Cristiana Sousa Pinheiro

NANOTECNOLOGIA: SOLUCAQ AS RESISTENCIAS BACTERIANAS

Monografia realizada no ambito da unidade de Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, orientada pelo
Professor Doutor Luis Miguel Santos Loura e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Setembro 2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Cristiana Sousa Pinheiro

NANOTECNOLOGIA: SOLUCAO AS RESISTENCIAS BACTERIANAS

Monografia realizada no ambito da unidade Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, orientada pela Professor Doutor Luis Miguel Santos Loura e apresentada a
Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Setembro 2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



The future belongs to those who believe in the beauty of their dreams.

Eleanor Roosevelt



Eu, Cristiana Sousa Pinheiro, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas,
com o n° 2011164797, declaro assumir toda a responsabilidade pelo conteudo da
Monografia apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, no ambito da

unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este € um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou expressao,
por mim utilizada, esta referenciada na bibliografia desta Monografia, segundo os critérios
bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor, a

excegao das minhas opinioes pessoais.

Coimbra, 16 de setembro de 2016.

(Cristiana Sousa Pinheiro)



AGRADECIMENTOS

Um agradecimento especial ao Professor Doutor Luis Loura por toda a ajuda e paciéncia

nesta etapa final.

A minha familia que sempre acreditou em mim e que permitiu para que tudo se

concretizasse.
Ao Gossip & Friends pela amizade e por todos os momentos partilhados.

A Coimbra e a Faculdade de Farmacia, por tudo o que me ensinou nestes 5 anos, e

onde passei uns dos melhores momentos da minha vida.



RESuUMO

O uso incorreto e excessivo de antibidticos, tem conduzindo a uma crescente
resisténcia bacteriana, que se tem tornado numa preocupagao global. Consequentemente,
sao necessarias novas alternativas aos antibidticos de modo a ultrapassar esta crise. A area
da Nanotecnologia tem revolucionado este problema, por conseguir aumentar a eficacia do
tratamento e reduzir os seus efeitos secundarios devido as suas propriedades fisico-

quimicas.

Este trabalho faz uma abordagem de alguns dos tipos principais de nanoparticulas e
das suas carateristicas, ilustrando como exemplo as Ultimas pesquisas e avangos desta area
para superar a resisténcia. Refere, ainda, as dificuldades existentes para a entrada no

mercado, apesar da sua consideravel investigagao académica.

Palavras—-chave: Nanotecnologia; nanoparticulas; resisténcia bacteriana; antibidticos,

mercado.

ABSTRACT

The improper use and overuse of antibiotics, has led to an increase of bacterial
resistance, which has become a global concern. Therefore, new alternatives to antibiotics are
needed to overcome this crisis. Nanotechnology has revolutionized this problem, because it
is able to increase the effectiveness of treatment and reduce side effects due to their

physicochemical properties.

This monograph addresses the use of nanoparticles, describing some of their main
types and features, illustrating with selected examples the latest research and advances in
this area to overcome the bacterial resistance. Likewise, it mentions the difficulties of market

access, despite its considerable academic research.

Keywords: Nanotechnology; nanoparticles; bacterial resistance; antibiotics, market

access.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AgNPs — Nanoparticulas de prata

CF - Fibrose Cistica

CTS-Ag NPs — Nanoparticulas de prata imobilizadas em quitosano
DNA — Deoxyribonucleic acid

DPPC — Dipalmitoilfosfatidilcolina

FDA — Food and Drug Administration

FLs — Lipossomas fusogénicos

FUS — Acido Fusidico

MDR - Multi-drug-resistance

MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
MSSA — Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus
NPs — Nanoparticulas

PAA — Poliacrilato

PEG - Polietileno glicol

PLGA - Poli(acido latico-co-acido glicolico)

PBPs — Penicillin Binding Proteins

ROS - Espécies reativas de oxigénio

WHO - World Health Organization

RNA - Ribonucleic acid
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I. INTRODUCAO

As infecoes bacterianas sao, ainda, das maiores causas de morbilidade e de mortalidade
na atualidade, causando cerca de 300 milhoes de casos criticos todos os anos (BEYTH et al,
2015; GUPTA, LANDIS e ROTELLO, 2016). Apesar de terem sido desenvolvidas diversas
geragoes de antibidticos, a resisténcia antimicrobiana tem-se tornado cada vez mais numa
importante ameaga contra a saude publica, devido ao abuso e uso incorreto de antibioticos
(CHEN et al, 2014). Deste modo, o aumento de bactérias multi-resistentes (MDR) a
antibioticos convencionais e de infegoes associadas a formagao de biofilmes, bem como a
diminuicdo de antibidticos aprovados recentemente, tornaram urgente a necessidade de
desenvolver estratégias alternativas para o combate a resisténcias (BEYTH et al, 2015;
CHEN et al, 2014; GUPTA, LANDIS e ROTELLO, 2016; SHIMANOVICH e GEDANKEN,
2016; ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).

Adicionalmente, as limitagdes da terapéutica convencional como a biodisponibilidade
limitada, solubilidade reduzida, acumulagao inespecifica do farmaco, dificil transporte através
da membrana de modo a alcangar micro-organismos intracelulares e ainda rapida
degradagao, requerem que novas solugoes sejam descobertas (ZHANG et al., 2010).

O uso da Nanotecnologia encontra-se, assim, entre as estratégias mais promissoras para
ultrapassar a resisténcia antimicrobiana, bem como as limitagdes da terapéutica
convencional. Neste contexto, devido as suas caracteristicas Unicas podem ser usadas
nanoparticulas (NPs) estrategicamente com atividade antimicrobiana ou como veiculos
transportadores de antibioticos (BEYTH et al,, 2015; GUPTA, LANDIS e ROTELLO, 2016;
PELGRIFT e FRIEDMAN, 201 3).

