos bacteridéfagos das fontes ambientais foi necessario
realizar o enriquecimento para aumentar o nimero de particulas fagicas presentes nas amostras.

Para o enriquecimento, foi necessario acrescentar 50 mL de cada amostra de agua de
esgoto em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio TSB 2x estéril e 300 puL
de suspensdo de A. baumannii. Os frascos foram incubados por 24 horas a 37 °C. Apos a
incubacéo, as amostras foram transferidas para tubos tipo Falcon de 15 mL e centrifugadas por
20 minutos a 2500 rmp, procedendo-se a filtracdo do sobrenadante em seringas estéreis com
filtros de 0,20 pm.

5.5  Spot test

Para verificar se as amostras continham fagos liticos para A. baumannii foi realizado o
teste de verificagdo da presenca de bacteridfagos liticos para Acinetobacter baumannii atraves
da técnica de spot test.

O spot test consiste em pingar aliquotas de 10 uL do filtrado resultante do processo de
enriquecimento sobre a superficie de cultura de A. baumannii cultivada em TSA (CARVALHO,
2017).

5.6 Preparacdo da cultura de Acinetobacter baumannii em placa de Petri

A cultura de A. baumannii foi preparada seguindo a técnica de pour-plate. Uma mistura
homogénea contendo 100 pL da suspensdo bacteriana e 5 mL de soft agar, foram adicionados
em um tubo de ensaio. A mistura foi vertida em placa de Petri e deixada em repouso por cerca
de 1-2 minutos para solidificacdo do meio e as mesmas incubadas a 37 ° overnight. Esta técnica

foi utilizada em diversos procedimentos descritos na sequéncia.
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5.7  Verificacdo da presenca de bacteriofagos

A atividade litica das amostras foi analisada contra a estirpe de Acinetobacter baumannii
crescida em soft agar. Quando ha infeccdo pelo bacteriofago, ocorre a morte bacteriana com
formacdo de halos de lise, confirmando a presenca de bacteridfagos. A utilizacdo de soft agar
facilita a difusdo dos bacteriofagos pelo meio.

Para verificar a presenca de bacteri6fagos nas amostras foi realizado um spot test.
Quatro gotas de 10 pl do filtrado obtido no enriquecimento foram gotejadas em placa de Petri
com a cultura de Acinetobacter baumannii. A placa foi ent&o incubada a 37 °C overnight. No

dia seguinte foi observada a formagéo, ou ndo de halos de lises.

5.8  Isolamento dos bacteriofagos

Foram feitas estrias por toda a placa de Petri contendo a cultura de A. baumannii com
uma tira de papel de filtro umedecida com o filtrado obtido no enriquecimento a fim de diluir e
isolar os fagos presentes na amostra. Este metodo € denominado paper strip e permite a diluicdo
da amostra e assim, o isolamento de placas fagicas. A placa estriada foi incubada a 37 °C
overnight. Apos o periodo de incubacdo, foram obtidas placas de lises isoladas. Um palito
estéril foi utilizado para perfurar uma Unica placa fagica e, com o mesmo palito, foram feitos
furos em outra placa de Petri contendo a Acinetobacter baumannii. Um papel filtro foi passado
sobre os furos e também por toda a placa para diluir e isolar os bacteriéfagos. A placa foi
incubada a 37 °C overnight. Assim que decorrido o tempo de incubacao foi possivel visualizar

formacdo de placas liticas.

5.9  Amplificacdo de bacteri6fagos

A partir das placas fagicas obtidas no isolamento, foram selecionadas duas, uma de cada
amostra de 4gua, para realizar a propagacdo fagica. Os bacteri6fagos isolados foram propagados
por inoculacdo em dupla camada de dgar. Com o auxilio de um palito estéril, picou-se a placa
fagica selecionada e, com o mesmo palito, foram realizados furos em 10 placas de Petri
contendo A. baumannii. As placas foram incubadas a 37 °C overnight. Apos a incubacéo, foram
adicionados a cada placa 5 mL de tampao fagico estéril e as mesmas foram incubadas overnight
a 4 °C. Em tubos do tipo Falcon de 15 mL foram adicionados 10 mL do tampao contendo 0s

fagos eluidos e cloroférmio para uma concentracao final de 10% (v/v) com o objetivo de lisar
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as celulas bacterianas e dissociar os fagos dos restos celulares. Procedeu a uma centrifugacao
de 20 minutos a 2500 rpm. O sobrenadante foi filtrado usando um sistema de filtracdo
esterilizante (Stericup®) com membrana polietersulfonica (PES) com poros de 0,22 um, de
forma a remover eventuais células bacterianas, debris celulares e meio de cultura. A solugéo

fagica obtida foi armazenada a 4 °C até sua utilizag&o.

5.10 Nomenclatura dos bacteriéfagos

A nomenclatura adotada para nomear os bacteriéfagos foi a seguinte: PhL-UNISO
significa PhageLab-UNISO; AB-ATC significa Acinetobacter baumannii da ATCC; ph00Qij
significa fago isolado da fonte ij onde i = 1 é a maior placa, i = 2 € a placa de tamanho medio,
i = 3 é a placa de tamanho intermediario, e i = 4 € a placa de tamanho muito pequeno, j =1
significa esgoto hospitalar e j = 5 significa esgoto da estacdo de tratamento de aguas residuais.

Utilizando a nomenclatura acima mencionada, os bacteriofagos estritamente liticos para
Acinetobacter baumannii isolados foram denominados PhL_UNISO_AB-ATC ph0041
(isolado da agua de esgoto hospitalar) e PhL_UNISO_AB-ATC_ph0035 (isolado a partir da
agua de esgoto doméstico). Contudo, no decorrer do trabalho, os fagos foram designados como
ph0041 e ph0035.

5.11 Caracterizacao biologica dos bacteriofagos

A eficiéncia e a extensdo dos impactos virais dependem de carateristicas proprias de
cada virus (HOWARD-VARONA et al., 2017). Assim, visando a caracterizacdo e diferenciacao
dos bacteriofagos isolados (ph0041 e ph0035) foram determiados os espectros liticos, titulos
fagicos, eficiéncias de plaqueamento, curvas de adsor¢do e a determinacdo dos parametros de
crescimento de bacteriéfagos atraves do periodo de laténcia e do burst size (carga de liberacao
viral) obtidos através da curva One-step growth. Também foi determinado o perfil proteico dos
bacteriofagos por eletroforese em gel de agarose (SDS-PAGE) e avaliada a forma dos

bacteriofagos por microscopia eletrénica de transmissdo (MET).

Espectro litico

Os espectros liticos dos bacteriofagos foram avaliados visualmente através da

observacdo das areas de lise, isto é, a capacidade de infecgdo dos bacteriéfagos. Os resultados
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mostram que ocorreu a formacgdo de placas fagicas apds a adicdo de 10 puL de cada suspenséo
bacteriofagica ndo diluida e incubacéo, comprovando a eficiéncia litica de cada suspensdo. As
placas fagicas foram categorizadas como claras, moderadamente claras e turvas.

300 pL da suspensdo bacteriana foram adicionados a 25 mL de caldo TSB e incubados
a 37 °C até a fase exponencial observando-se a densidade tica em comprimento de onda de
600 nm proxima a 0,5 na escala de McFarland (ODsoo ~ 0,5). Em um tubo de ensaio foram
adicionados e homogeneizados suavemente 100 pL da suspensao bacteriana juntamente com 5
mL de soft agar. A mistura foi entdo vertida em placa de Petri contendo meio TSA. Apds
aproximadamente 2 minutos, para secagem, pingou-se 10 uL de cada suspenséo fagica sobre a
Acinetobacter baumannii. A placa foi incubada a 37 °C overnight. No dia seguinte, a atividade
litica foi verificada pela formacéo de halos de lise sobre a cultura de Acinetobacter baumannii.

Titulo fagico

Apos a producdo da suspensdo estoque concentrada de bacteriofagos determinou-se o
titulo fagico. Para a verificacdo do titulo fagico, a suspensdo concentrada de bacteriofagos
(mantida a 4 °C) foi diluida utilizando dilui¢6es de base 10. Em tubos de ensaio adicionaram-
se 100 pL de suspensdo bacteriana, 5 mL de soft agar e 100 pl de cada diluicdo, decorrendo
uma suave homogeneizacdo. O liquido foi vertido para placas de Petri contendo a cultura de
Acinetobacter baumannii sobre meio TSA. As placas foram incubadas a 37 °C, overnight. Ap6s
incubacdo, as placas de Petri foram inspecionadas visualmente para verificar a presenca de
placas fagicas. Foram consideradas apenas as placas de Petri com 20 a 200 placas fagicas. O
namero de unidades formadoras de placas (UFP) foi registrado para cada diluicdo e o titulo

fagico obtido empregando-se a Equacéo 1.

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

Dillli(;ao V(baczmofagos inocutados) (ML)

(Equacéo 1)

Onde: UFP significa unidade formadora de placa; e V é volume.
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Eficiéncia de plaqueamento

Para a determinacdo da eficiéncia de plaqgueamento, 300 pL da suspensdo bacteriana
foram adicionados a 25 mL de caldo TSB estéril, seguindo de incubacdo a 37 °C até a fase
exponencial (ODsoo~ 0,5). Foram feitas dilui¢cbes de base 10 e em uma placa de Petri, dividida
em 10 partes e identificadas com as respectivas diluicdes, contendo meio TSA, foram vertidos
5 mL de soft agar contendo 100 pL da suspensdo de Acinetobacter baumannii. Gotejou-se 5
ML de cada diluicdo sobre a cultura de A. baumannii na divisdo correspondente. A placa foi
deixada em repouso por aproximadamente uma hora para secar as gotas, sendo posteriormente
incubada a 37 °C overnight. Ap6s a incubacdo, verificou-se a formacdo de zonas de lise
indicativas de atividade fagica.

Curva de adsorcao

Para determinar o nimero de particulas de fagos adsorvidas dentro de um periodo de
tempo, foi realizado o teste de adsorcdo. 100 pL da suspensao bacteriana foram inoculados em
25 mL de caldo TSB e incubados a 37 °C overnight. No dia seguinte, 2 mL de suspenséo bactéria
(ODgoo= 0,5) foi infectada com a suspensdo fagica (MOI= 0,1 aproximadamente 8x10° - do
inglés Multiplicity of Infection, ou seja, razdo virus/bactéria). Homogeneizou-se e apés 30
segundos retirou-se uma amostra de 100 pL. A cada 1 minuto foi retirada amostras de 100 pL
até que se completassem 10 minutos para o preparo de dilui¢cdes seriadas (1x101— 1x1078) em
cada tempo. As diluicdes de 10 foram realizadas utilizando-se 850 pL de caldo TSB e 50 pL
de cloroférmio e as demais em 900 pL de tampdo fagico. As diluicdes foram vertidas em placas
de Petri contendo Acinetobacter baumannii e incubadas a 37 °C, overnight. Observou-se a
formacdo de areas de lises que foram contadas para a construcdo do grafico da curva de
adsorcao.

As taxas de adsorcdo foram estimadas ajustando os dados experimentais ao modelo da
Equacdo 2 abaixo descriminada (SANTOS et al., 2014; SHAO; WANG, 2008).

Ln(Py/Po) = -8(Xo/u(t)).(e*O1-1)
(Equagéo 2)
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Onde: P: e Py sdo as concentra¢des de bacteriéfagos nos tempos t ¢ 0, 6 ¢é a taxa de adsor¢do de
bacteri6fagos a ser estimada, Xo é a concentracao de células bacterianas (suscetiveis, ndo infectadas) no
tempo 0; u (t) é a taxa de multiplicagdo de bactérias; e t € o tempo de infecgdo.

Curva One-step growth

As curvas One-step growth (ou curva de crescimento de bacteriéfago litico) foram
realizadas para determinar os periodos de laténcia e busrt size (nimero esperado de virions
produzidos por uma célula infectada ao longo de sua vida util) dos bacteri6fagos isolados.

Foram inoculados 300 pL de A. baumannii em um Erlenmeyer contendo 25 mL de caldo
TSB e incubados a 37 °C overnight. Apds o periodo de incubacdo, 10 mL da suspensdo
bacteriana (ODeoo= 0,5) foram centrifugados a 2500 rpm por 20 minutos, descartando o
sobrenadante. As células foram entdo ressuspendidas em 5 mL de caldo TSB e em 5 mL de
suspensdo fagica (MOI= 0,1, aproximadamente 8x10° UFP/mL).

A suspensdo, contendo bacteriofagos e bactérias, foi incubada a 37 °C por 5 minutos e,
apos o periodo de incubacédo, seguiu-se uma nova centrifugacdo a 2500 rpm por 20 minutos.
Ao precipitado foram adicionados 10 mL de caldo TSB. Amostras de 100 puL foram retiradas
em intervalos 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.

Diluicdes seriadas foram preparadas (1x10*— 1x107°) para todos os tempos em 900 pL
de tampdo fagico. Todas as diluicbes foram plaqueadas em placas de Petri com Acinetobacter
baumannii e incubadas a 37 °C overnight. Os resultados foram posteriormente plotados para

determinar o periodo latente do bacteri6fago e o burst size.

Analise das suspensdes bacteriofagicas concentradas por meio de varreduras espectrais

no Ultravioleta.

As suspensdes fagicas foram submetidas a varredura na faixa do Ultravioleta 200-400
nm empregando-se espectrofotdmetro UV-VIS. As amostras das suspensdes foram diluidas na

proporcao de 1:20 (suspensdo: solvente) em H20.
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Anélise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para a determinacdo do perfil proteico dos bacteri6fagos ph0041 e ph0035 e a
distribuicdo de pesos moleculares, foram adicionados 750 pL de solugdo fagica
(PhL_UNISO_AB-ATC ph0035, contendo 1,42x10%2 virions ou PhL_UNISO_AB-
ATC_ph0041, contendo 3,88 x107 virions), 475 pL de tampao de disrupcio (1,51 % (m/v) Tris-
Base; 25 uL (v/v) de B- mercaptoetanol em um tubo Eppendorf®. Na sequéncia, a solugéo foi
aquecida a 100 °C por 10 minutos.

Foi realizada a corrida de SDS-PAGE das amostras (20 uL) e dos marcadores de peso
molecular (5 uL) em gel (formado por gel com 5% acrilamida-bisacrilamida e gel de separagao
com 12% de acrilamida-bisacrilamida) com uma tensao de 200 V, 20 mA por gel, 20 W, durante
45 minutos aproximadamente. Apos a corrida dos géis (duplicata), estes foram corados com
Coomassie Brilliant Blue G-250 por uma hora, permitindo assim, a visualiza¢do das bandas de
proteina. Posteriormente os geis foram colocados em agua ultrapura para remocao do excesso
de corante e fotografados para analise.

Através do eletroforetograma foi possivel construir uma curva de calibracéo, utilizando
os marcadores de peso molecular (faixa M), resultando na equacao linear Logio (MW, kDa= -
1,3423xR¢ + 2,1853 (r? = 0,9190), onde m é o marcador de massa molecular, MW é a massa

molar de cada banda, Rf ¢ a distancia percorrida e R? é o coeficiente de determinagéo.
Difracéo de raios-X (DRX)

As suspensdes bacteriofagicas foram analisadas por difratometria de raios-X (DRX). A
varredura foi realizada em angulos de difracdo de 2-Theta variando de 5° a 90°, com uma tensédo
de 40 kV, intensidade de corrente elétrica de 30 mA e poténcia de raio de 3 kKW.

Para relacionar o tamanho de particulas submicrométricas, ou cristalitos, em um sélido
com o alargamento de um pico em um padrao de difracdo utilizou- se a Equacdo 3 de Scherrer
(SCHERRER, 1918).

(KxA)

T(nm)= /(FWHM x cos(8))

(Equagéo 3)
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Onde: t e A tém a mesma unidade de medida (nm); FWHM é a largura total a metade do maximo do pico
em rad; K é um fator de forma adimensional (0,94;) e 8 ¢ metade do angulo de Bragg em rad.

Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para a analise microscopica das suspensfes virais, uma aliquota de 5 a 10 pL de cada
suspensdo concentrada foi diluida em agua ultrapura (1:5) visando uma melhor observacao das
estruturas. Foram aplicados 3 ulL das amostras diluidas na superficie das grades de cobre de
malha 300 mesh (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 entdo flutuada, separadamente, com uma gota de acetato de uranila a 2% (m/m),
com pH igual a 7,0. Ap6s 30 segundos, a solugdo em excesso de acetato de uranila foi removida
usando papel de filtro. As telas foram entdo submetidas a visualizagdo em microscopio

eletronico de transmissao.

Espectro litico do coquetel de fagos

Preparou-se um coquetel de bacteri6fagos através da mistura de 100 pL de cada
suspensao fagica para avaliar o espectro litico dos bacteriéfagos sobre a A. baumannii.

Em uma placa de Petri dividida em cinco partes, contendo a Acinectobacter baumannii,
foram adicionados discos de antibidtico (POL 300 = antibiético polimixina B; CPM30 =
antibiotico cepefima; IPM10 = antibidtico imipenem e MPM10= antibiotico meropenem) e 5
uL do coquetel de bacteriéfagos. A placa foi incubada a 37 °C por 24 horas e verificou-se se
houve lise bacteriana.

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

pela acdo dos antibidticos.

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

profundo de oleato colina (1:2)

O oleato 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 i6nico na proporc¢éo de 1:1, consistindo apenas por pares de cation (colina) e &nion
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(oleato). Em seguida, o solvente eutético profundo foi preparado na proporcdo de 1:2 para
aumentar a fluidez do liquido idnico, variando as proporcoes de acido oleico.

A metodologia utilizada para a sintese do oleato de colina e seu respectivo solvente
eutético profundo foi a neutralizagdo &cido-base ilustrada na Figura 3.

Figura 3. Reacdo de neutralizacdo acido-base para a formacao de oleato de colina
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Fonte: Elaboracao propria

Preparacao do liquido idnico oleato de colina (1:1)

Uma proporcdo de 1:1, ou seja, uma parte de bicarbonato de colina para uma parte de
acido oleico foi utilizada para formar um liquido iénico (LI) constituido apenas por pares de
cations e anions. O LI foi preparado por neutralizacdo com bicarbonato 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, ou 0,1133 mol de bicarbonato de colina puro). Na mesma proporcao
molar, foram adicionados aproximadamente 35,95 mL de &cido oleico, com excesso de 4,05
mL, resultando em um volume total de 40 mL de acido oleico (equivalentes a 35,6 g, ou 0,1260
mol de acido oleico puro). Uma aliquota de 20 mL de metanol foi adicionada a mistura para
melhorar a homogeneizacdo a temperatura ambiente, em sistema aberto. Utilizou-se agitador
magnético para mistura e homogeneizagdo da solucdo até cessar a producdo de CO2 A reacdo
ficou em agitacédo por 12 horas. O solvente foi removido em evaporador rotativo a 60 °C por
cerca de 20 minutos. O produto obtido foi acondicionado em recipiente adequado, vedado com

Parafilm® e armazenamento em temperatura ambiente.
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Preparacdo do liquido idnico oleato de colina (1:2) (DES - solvente eutético profundo)

Uma proporcédo de 1:2, ou seja, uma parte de bicarbonato de colina para duas partes de
acido oleico foi utilizada para formar um solvente eutético (DES), constituido apenas por pares
de cétions e anions. O DES foi preparado por neutralizacdo de bicarbonato de colina. Em um
baldo de fundo redondo de 1000 mL, foram adicionados 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 &cido oleico, com excesso de 0,08 mL, resultando
em um volume total de 31,5 mL de acido oleico (equivalentes a 28,03 g, ou 0,099 mol de &cido
oleico puro). Uma aliquota de 20 mL de metanol foi adicionada a mistura para melhorar a
agitacdo a temperatura ambiente, em sistema aberto. Utilizou-se agitador magnético para agitar
e homogeneizar a solugdo até cessar a producéo de CO>. A reacdo ficou em agitagéo por 12
horas. O solvente foi removido em evaporador rotativo a 60 °C por cerca de 20 minutos. O
produto obtido foi acondicionado em recipiente adequado, vedado com Parafilm® e

armazenado em temperatura ambiente.

5.13 Atividade antimicrobiana pelo método de disco-difuséo

A atividade antimicrobiana dos liquidos idnicos e de seus reagentes foi analisada por
método de disco-difusdo (CSLI, 2003) em culturas de Pseudomonas aeruginosa (CCCD-
P004), E. coli (CCCD-E003) e Staphylococcus aureus (CCCD-S007) (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

As placas de Petri, contendo as cepas mencionadas acima, foram divididas em seis
partes. Essas partes foram numeradas de 1 a 6, onde 1 corresponde ao bicarbonato 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 positivo (solucdo de coquetel antibidtico (penicilina
10000 Ul/mL/estreptomicina 10 mg/mL) e 6 corresponde ao controle negativo (solucao salina
0,9 %). Discos de papel de filtro foram impregnados com as amostras e colocados sobre as
cepas.

Por se tratar de amostras viscosas, foi necessario utilizar a massa e a densidade das
mesmas para se obter o volume utilizado. Para isso discos de papel de filtro foram pesados e
introduzidos no tubo contendo as amostras. Apds 10 segundos foi realizada uma nova pesagem
para verificar a massa da amostra. As amostras obtidas foram: Macido oleico = 0,0104 g; Mbicabornato

de colina= 0,0230 g; Moleato de colina (1:1) = 0,0255 @; Moleato de colina (1:2) = 0,0192 g. As densidades,
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retiradas da literatura, foram as seguintes: pacido oteico= 0,893 g/mL; pbicarbonato de colina= 1,17 g/mL;
Poleato de colina (1:1) = 0,94 g/mL; poleato de colina (1:2) = 0,92 g/mL. O volume administrado foi calculado

utilizando a Equacéo 4.

<3

Equacdo (4)

Onde: p corresponde a densidade absoluta em g/mL; m é a massa; V o volume.

Os volumes obtidos foram: Vacido oleico = 0,0116 mL; Vbicarbonato de colina = 0,0196 mL;
Voleato de colina (1:1) = 0,0271 mL; Voleato de colina (1:2) = 0,0209 mL.

A atividade antimicrobiana dos liquidos iénicos foi avaliada na cepa de Acinetobacter
baumannii (ATCC 19606), utilizando o mesmo procedimento acima citado, obtendo-se um
volume igual a 0,016 mL para o oleato de colina (1:1) e igual a 0,015 mL para o oleato de colina
(1:2).

Esta técnica também foi utilizada para a avaliacdo da manutencéo da atividade litica do
hidrogel contendo os bacteriofagos. Os ensaios foram realizados utilizando uma estirpe de
Acinetobacter baumannii (ATCC 19606). O hidrogel foi aplicado diretamente na superficie do
meio de cultura TSA com Acinetobacter baumannii (ATCC 19606). Apos 24 horas a 37 £ 0,5
°C as placas foram inspecionadas visualmente para observacdo de halos de inibicdo do

crescimento.

5.14 Preparacdo do hidrogel a base de alginato de sédio integrando uma microemulsao

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

Preparacao e caracterizacdo da microemulséo liquida i6nica

Para incorporar o liquido iénico ao hidrogel, uma emulsdo com o liquido idnico foi
preparada de acordo com Pires e Moura (2017). A emulséo foi preparada agitando 0,75% (m/v)
de Tween 80 e 1% (v/v) de oleato de colina (1:1 ou 1:2) em 250 ml de &gua ultrapura. A solucédo
foi misturada num homogeneizador UltraTurrax a 12000 rpm durante 5 minutos. O potencial
zeta, 0 tamanho hidrodindmico e o indice de polidispersdo da emulsdo foram determinados em
um sistema ZetaPALS para escolher a emulsdo mais estavel. Na emulsdo escolhida adicionou-

se metilparabeno a 0,1% (m/v).
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Analise por espalhamento dindmico de luz-laser (DLS)

Para as analises por DLS das emuls6es produzidas prepararam-se diluicdes de amostras
seguindo recomendagdes do fabricante do equipamento, sendo empregados 50 pL de emulsdo
em 20 mL de &gua ultrapura. Esta diluicdo foi homogeneizada e introduzida na cubeta (cerca
de 2/3 do volume da mesma) do equipamento ZetaPALS NanoBrook 90 PlusPALS.

Preparacdo dos hidrogéis

Para preparar o hidrogel a base de alginato de sédio, utilizou-se 1,5% (m/v) de alginato
de sodio com baixa viscosidade (300-400 cps), 0,2% (m/v) de carbonato de célcio e 0,86%
(m/v) de gluconolactona. As substancias foram dissolvidas, separadamente, na microemulséo
preparada, com a ajuda de agitacdo magnética a 200 rpm durante 5 minutos. Apds este periodo,
as dispersdes foram reunidas e misturadas por agitagdo magnetica a 200 rpm durante 5 minutos.
Antes de formar o gel, adicionou-se a suspensdo bacteriofagica (100 uL de cada suspensdo de
fago litico para Acinetobacter baumannii). A disperséo foi vertida em moldes de plastico. Apés
5 horas, ocorreu a gelificacdo com formacdo do hidrogel integrando o liquido iénico e o
coquetel de bacteriofagos.

Hidrogéis sem o LI foram preparados da mesma maneira, contudo, no lugar da

microemulsdo foram utilizados 5 mL agua ultrapura.

5.15 Caracterizacdo do hidrogel

Analise por difracdo de raios-X (DRX) do hidrogel

Os difratogramas das amostras de hidrogel foram obtidos em um difratdmetro de raios-
X, usando radiag&o de raios-X com uma limpada de cobre com radiagio Ka (A = 1, 5418 A).
A varredura foi realizada em angulos de difracdo de 2-Theta (de 5° a 90°, com incrementos de
0,02 graus e taxa de 2° min't), com uma tens&o de 40 kV, intensidade de corrente elétrica de 30

mMA e poténcia de raios-X de 3 kW.
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Anélise por espectrofotometria de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho tanto do oleato de colina como das amostras de hidrogel
foram obtidos na regido de nimero de onda entre 4000 cm™ e 400 cm™ com uma resolugdo de

4 cm?,

Anélise por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em atmosfera dindmica de nitrogénio com vazéo de 30
mL min, razdo ou velocidade de aquecimento de 10 °C min, faixa de aquecimento de 25 °C

a 250 °C. Empregou-se cadinho de aluminio e massa de amostra em torno de 2 mg.

Analise tomografica por transmissao de raios-X (XRT)

As imagens da analise tomogréafica por transmissao de raios-X foram coletadas usando

tomografo com tenséo de operacdo ajustada a 35 kV e corrente elétrica com 800 pA.

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

Para a analise de microscopia eletronica as amostras foram liofilizadas e posteriormente
revestidas com uma fina camada de ouro (200 A de espessura) por pulverizacio catddica sobre
uma camada de carbono produzida por evaporagcdo em um dispositivo de metalizacdo. Depois,
as amostras assim preparadas foram submetidas ao microscopio eletrénico de varredura para

observacdo de suas morfologias.

5.16 Estudos de permeacao cutéanea in 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 176,715 mm? para
avaliacdo da capacidade de permeacdo do coquetel de bacteriéfagos liticos. Como membrana
de permeacdo escolheu-se a pele de orelha de porco.

As amostras da pele da orelha de porco foram separadas da cartilagem, tomando cuidado
para ndao serem danificadas e foram armazenadas no congelador a -4 °C até serem utilizadas
(SALERNO; CARLUCCI; BREGNI, 2010). No momento do uso, as amostras de pele da
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orelha de porco foram descongeladas e cortadas no tamanho requerido para serem colocadas na
célula de Franz (0,5 mm de espessura x 30 mm de comprimento). No compartimento doador,
em cima da membrana da pele de porco, foram colocados os discos de amostras de hidrogel.
Depois disso, este compartimento foi fechado. No compartimento receptor foi adicionada
solugéo salina (0,9% NaCl, m/m). O compartimento foi imerso em banho termostatizado a 32
+ 3 °C e as células foram equilibradas por 30 minutos. O experimento foi seguido por 12 horas
com coleta de amostras a 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300, 420, 540, 660 e 720 minutos.
Em 200 pL das aliquotas coletadas foram adicionados um volume igual de suspensdo de
bactérias mais 5 mL de soft agar. Esta mistura foi vertida em placas de Petri contendo meio
TSA solido. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds o periodo de incubacéo, o
namero de unidades formadoras de placa (UFP's, halos de inibicdo de crescimento) foi
determinado com auxilio de um contador de col6nias (Phoenix Luferco modelo CP 608,

Araraquara, Brasil).

5.17 Potencial de citotoxicidade do hidrogel pelo método de difuséo em agar

As células HaCat foram plagueadas em placas de Petri de 60 mm, na concentracdo de
1,5x10° células mL?* empregando meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado com soro fetal bovino a 10% (m/m), por um periodo de 48 horas a 37
°C, em uma camara de incubacdo com 5% de CO». Posteriormente, o meio liquido foi
descartado e meio sélido overlay (meio Eagle 2x concentrado, agar a 1,8% (m/m) contendo
0,01% (m/m) de vermelho neutro como corante vital) foi adicionado sobre a cultura de células
bacterianas. Apos solidificacdo, as amostras foram colocadas no centro da placa e incubadas
por 24 horas a 37 °C, em ambiente com 5% de CO». As leituras das placas foram feitas
macroscopicamente, onde a presenca de citotoxicidade era observada pela formacao de um halo
claro em torno da amostra, correspondendo as células mortas. As células mortas circundando a

amostra foram avaliadas microscopicamente para deteccdo de alteragdes morfoldgicas.

5.18 Potencial de citotoxicidade pelo ensaio MTS

Cultivo das células fibroblastos 3T3

As células fibroblastos (NIH-3T3) foram cultivadas em frascos de 25 cm?® utilizando
meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Low Glucose, Sigma) suplementado 10%
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(m/m) de soro fetal bovino e 1% de antibiotico (Pen/Strep - Sigma) a 37 °C em uma camara de
incubacdo com 5% de CO». Até atingir a confluéncia de 90%. Apds o periodo de crescimento
as células foram tripsinizadas e contadas em camaras de Neubauer, utilizando azul de Trypan,

para aplicacdo nos ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular (GRANJA et al., 2019)

Ensaio de citotoxicidade do hidrogel pelo ensaio de MTS

Para a avaliacdo da citotoxicidade do material foram utilizadas placas de 24 pogos, na
concentracio de 1x10* células mL™ por pogo utilizando meio DMEM suplementado 10% (m/m)
de soro fetal bovino e 1% de antibiético a 37 °C em uma camara de incubacdo com 5% de CO».
Apo6s 24 horas 0 meio foi descartado e um novo meio foi adicionado. Seguidamente discos de
aproximadamente 5 mm de didmetro, das amostras de hidrogel sem liquido idnico e hidrogel
com liquido i6nico foram adicionadas no centro do pogo. Como controle negativo (controle de
viabilidade celular) foi utilizado o meio DMEM enriquecido e para controle positivo (controle
de morte celular) foi utilizado dimetilsulféxido (DMSO). As placas foram incubadas nas
mesmas condicdes citadas. O teste foi realizado em triplicata. A viabilidade celular foi analisada
apos 24, 48 e 72 horas por calorimetria, utilizando tetrazolio, o MTS, [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4sulfofenil)-2H-tetrazélio] (CARDOSO, 2019). Apos cada
periodo de tempo os pogos foram preenchidos com 375 puLL do meio de cultura celular - DMEN
e 75 uL do MTS foram adicionados, e as placas foram incubadas por mais 1 hora a 37 °C. O
MTS, quando incubado com celulas vivas, tem seu substrato quebrado por enzimas
mitocondriais, transformando-se de um composto denominado formazan. Em seguida, a
quantidade de formazan formada foi avaliada por espectrofotometria no equipamento Leitora
de Microplacas Tecan Infinite 200 Pro, no comprimento de onda de 490 nm, sendo a

absorbéncia registrada 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 bacteridéfagos para

Acinetobacter baumannii

Antes do isolamento, é necessario realizar o enriquecimento. A etapa de enriquecimento
tem como objetivo aumentar a concentracdo de fagos que possam estar presentes nas amostras
coletas. A densidade e diversidade das populacGes das células hospedeiras € o principal fator
que determina a abundancia e diversidade de fagos. A prevaléncia de grandes e diferentes
populacdes de bactérias patogénicas em aguas residuarias faz das mesmas uma fonte importante
para o isolamento de varios bacteriofagos (MARTINS; MARTINS, 2014).

Apo0s o enriquecimento das amostras de dgua (agua de esgoto hospitalar e da estacdo de
tratamento de agua) foi realizado o spot test para verificar se as amostras continham
bacteriofagos liticos. As zonas de lise bacteriana formadas no spot test indicaram a presenca
de bacteriofagos como pode ser observado na Figura 4. Na Figura 4a, podem-se observar as
zonas de lise claras na cultura de Acinetobacter baumannii, formadas pela gota da amostra
obtida no enriquecimento com agua de esgoto coletada do Hospital Unimed. Na Figura 4b ¢
possivel observar zonas de lise turvas na cultura de Acinetobacter baumannii formadas pela
gota da amostra enriquecida com agua de esgoto coletada da estacdo de tratamento de aguas da
estacdo Aguas de Aracoiaba.

O spot test indicou que ambas as amostras utilizadas continham bacteriéfagos liticos
para a cepa de Acinetobacter baumannii utilizadas neste estudo. Bacteriofagos isolados
produzem zonas claras indicativas de lise bacteriana das respectivas células hospedeiras, tipicos
de fagos liticos (MARTINS, MARTINS, 2014).
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Figura 4. Spot test das amostras enriquecidas da (a) agua de esgoto hospitalar (Unimed-Sorocaba/SP) e do (b)
esgoto (Aragoiaba/SP) da estacdo de tratamento de aguas residuais para deteccdo de bacteridfagos liticos contra
Acinetobacter baumannii, mostrando regides claras de lise bacteriana

Fonte: Elaboragdo propria

A morfologia das placas depende do fago, do hospedeiro e das condigdes de
crescimento. No entanto, com raras exce¢des as placas fagicas, ap6s um periodo de incubacéo,
assumem tamanhos diferentes e adquirem um limite definitivo, podendo assim, ser um
indicativo para verificar a presenca de diferentes fagos (GALLET; KANNOLY; WANG,
2011). Contudo, como podem ser observadas na Figura 5, as estrias feitas com as amostras
enriquecidas produziram placas de morfologias e tamanhos similares, sendo necessario,
portanto, outras analises para comprovar se os fagos isolados eram, ou ndo diferentes.

Além da visualizacdo das caracteristicas das zonas de lise, a classificacdo e
caracterizacdo dos fagos podem ser realizadas através da microscopia eletrénica ou ainda
através da determinagéo da sua sequéncia génica e da sua estrutura proteica (SOUSA, 2012).

Os fagos produzidos a partir das placas de lise foram denominados oficialmente de
PhL_UNISO_AB-ATC ph0041 e PhL_UNISO_AB-ATC ph0035. Na decorréncia deste
trabalho, os fagos foram retratados como ph0041e ph0035.
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Figura 5. Isolamento de bacteriéfagos e selecdo de placas fagicas com base em morfologias distintas

Fonte: Elaboragdo propria

6.2  Caracterizagdo bioldgica dos bacteriofagos ph0041 e ph0035

Espectros liticos

A Figura 6 apresenta os resultados obtidos apo6s a avaliagdo dos espectros liticos das
particulas dos bacteriofagos isolados.
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Figura 6. Espectro litico dos fagos ph0041 e ph0035

Fonte: Elaboragdo propria

A determinacdo do espectro litico de um fago é importante para verificar sua eficiéncia
frente a bactéria hospedeira. A capacidade litica de um fago indica a possibilidade de sua
aplicacdo terapéutica frente ao patégeno hospedeiro (AZEREDO, 2013). Como pode ser visto
na Figura 6, os bacteriofagos ph0041 e ph0035 produziram placas claras, revelando
especificidade dos bacteriofagos para a cepa de Acinetobacter baumannii, sendo que o
bacteriofago ph0041 produziu uma placa de lise cerca de 43% maior que a produzida pelo
bacteriofago ph0035. Deste modo, pode-se afirmar que os dois fagos isolados apresentam

atividade litica frente a Acinetobacter baumannii.

Titulo fagico

O titulo fagico de cada suspensdo obtida foi calculado utilizando a Equagédo 1. Para a
suspensdo do bacteriofago ph0041 o titulo fagico obtido foi 7,750x 10 UFP mL™, enquanto
que a suspensdo do bacteriéfago ph0035 apresentou um titulo igual a 2,838x10'? UFPmL™.
Titulos fagicos acima de 10™* UFP mL™ s&o considerados elevados (BONILLA et al., 2016).

O titulo fagico tem como objetivo verificar a concentracdo dos fagos na suspenséo

obtida. A concentracdo de fagos, avaliada através do titulo fagico, € um dos fatores de influéncia
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no combate as infecgdes. A alta concentracdo de fagos € crucial para o sucesso dos tratamentos
(QADIR; MOBEEN; MASOOD, 2018).

Foram calculados os titulos das suspensfes em diferentes concentraces. Os resultados
obtidos estdo disponibilizados na tabela abaixo (Tabela 2) e comprovaram que 0 processo
permitiu a obtencdo de suspensGes com concentracdes de fagos adequadas para uso em

tratamento de infecgdes.

Tabela 1. Ndmero de unidades formadoras de placas (UFP’s) em diferentes concentragdes das suspensdes dos
fagos ph0035 e ph0041

Volume da amostra
] NUmero de PFU's na Concentragéo de
de suspenséo de | Volume final B ] o
o Fago amostra de suspensdo de particulas fagicas
fago concentrada de diluicéo
L) fagos concentrada (UFPs/mL)
M
2000 ph0035 2,8384x10% 1,41920x10%°
10
ph0041 7,7500x10% 3,87500x10%
2000 ph0035 5,6768x10° 2,83840x10%°
25
ph0041 1,5500x100% 7,75000x10%
2000 ph0035 1,4192x10% 7,09600x10%°
50
ph0041 3,8750x10% 1,93750x10%
ph0035 2,8384x10% 141920x10%
100 2000
ph0041 7,7500x10%? 3,87500x10%
2000 ph0035 4,2576x10™ 2,12880x10"
150
ph0041 1,625x10% 5,81250x10%
200 2000 ph0035 5,6768x10 2,83840x10"
ph0041 1,5500x10% 7,75000%x10%

Fonte: Elaboracéo propria
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Eficiéncia de plagueamento (EOP)

Os resultados obtidos na eficiéncia de plaqueamento (EOP) com os bacteri6fagos ph0035
e ph0041 s&o exibidos na Figura 7.

Figura 7. Eficiéncia de plaqueamento das particulas fagicas (a) ph0041 e (b) ph0035

Fonte: Elaboragdo propria

A eficiéncia de plagueamento é o numero relativo de placas que a suspensdo
bacteriofagica é capaz de produzir em um determinado hospedeiro bacteriano, tornando-se um
parametro de importancia na avaliacdo do potencial do fago como agente terapéutico. A
determinacdo da EOP permite avaliar a capacidade dos fagos em infectar e lisar a células
bacteriana (MIRZAEI; NILSSON, 2015).

Analisando a Figura 7 é possivel observar lises claras nas primeiras trés diluicdes do
bacteriofago ph0041 (Figura 6a) e do bacteri6fago ph0035 (Figura 6b). A intensidade da
claridade das lises foi reduzindo nas diluigdes seguintes para ambos os fagos. N&o foi possivel
observar placas fagicas nas diluicdes maiores (acima de 10®) tanto do bacteriéfago ph0041
quanto do bacteriéfago ph0035. Conclui-se portanto, que os fagos ph0041 e ph0035 nédo foram
capazes de produzir bacteriofagos progénicos suficientes na cepa de Acinetobacter baumannii

para formar placas nas maiores dilui¢des.
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Foi possivel verificar também que as placas de lise produzidas, em meios sélidos, pelos
bacteriéfagos isolados foram extremamente pequenas com um tamanho de até 0,7 mm de

diametro.

Curva de adsorc¢ao

Os resultados obtidos nos ensaios de adsor¢do dos bacteriéfagos ph0035 e ph0041 em
células de Acinetobacter baumannii sdo apresentados na Figura 8.

Figura 8. Curvas de adsor¢do dos bacteriéfagos ph0041 (curva roxa) e ph0035 (curva azul)

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

Fonte: Elaboracéo prdpria

A adsorcdo é a capacidade de ligacdo de uma molécula presente na superficie do virus
com receptores especificos da membrana celular do hospedeiro, sendo essencial para a infeccéo
do virus na célula hospedeira (STEPHENS et al., 2013).
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As taxas de adsorcdo dos bacteri6fagos ph0035 e ph0041 nas células de Acinetobacter
baumannii foram estimadas por ajuste ndo linear dos dados experimentais para 0 modelo
descrito na Equagéo 2.

O ajuste néo linear dos dados exibidos na Figura 8 para o modelo na Equagédo 2 foi
realizado usando o software Kaleida Graph v. 4.5.2 para MacOS X.

As taxas de adsorcdo dos bacteri6fagos ph0035 e ph0041 nas células de Acinetobacter
baumannii foram as seguintes: taxa de adsorcéo das particulas do bacteriéfago ph0035 (Xo =
5,578 x 10’ UFC mL; (ajuste ndo linear = 0,93545)) igual a 4,6518 x 101° UFP* UFC mL!
h™ e a taxa de replicagdo bacteriana foi igual a 0,34173 h' e para o bacteri6fago ph0041 (Xo =
5,043x10" UFC mL; (ajuste ndo linear = 0,96748)) a taxa de adsorcdo das particulas foi igual
a2,6394x108 UFPTUFC*mLh? e a taxa de replicacdo bacteriana foi igual a 0,4816 h.

O estabelecimento de um perfil de adsor¢do mostrou que apds 5 minutos mais de 90%
das particulas do fago ph0041 e 30% das particulas do fago ph0035 foram adsorvidas as células
do hospedeiro (Acinetobacter baumannii).

E fundamental avaliar a capacidade de adsorcio dos fagos isolados, pois esta pode ser
utilizada como um indicativo da capacidade de infeccdo dos bacteriéfagos na célula hospedeira
com consequente morte celular (SHAO; WANG, 2008). Os resultados mostraram que 0s virus
sdo capazes de se ligar as celulas hospedeiras de modo adequado para 0 sucesso de sua

replicacao viral.
Curva One-step growth
As curvas One-step growth dos bacteriéfagos ph0035 e ph0041 sdo mostrados na Figura

9, usando Acinetobacter baumannii (ATCC 19606) na fase exponencial (ODeoonm= 0,5;~603

5x10” UFCmL™?) e as suspensdes fagicas de ambos os fagos com um titulo de 8x10° PFUmML™,
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Figura 9. Curvas One step growth dos bacteriéfagos ph0041 (curva roxa) e ph0035 (Curva azul)
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Fonte: Elaboragéo propria

Os resultados obtidos foram posteriormente plotados para determinar o periodo do eclipse
do bacteriofago, periodo latente, periodo de acumulacéo intracelular e o namero de virions por
célula infectada. Na curva One step growth, o periodo do eclipse representa o tempo apos a
penetracdo do bacteriéfago na bactéria hospedeira onde ocorre a biossintese e montagem dos
virions maduros; o periodo latente representa o tempo apds a penetracdo do bacteriéfago até a
lise da célula bacteriana com liberacdo de virions maduros; o nimero de virions por célula
infectada é o rendimento viral. A diferenca entre o periodo latente e o periodo do eclipse
representa a fase de acumulacéo intracelular (STEPHENS et al., 2013).

Para o bacteriéfago ph0035 foram estimados 45 minutos para o periodo do eclipse, 50
minutos para o periodo latente, 5 minutos para o periodo de acumulagio intracelular e 1,4 x 10°
virions por célula infectada, enquanto que para o bacteriéfago ph0041 foram obtidos 5 minutos
para o periodo do eclipse, 30 minutos para o periodo latente, 25 minutos para o periodo de
acumulagdo intracelular e 8,2x10° virions por célula infectada. A acdo rapida destes

bacteriofagos pode ser uma vantagem quando utilizados como agentes terapéuticos.



66

Andlise das suspensfes bacteriofagicas concentradas por meio de varreduras espectrais
UV-Vis

Os resultados obtidos a partir das varreduras espectrais UV-Vis realizadas para as
suspensoes fagicas sdo exibidos na Figura 10. As suspensdes dos dois fagos apresentaram uma
absorcdo minima que pode ser observada em torno de 245 nm e uma absor¢do maxima em 258
nm para as suspensfes do bacteriéfago ph0041 e 263 nm para a suspensdo do bacteriéfago
ph0035. Suspensdes que ndo apresentam estas caracteristicas, provavelmente sdo suspensdes
que possuem muitos contaminantes celulares (restos celulares e quaisquer outras proteinas
intracitoplasmaticas liberadas ap6s a lise celular). Isto ocorre geralmente quando a suspenséo
contém poucas particulas fagicas. Logo, pode-se concluir que as suspensdes fagicas produzidas

apresentaram poucos contaminantes.
Figura 10. Espectrofotometria UV-VIS dos bacteriéfagos ph0041 (curva cinza) e ph0035 (curva azul)
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Fonte: Elaboracdo propria
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Anélise por eletroforese (SDS-PAGE) dos bacteriéfagos ph0035 e ph0041

As suspenses bacteriofagicas concentradas e purificadas exibiram uma grande variedade
de bandas de proteinas. A Figura 11 representa os resultados da analise SDS-PAGE das

suspensdes dos bacteri6fagos isolados.

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

Fonte: Elaboracéo prépria

Aplicando o célculo da mobilidade relativa das bandas e aplicagdo da curva de calibracéo
resultante dos marcadores de massa molecular, obtiveram-se os seguintes massas moleculares:
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 bacteriéfago ph0035, 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 bacteri6fago ph0041.

Como as massas moleculares entre os fagos sdo diferentes pode-se concluir que os
bacteriéfagos isolados sdo diferentes. Esta conclusdo foi adicionalmente suportada pela analise
de MET realizada e os demais ensaios de caracterizacdo bioldgica.

Anélises por difracéo de raios X (XRD) dos bacteriéfagos ph0035 e ph0041

A andlise de difracdo de raios X foi utilizada para verificar se as amostras analisadas sdo
cristalinas ou amorfas.

As propriedades fisicas e quimicas de um material dependem de como 0s atomos estéo
dispostos neste material, ou seja, de sua estrutura atdmica e molecular. A técnica de difracéo de
raios-X € um método experimental mais geral empregado para a determinacdo estrutural de
sistemas pequenos, como haletos alcalinos, até macromoléculas como o virus (NOVAIS, 2009).

Assim, dentre as diferentes ferramentas que permitem o conhecimento das estruturas
biologicas, em nivel atdbmico, destaca-se a técnica de difragdo de raios-X. Considerando que
existe uma relacdo intima entre estrutura tridimencional das proteinas e sua atividade é
interessante 0 uso da difracdo de raios-X para a caracterizacdo de fagos (AMBROSIO;
FRANCHINI, 2017).

Os resultados obtidos a partir das analises de difracdo de raios-X realizadas para as
suspensdes fagicas concentradas sdo apresentados na Figura 12 na forma de difractogramas
normalizados e permite observar um pico de cristalinidade.

O difratograma de raios-X do bacteri6fago ph0041, Figura 12, revelou um pico de
cristalinidade a 20 = 31,70°, levando em consideracao que o comprimento de onda de raios-X
utilizado foi igual a 1,5418 angstrom (0,15418 nm). Através da conversdo de todos os angulos
em graus para radianos foi possivel calcular o tamanho provavel do cristalito detectado
utilizando a equacdo de Scherrer (SCHERRER, 1918). O tamanho provavel do cristalito do
bacteriofago ph0041 ¢ de t26-31,70 = 43,16 nm.

Os difratogramas dos bacteriéfagos ph0035 e ph0041 apresentaram muitos ruidos talvez
pela presenca de outras substancias como debris celulares, sais organicos advindos do processo
de isolamento, purificacdo e propagacao dos fagos.

Os resultados mostraram que o bacteriéfago ph0041 exibiu um pico muito bem definido

na regido de 30,00 <20 < 33,00. O pico gerado pelo espalhamento de raios-X pelas estruturas
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cristalinas servem como assinatura para o material analisado (MBONYIRYIVUZE et al.,
2015).

Figura 12. Difratogramas obtidos a partir da difracdo de raios-X dos bacteriéfagos ph0035 (curva azul) e
ph0041 (curva roxa)
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Fonte: Elaboragdo propria

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

As fotomicrografias representadas na Figura 13 permitem observar a estrutura das
particulas bacteriofagicas isoladas, ph0035 (Figura 13a-c) e ph0041 (Figura 13d-f). O fago
ph0035 pertence provavelmente a familia Myoviridae e os fagos ph0041 pertencem

provavelmente a familia Siphoviridae (SHEN et al., 2012).
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Figura 13. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) dos bacteridéfagos ph0035 (a, b e ¢) e ph0041 (d, e e )

Fonte: Elaboragdo propria

Espectro litico do coquetel na cepa de Acinetobacter baumannii (ATCC19606)

Analisando a Figura 14 pode-se observar a formacdo de uma zona de lise limpida na
cultura de Acinetobacter baumannii, indicando que o coquetel de bacteridfagos exibiu atividade

litica contra esta estirpe.
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Figura 14. Espectro litico do coquetel de bacteridfagos pelo método de disco difusdo empregado em cultura de
Acinetobacter baumannii

Fonte: Elaboragao propria

A cepa de Acinetobacter baumannii usada nesta pesquisa demonstrou possuir uma
resisténcia moderada a dois antibioticos utilizados exclusivamente em hospitais, polimixina B
e cefepima.

Embora as bactérias possam se tornar resistentes aos fagos, isto ndo € tdo preocupante
como a resisténcia bacteriana aos farmacos. Assim como as bactérias, os fagos podem sofrer
mutaces e, portanto, podem evoluir para combater a resisténcia bacteriana aos bacteriéfagos.
Além disso, 0 uso de coquetéis de fagos pode evitar o desenvolvimento de resisténcia. A
fagoterapia pode ser realizada em conjunto com o uso de antibidticos. A juncédo da fagoterapia
e a antibioticoterapia sdo sinérgicas, resultando em beneficios ao paciente (GOLKAR,
BAGASRA; PACE, 2014). Neste sentido, os bacteriéfagos isolados poderiam ser utilizados
para o tratamento de pacientes infectados por estas cepas pela eficacia antimicrobiana

demonstrada pelo coquetel fagico.

6.3  Sintese de liquidos idnicos

Os liquidos ibnicos obtidos diferenciaram-se entre si em cor, textura e viscosidade. Como
pode ser observado na Figura 15. O liquido idnico (1:1) (Figura 15a) apresentou uma cor mais
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esbranquigada, textura mais consistente e maior viscosidade do que o seu solvente eutético
(Figura 15b).

Figura 15. Aspecto macroscdpico do liquido i6nico oleato de colina (a) liquido iénico (1:1) e de seu (b) solvente
eutético (DES 1:2)

Fonte: Elaboracéo proépria.

A escolha do liquido i6nico oleato de colina para o desenvolvimento do hidrogel foi
baseada nos resultados obtidos em outro projeto de pesquisa realizado no Laboratério de
Bacteriofagos e Biofilme da Universidade de Sorocaba (PhageLab). Foi comprovado, através
de ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e permeacdo transdérmica em células de Franz,
que o oleato de colina ndo apresentou genotoxicidade e citotoxicidade significativas, alem de
atuar como um facilitador de permeacéo transdérmica para o ativo insulina (JORGE, 2019).
Além disto, a reacdo de neutralizacdo acido-base envolvida na sintese dos liquidos idnicos

apresentou-se como um processo simples, conforme afirmou Oliveira e colaboradores (2010).

6.4  Atividade antimicrobiana de liquidos idnicos e de reagentes pelo método de disco-

difuséo

Os liquidos idnicos sintetizados e seus reagentes basicos foram avaliados quanto o seu
potencial de atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo frente as cepas de
referéncia (P. aeruginosa (CCCD- P004), E. coli (CCCD-E003) e S. aureus (CCCD-S007)),
conforme os procedimentos para a realizagdo do teste de eficacia antimicrobiana preconizado
pela Farmacopeia Brasileira (2010).

Como pode ser observado a partir da Figura 16, apenas o oleato de colina 1:1 mostrou

uma atividade antimicrobiana moderada positiva contra Pseudomonas aeruginosa, (Figura 16a,
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2). Nenhum dos liquidos iénicos oleato de colina 1:1 e 1:2 apresentou qualquer efeito sobre
Escherichia coli (Figura 16b, 2 e 3), no entanto ambas substancias exibiram uma leve atividade

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Figura 16c, 2 e 3).

Figura 16. Avaliacdo do potencial de atividade antimicrobiana realizada com (1) bicarbonato de colina; (2)
oleato de colina (1:1); (3) oleato de colina (1:2); (4) acido oleico; (5) controle positivo (coquetel de antibidticos-
penicilina (10000 U.1./mL) / estreptomicina (10 mg/mL)) e (6) controle negativo-solugdo salina; frente a (a)
Pseudomonas aeruginosa (b) E. coli e (c) Staphylococcus aureus

Fonte: Elaboracéo propria
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Os liquidos idnicos (1:1 e 1:2) foram analisados quanto a sua potencial atividade
antimicrobiana contra a cepa de Acinetobacter baumannii. A formagéo de halo de inibi¢ao foi
avaliada qualitativamente, e nenhuma atividade antimicrobiana foi observada nas amostras. Os

resultados desses testes sdo mostrados na Figura 17.

Figura 17. Avaliagdo do potencial de atividade antimicrobiana realizada com o liquido i6nico (1:1) (1.L 1:1) e
com o liquido i6nico (1:2) (I.L 1:2 (DES)) frente a cepa de Acinetobacter baumannii

Fonte: Elaboracéo prépria

A andlise da atividade antimicrobiana do oleato de colina e do seu respectivo solvente
eutético foi realizada a fim de se verificar se 0s mesmos possuiam a capacidade de inibir o
crescimento bacteriano, visto que varios estudos demonstraram o potencial antimicrobiano de
diversos liquidos ibnicos (GHANEM et al., 2018).

A capacidade inibitdria dos liquidos i6nico, se positiva, seria um resultado importante,
visto que 0s mesmos poderiam contribuir, juntamente com os bacteri6fagos, na luta contra as
infeccbes provocadas pela Acinetobacter baumannii. No entanto, os liquidos i6nicos foram
utilizados neste trabalho apenas como facilitadores de permeacéo dos bacteriéfagos.
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Os resultados mostraram que os liquidos idnicos em estudo ndo possuem uma capacidade
inibitoria significativa contra as cepas utilizadas, portanto, a inibicdo bacteriana obtida nas
demais analises deve-se a capacidade litica dos bacteri6fagos isolados.

6.5 Preparacéo do hidrogel

Para a obtengdo de um hidrogel com liquido i6nico impregnado de particulas
bacteriofagicas foi necessario, inicialmente o preparo de uma microemulsdo 6leo em agua
(O/A) (PIRES; MOURA, 2017) para incorporacao do liquido iénico. Para a obtencao da melhor
emulsdo foram preparadas e avaliadas emulsdes com os liquidos ibnicos 1:1 e 1:2. Na
sequéncia, agregou-se esta microemulsdo a uma formulacdo adequada para a obtengcdo de um
hidrogel envolvendo alginato de sddio como agente gelificante. Por fim, adicionou-se o
coquetel bacteriofagico antes da completa gelificacdo do hidrogel. O alginato de sodio foi
utilizado devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade no contato in
Vvivo e sua capacidade de gelificacdo adequada (MANJULA et al., 2013).

Os resultados obtidos pela analise por DLS das emuls6es formuladas contendo oleato de
colina 1:2 foram: tamanho hidrodindmico de 232,20 + 3,78 nm, potencial Zeta médio de -73,41
+ 2,22 mV, e um indice de polidispersao (IPD) de 0,264 + 0,035. Para a emulsdo formulada
empregando oleato de colina 1:1, os resultados foram: tamanho hidrodindmico de 381,44 +
22,40 nm, potencial Zeta médio de -31,87 £ 2,23 mV e um indice de polidispersdo de 0,314 +
0,200. Os valores negativos do potencial Zeta promovem a repulséo eletrénica das particulas,
contribuindo para a alta estabilidade da emulsdo. O indice de polidispersdo (IPD) é usado para
descrever o grau de ndo uniformidade de uma distribuicdo de tamanho de particulas. O valor
numérico 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 populacbes de
tamanho de particula) (DANAEI et al., 2018). Em relacdo ao tamanho das particulas ambas
formulagcdes permitiram a obtencdo de uma microemulsdo. De acordo com a Comissdo
Europeia (EC, 2011), os nanomateriais sdo “um material natural, incidental ou manufaturado
contendo particulas, ndo ligadas, como um agregado ou como um aglomerado e onde, para 50%
ou mais das particulas no nimero distribuicdo de tamanho, uma ou mais dimensdes externas
estdo na faixa de tamanho de 1 nm - 100 nm”.Assim, pelos resultados obtidos definiu-se a
microemulsdo formulada com o liquido i6nico 1:2 como a mais adequada, sendo utilizada para

a obtencdo dos hidrogéis. Esta microemulsdo apresentou menor tamanho de particula, menor
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indice de polidispersdo e maior potencial zeta. A microemulsdo escolhida apresentou-se clara
e estavel 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 condigdes controladas dentro da solucdo de alginato. Neste método, a
gelificacdo é mediada por uma mudanca no pH, que, por sua vez, libera os cations de ligacéo
cruzada da insolubilidade de uma forma quelada (GURIKOV; SMIRNOVA, 2018),
possibilitando a preparacdo de hidrogéis com boa aparéncia, adequada consisténcia e
flexibilidade para o uso pretendido. A 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 rachaduras (Figura 18).

Figura 18. Hidrogéis de alginato de calcio. a-hidrogel sem liquido i6nico e b- hidrogel com liquido idnico de
oleato de colina 1:2 (DES)

Fonte: Elaboracéo prépria
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6.6  Caracterizagdo do hidrogel

O sucesso do tratamento de infecces de pele empregando-se bacteriéfagos depende da
capacidade de liberagdo de fagos no local da infeccdo. Neste sentido, tem se verificado o
desenvolvimento de varios tipos hidrogéis, com diferentes caracteristicas, e formulacfes
topicas contendo bacteriéfagos para o tratamento de infecgdes de pele (QADIR; MOBEEN;
MASOOD, 2018).

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

Difracéo de raios-X

Os resultados das analises de DRX realizadas para os hidrogéis sdo mostrados na Figura
19 na forma de difratogramas normalizados. A normalizacdo dos difratogramas foi realizada
dividindo-se os valores de intensidade pelo valor maximo de intensidade em cada difratograma,
permitindo uma melhor comparacdo entre os difratogramas de raios-X dos hidrogéis contendo
bacteriofagos. A difracdo de raios- X € uma técnica analitica que tem sido utilizada para a
analise do grau de cristalinidade. Quando a luz de raios-X incide sobre um cristal, ocorre a
formacdo de diversos padrbes de difracdo, refletindo as caracteristicas fisico-quimicas das
estruturas cristal (DAS; ALI; HAMID, 2014).

A analise de DRX revelou comportamento amorfo sem picos de cristalinidade para os
hidrogéis. Os difratogramas dos bacteriéfagos ph0035 e ph0041 eram ruidosos, com o
difratograma do bacteriéfago ph0041 exibindo um pico de cristalinidade bem definido na regido
de 30,00 <26 < 33,00.

Era esperado que o pico de cristalinidade referente ao difratograma do bacteriéfago
ph0041 (Figura 19e) fosse visivel no difratograma do hidrogel com o coquetel fagico (Figura
19a). No entanto, ndo foi possivel a sua detec¢do possivelmente devido a concentracdo de fagos
ser relativamente baixa. Outra possivel justificativa seria o fato dos comprimentos de onda de
raios-X utilizados para determinar a estrutura de proteinas serem de ordem de 1 A (107°m),
gerando um sinal muito fraco o que dificulta a deteccdo do mesmo, pois 99% da radiagédo
atravessa a amostra sem interagir com seus atomos (AMBROSIO; FRANCHINI, 2017).
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Figura 19. Difratogramas de raios X (XRD) de intensidade normalizada de a-hidrogel com oleato de colina 1:2
e coquetel de fagos; b-hidrogel com oleato de colina 1:2; c-hidrogel sem oleato de colina 1:2 e sem coquetel de
Fagos; d-bacteriéfago ph0035 e e-bacteriéfago ph0041
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Fonte: Elaboracdo propria

Analise por espectrofotometria de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 20 mostra os espectros de FTIR do oleato de colina 1:2 (Figura 20a), do hidrogel
sem a microemulsdo e sem particulas bacteriofagicas (Figura 20b), do hidrogel com oleato de
colina 1:2 (Figura 20c) e hidrogel com oleato de colina 1:2 e com particulas de bacteriofagicas
(Figura 20d).
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Figura 20. Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). a- oleato de colina 1:2; b- hidrogel
sem a microemulsdo e sem as particulas fagicas; c- hidrogel com oleato de colina 1:2; d- hidrogel com oleato de

colina e particulas fagicas
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Nos espectros de oleato de colina (Figura 20a) pode-se observar dois picos a 2922 cm™ e
2855 cm?, que podem ser atribuidos ao alongamento assimétrico e ao estiramento simétrico de
CHo>, respectivamente (ZHANG; HE; GU., 2006).

Os espectros de FTIR de hidrogéis mostraram picos proximos a 1649 cm™ (Figura 20b,
¢, d) que podem ser atribuidos a vibracdes de alongamento assimétricas de carboxilato e
3272,40 cm* (Figura 20b), 3298,47 cm ! (Figura 20c) e 3252,41 cm ™t (Figura 20d), que podem
ser relacionados a vibragdes de alongamento de ligagdes O — H (DAEMI; BARKANI, 2012).

Os espectros de FTIR dos hidrogéis confirmam a similaridade das estruturas quimicas
dos biopolimeros e mostraram que ndo houve interferéncia entre componentes utilizados na

formulacgéo.

Analise por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os termogramas de DSC dos hidrogéis produzidos estdo ilustrados na Figura 21. Os
hidrogéis produzidos sdo basicamente feitos de alginato de sodio. Assim, pode-se observar
eventos térmicos muito semelhantes e as proporcdes entre suas entalpias de fusdo sdo da mesma
ordem de grandeza.

Os principais eventos endotérmicos nas amostras sao 0s picos endotérmicos a 188,56 °C
do hidrogel com oleato de colina 1:2 com entalpia de fusdo associada de 2522 J/g; a 190,72 °C
do hidrogel sem a microemulsdo e sem particulas bacteriofagicas com entalpia de fusdo
associada de 2565 J/g; e 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 temperaturas sao
pertinentes a temperatura de fusdo do alginato (187,56 °C) e estdo relacionadas com a
degradacéo do hidrogel (PEREIRA et al., 2013).

Como se pode se observar, todos os hidrogéis exibem altas temperaturas de fusdo e,

portanto, sdo estaveis para a aplicacao 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. Termogramas calorimetria diferencial de varredura (DSC) do hidrogel sem oleato de colina e sem
fagos (curva lilés); do hidrogel com oleato de colina (1:2) (curva roxa) e do hidrogel com oleato de colina (1:2) e
coquetel de fagos (curva azul)
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Fonte: Elaboracdo propria
Tomografia por transmisséo de raios X (XRT)

Nas imagens obtidas por analise de XRT apresentadas na Figura 22, pode-se observar
uma densidade atbmica maior nas superficies (em verde), possivelmente esta area é mais
propensa a absorver radiacdo. No centro, em azul, pode-se ver 0s espagos vazios caracteristicos
de um hidrogel para aplicacbes topicas, cujo objetivo central é servir como
transportador/liberador de ativos (SILNA et al., 2016). Assim, 0s aspectos observados nas
imagens eram esperados, em funcdo da estrutura tridimencional dos hidrogéis
(SUBRAMANIAN; VIJAY AKUMAR, 2015).
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Figura 22. Tomografia computadorizada de raios X de a-hidrogel sem particulas fagicas e b-hidrogel com
particulas fagicas

b

Fonte: Elaboracao propria

Analises de microscopia eletrénica de varredura por energia dispersiva

A topografia da superficie e a estrutura da seccdo transversal das amostras liofilizadas de
hidrogéis foram examinadas por microscopia eletrénica de varredura por energia dispersiva e
os resultados obtidos estdo disponibilizados na Figura 23.

As superficies do hidrogel com oleato de colina (1:2) (Figuras 23a, b, ¢ e d) e do hidrogel
com oleato de colina (1:2) e particulas fagicas (Figuras 23 e, f, g e h) sdo relativamente
uniformes com auséncia de rachaduras. As estruturas internas observadas na se¢do transversal
fraturada do hidrogel com oleato de colina 1:2 (Figura 23d, x250) e do hidrogel com oleato de
colina 1:2 e particulas de bacteriéfago (Figura 23h, x250) mostraram um ndcleo de matriz
altamente poroso, indicando a formacéo de uma rede tridimensional caracteristica dos hidrogéis
(SUBRAMANIAN; VIJAY AKUMAR, 2015).

Segundo Narayanaswamy e Torchilin (2019), a formacdo dos poros é de extrema
importéncia, pois a alta porosidade permite veiculacdo de ativos na matriz do hidrogel. Além
disso, os poros séo preenchidos por dgua que possibilitam uma liberagdo controlada do ativo
por difusdo. Portanto, o hidrogel obtido possui as caracteristicas desejadas para atuar como

transportador das particulas fagicas.
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Figura 23. Fotomicrografias de microscopia eletronica de varredura por energia dispersiva (DESEM) da
superficie do hidrogel com 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 da se¢éo 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)

NN

Fonte: Elaboracéo prépria

6.7  Avaliacdo da atividade litica das particulas fagicas em hidrogel pelo método de

disco-difusao

Um parametro importante a ser observado é a verificagdo da manutencdo da atividade
litica das particulas fagicas que foram incorporadas ao hidrogel.

Os bacteriofagos s@o estruturas proteicas suscetiveis a desnaturacdo proteica devido as
altas temperaturas, pH, forca idnica, efeitos interfaciais e a exposicdo a solventes organicos. As
tensGes mecanicas durante a formulacéo, incluindo tensées de cisalhamento durante a mistura
e agitacdo precisam ser consideradas a fim de preservar as particulas fagicas (MALIK et al.,
2017). Fatores quimicos e fisicos externos podem inativar um fago através de danos a seus
elementos estruturais (cabeca e cauda), perda de lipideos e/ou alteragdes estruturais do material
genético (DNA ou RNA) (JONCZK et al., 2011).

Os resultados apresentados na Figura 24 comprovam que a presenca do liquido i6nico
oleato de colina e o procedimento para preparagéo do hidrogel ndo inativaram os bacteriofagos,

mantendo a capacidade litica dos mesmos contra a cepa de Acinetobacter baumannii.
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Figura 24. Avaliacdo da atividade litica dos bacteriéfagos em hidrogel pelo método de disco-difusdo

Fonte: elaboragdo propria

Desenvolver uma formulacdo capaz de incorporar os bacteriofagos 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 capacidade de permeacdo cutanea do coquetel de bacteriofagos

incorporados no hidrogel

Para 0 ensaio de permeagéo transdérmica dos fagos, dois hidrogeéis foram preparados, um
com liquido idnico e outro sem liquido idnico, para verificar se a presenca do oleato de colina
facilitaria, ou ndo a permeacédo dos fagos através da pele.

A avaliacdo da capacidade de permeacdo das particulas fagicas transportadas pelo
hidrogel contendo oleato de colina, foi realizada através de um sistema denominado celula de
difusdo de Franz. Este aparato é usualmente empregado para avaliar a liberacdo e permeagéo



85

cuténea de ativos incorporados em sistemas de liberacdo de drogas tdpicas e transdérmicas
(RUELA et al., 2016). A pele da orelha suina foi escolhida como membrana de permeacédo
devido a permeabilidade e morfologia semelhantes a da pele humana e também, devido a sua
disponibilidade (DOBLER et al., 2016).

Ao analisar a Figura 25 é possivel verificar que o hidrogel sem o liquido idnico ndo
promoveu a permeacdo de particulas fagicas, no entanto, o hidrogel contendo o liquido ibnico
facilitou significativamente a permeacdo dos bacteridfagos pela pele de orelha de porco.

Os resultados comprovam que o liquido ibnico permitiu a permeacdo das particulas
fagicas, corroborando com as afirmag6es de Zakrewsky e colaboradores (2014) que indicaram

o carater facilitador de permeacdo cutanea do oleato de colina.

Figura 25. Avaliacdo da capacidade de permeacdo cutanea do coquetel de bacteridfagos liticos para
Acinetobacter baumannii, em hidrogel com oleato de colina 1:2 (curva rosa) e em hidrogel sem oleato de colina
(curva azul)
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Fonte: Elaboracdo propria

Realizando um ajuste ndo-linear de uma curva sigmoidal aos resultados obtidos a partir
da permeacdo transdérmica das particulas bacteriofagicas (Figura 25, curva rosa claro), foi
possivel obter a concentragdo maxima de proteina permeada, 9,791x10° UFP mL™, por érea de

pele com um coeficiente de correlagéo igual a = 0,9867.
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Segundo Monti et al. (2017), alguns liquidos i6nicos sdo capazes de interatuar com 0s
componentes da pele, inserindo-se na bicamada lipidica. Os surfactantes catibnicos, como
oleato de colina, sdo capazes de interagir com as fibrilas de queratina das células cornificadas,
favorecendo a ruptura momenténea da matriz celular-lipidica, possibilitando a passagem
cutanea das entidades proteicas. Portanto, os resultados obtidos mostram que possivelmente
ocorreu uma desestabilidade do estrato corneo, permitindo a permeacéo dos bacteriéfagos. Os
resultados comprovaram, novamente que os fagos mativeram a sua capacidade litica e que o
hidrogel ndo aprisionou as particulas fagicas, garantindo que os fagos permaneram livres para

permear pela pele.
6.9  Analise da citotoxicidade do hidrogel pelo método de difusdo em agar

Os resultados do teste de citotoxicidade, pelo método de difusdo em agar, mostraram
haver morte celular causada pelo contato do material apds 24h. A realizacdo de analise
microscdpica confirmou a morte das células, o que gerou a formacdo do halo em torno do
material (visualizado a olho nu) (Figura 26).

Figura 26. Analises de difusdo em agar com células HaCaT. Controle negativo (-); controle positivo (+);
membranas de hidrogel sem bacteriéfagos (S/bacteriéfago); membranas de hidrogel contendo um coquetel de
bacteri6fagos liticos para A. baumannii

Controle - Controle + S/ bacteriéfago C/ bacteriéfago

Fonte: Elaboragéo propria
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Com base nos dados fornecidos pela Norma 1SO 10993-5:2009 que avalia os graus de

reatividade para o teste de difusdo em &gar (Tabela 1), é possivel verificar uma reatividade

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

Tabela 2. Graus de reatividade biolégica para o teste de citotoxicidade pelo método da difusdo em agar de

acordo com a Norma 1SO 10993-5/2009

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

Fonte: Norma 1SO 10993-5/2009

O método de difusdo em agar mostrou, portanto, um efeito citotéxico negativo para o

hidrogel com liquido ibnico oleato de colina 1:2. Todavia, outro teste de citotoxicidade foi

realizado a fim de se verificar a seguranca da utilizacao do hidrogel.

6.10 Analise da citotoxicidade do hidrogel pelo ensaio de MTS

A Figura 27 apresenta o grafico comparativo da viabilidade celular das populacdes

celulares de fibroblastos de 3T3 em contato direto com as amostras de hidrogel sem liquido

ibnico (salméo) e de hidrogel com liquido i6nico (azul claro), em relacdo aos controles,

utilizando a técnica MTS.



Figura 27. Porcentagem de viabilidade celular das amostras de hidrogel sem liquido iénico (LI) (salméo) e
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hidrogel com liquido iénico (LI) (azul esverdeado) em relagdo ao controle negativo (preto) e ao controle positivo

DMSO (azul), obtidos no ensaio de MTS durante 24, 48 e 72 horas.

120+

T
1004 .J_ g

804

604

Viabilidade (%)

il

H-

H

HH

H

24 horas

Fonte: Elaboracdo prépria
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Ao analisar o grafico, pode-se verificar que as células, quando em contato com a amostra

de hidrogel sem liquido idnico, ndo apresentaram diferenca percentual significativa de

viabilidade quando comparadas com o controle negativo, mantendo uma alta taxa de viabilidade

celular mesmo apds 72 horas em contato com a amostra. Todavia, o hidrogel contendo liquido

ibnico apresentou uma diferenca percentual significativa, com uma reducdo da viabilidade

celular, aproximando-se aos valores do controle positivo, revelando assim moderado grau de
toxicidade quando comparado ao protocolo 1SO 10993-5 (ISO, 2009).

De acordo com a ISO 10993-5, porcentagens de viabilidade celular acima de 80% séo

consideradas sem citotoxicidade; dentro de 80% a 60%, apresentam fraca citotoxicidade; 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 diminui¢do da viabilidade celular,

guando em contato com o hidrogel contendo o oleato de colina, mantendo-se perto dos 60%,

apresentando, portanto, uma citotoxicidade moderada.
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Essa moderada toxicidade podera estar relacionada com a concentragdo utilizada na
preparacdo do hidrogel contendo 1% de oleato de colina. Alguns estudos demonstraram que
muitos LIs apresentam toxicidade em concentragdes acima de 1% (HAJFARAJOLLAH, 2014),
portanto, a concentragcdo do oleato de colina pode ter influenciado na citotoxicidade, deste
modo, visando reduzi-la, serd necessario averiguar em qual concentracdo minima de oleato de
colina seréa possivel garantir a permeacdo dos bacteriéfagos, reduzindo assim a citotoxicidade
do hidrogel.

Estudos toxicoldgicos sobre os liquidos ibnicos, revelaram que muitos apresentam um
certo nivel de toxicidade (GOUVEIA, 2014). A complexidade das caracteristicas estruturais, a
concentracdo e o biossistema podem interferir na toxicidade dos liquidos i6nicos. Portanto, é
necessario haver um controle racional desses parametros para mitigar essa toxicidade, tornando
possivel projetar LIs biocompativeis (AGATEMOR, 2018).
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho de pesquisa, buscou-se o desenvolvimento de um hidrogel empregando
alginato de sodio, como meio de transporte para um coquetel de particulas de bacteriéfagos
liticos visando o tratamento de infec¢bes profundas da pele, causadas por Acinetobacter
baumannii.

Os bacteriofagos isolados foram nomeados PhL._UNISO_AB-ATC_ph0041 (isolado da
agua de esgoto hospitalar) e PhL._UNISO_AB-ATC_ph0035 (isolado a partir da &gua de esgoto
doméstico) e caracterizados bio-fisicamente.

O liquido idnico e o seu respectivo solvente eutético foram sintetizados e verificou-se
que a microemulsdo contendo oleato de colina 1:2 apresentou menor tamanho de particula,
menor indice de polidispersdo e maior potencial zeta, portanto utilizou-se a microemulséo
contendo o solvente eutético para a producdo do hidrogel. Deste modo, a microemulséo
mostrou-se estavel e adequada para o preparo do hidrogel.

Os bacteriofagos foram incorporados no hidrogel, contendo o oleato de colina 1:2 em
sua formulacdo. A caracterizacdo fisico-quimica do hidrogel mostrou um hidrogel com
aparéncia homogénea, maleabilidade adequada, auséncia de fraturas ou trincas, caracteristicas
fisicas e quimicas e estruturais adequadas.

A avaliacdo da atividade litica contra A. baumannii mostrou que, ap0s a incorporacao
dos bacteriofagos ao hidrogel na base de alginato de sodio contendo o liquido i6nico oleato de
colina (1:2), os fagos permaneceram capazes de lisar 0 agente patogénico.

Os resultados da permeacdo transdérmica indicaram que a incorporacdo do liquido
idnico foi fundamental para a permeacéo dos fagos, visto que o hidrogel sem liquido idnico em
sua formulacdo ndo auxiliou a permeacao das particulas fagicas.

Os ensaios de citotoxicidade realizados no hidrogel com oleato de colina indicaram que
0 produto apresentou uma toxicidade moderada, sendo portanto necessario averiguar a
concentracdo minima de oleato de colina que possibilitaria a permeacdo dos bacteriofagos,
reduzindo assim a citotoxicidade do hidrogel.

Pode-se concluir que o objetivo deste trabalho foi alcangado ao desenvolver um sistema
de entrega transdérmica capaz de proteger e estabilizar (estrutural e funcionalmente) entidades
proteicas bioativas e, a0 mesmo tempo, promover uma melhoria no processo de permeacéo
cuténea. Contudo, ser& necessério reavaliar a concentracdo de oleato de colina utilizado para

reduzir os riscos de citotoxicidade.
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8 PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como proposta de trabalhos futuros existem muitas linhas de desenvolvimento que
podem ser seguidas, uma delas seria a determinacdo da sequéncia génica dos fagos isolados.
Esta etapa é importante para melhor caracterizar os bacteriéfagos.

Em relagdo ao hidrogel produzido, sera importante determinar a concentragdo minima
de oleato de colina que possibilite a permeacdo transdérmica dos bacteri6fagos com menor
toxicidade possivel.

Estudos dos diferentes tipos de embalagens e formas de conservacdo, deverdo ser
realizados a fim de se verificar quais serdo as mais adequadas para garantir a qualidade do
produto final. Também se torna necessario avaliar a estabilidade do hidrogel desenvolvido para
averiguar a sua viabilidade de comercializacéo.

A investigacdo da possibilidade de incorporacdo de antibidticos ao hidrogel, contendo
0 coquetel bacteriofagico, também é uma proposta interessante para se averiguar a presenca de

sinergismo antimicrobiano.
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