Este trabalho descreve o potencial do uso de NPs no combate a resisténcia a
antibiéticos, abordando o seu modo de agdo, as suas vantagens e desvantagens e as

dificuldades existentes para a sua introdugao no mercado.
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2. RESISTENCIA A AGENTES ANTIMICROBIANOS

De acordo com a definigado da WHO, uma estirpe é considerada resistente quando
deixa de responder ao tratamento e consequentemente, torna-se dificil de tratar a infecao e
parar a sua disseminagao (ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).

Deve-se ter em atengao, ainda, que o facto de uma bactéria ser resistente a um dado
antibiético nao significa que tenha parado de responder ao tratamento, mas que responde

apenas a concentragoes mais elevadas (SHIMANOVICH e GEDANKEN, 2016).

2.1. COMO AS BACTERIAS SE TORNAM RESISTENTES

A resisténcia antimicrobiana pode ser natural ou adquirida (VENTOLA, 2015).
Pseudomonas aeruginosa e Mycoplasma sao dois exemplos de bactérias com resisténcia
intrinseca/natural a certos antibiéticos como macrolidos e B-lactamicos, respetivamente. Por
outro lado, a resisténcia adquirida ocorre por mutagoes espontaneas que surgem durante o
crescimento. Estas mutagoes podem ser transmitidas para organismos sensiveis através de

mecanismos de transferéncia horizontal: transformagao; transdugio e conjugagao

(HENRIQUES NORMARK e NORMARK, 2002).

Os principais mecanismos de resisténcia encontram-se representados na figura abaixo

(Figura 1):
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i. Diminuicao da absorgao do farmaco por mutagao de porinas;

ii. Aumento de bombas de efluxo;

iii. Alteragao do alvo do farmaco — ex. mutagoes em proteinas ribossomais; alteragao de
Penicillin Binding Proteins (PBPs);

iv. Inativacao dos farmacos através de enzimas como B-lactamases ou acetilases;

v. Formagao de biofilmes — aglomerados de bactérias que aderem a um substrato e que
tornam a bactéria inacessivel a antibioticos;

vi. Bactérias intracelulares — bactérias que se hospedam em organelos intracelulares,
protegendo-se de farmacos antibacterianos devido a fraca capacidade de estes entrarem na
célula hospedeira (BEYTH et al, 2015 HENRIQUES NORMARK e NORMARK, 2002;
LEWIS, 2013; PELGRIFT e FRIEDMAN, 201 3).

Por conseguinte, tem-se recomendado recentemente o direcionamento da investigagao
segundo o objetivo de resolver os mecanismos descritos anteriormente e de aumentar a
eficacia do farmaco através de sistemas de entrega do antibidtico para o local da infegao

(ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).

3. INTERESSE TERAPEUTICO DAS NANOPARTICULAS

Como referido anteriormente, surgiu um particular interesse nas NPs devido as suas
propriedades fisico-quimicas Unicas, tais como o seu tamanho reduzido, forma, relagao
superficie/massa favoravel e reatividade elevada. Estas propriedades contribuem para uma
maior facilidade de administragao de antibioticos, ultrapassando, consequentemente algumas
das limitagoes da terapéutica de antibioticos convencionais, ja descritas anteriormente
(SHIMANOVICH e GEDANKEN, 2016).

As NPs podem apresentar atividade antimicrobiana, quer por elas préprias quer por
formulacao juntamente com antibiéticos (HUH e KWON, 201 I).

NPs de metal — inorganicas (por exemplo prata) — sao conhecidas pelo seu efeito
antibacteriano natural, por exibirem propriedades bactericidas através da formagao de
espécies reativas de oxigénio (LOOMBA e SCARABELLI, 2013). Outro mecanismo
conhecido, ja referenciado, é o facto de este tipo de nanoparticulas, ao ser incorporado na
membrana celular da bactéria, provocar uma perturbagao na célula, podendo levar a morte
celular (SHIMANOVICH e GEDANKEN, 2016).

NPs organicas (por exemplo lipossomas e polimeros) apresentam a vantagem de serem

moléculas biodegradaveis e de disporem elevada compatibilidade com o organismo humano

4
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(FORIER et al,, 2014; XIE et al., 2014). No entanto, sua estabilidade, principalmente a dos
lipossomas, deve-se ter em consideragao por ser um fator critico para uma maior
biodisponibilidade do farmaco (XIE et al., 2014).

A formulagao de farmacos com atividade antimicrobiana, tanto com NPs metalicas como
com NPs organicas tem mostrado caracteristicas promissoras como aumento da agao
farmacologica (SHIMANOVICH e GEDANKEN, 2016) e diminuicdo da toxicidade do
farmaco.

A tabela seguinte descreve as potenciais vantagens promissoras da utilizagao de ambos

os tipos de NPs como agentes antibacterianos.

Tabela |. Descricio das vantagens e desvantagens inerentes ao uso de nanoparticulas como agentes

terapéuticos no tratamento de infegoes bacterianas. Texto adaptado de HUH e KWON, 201 |.

VANTAGENS DESVANTAGENS

Entrega do farmaco ao local da infegao por Acumulagao de NPs administrados por via

estimulos (pH, temperatura, quimicos) intravenosa

Diminuigao dos efeitos secundarios Elevada exposigao ao farmaco no local de
associados ao antibiotico entrega

Diminuigao da resisténcia antimicrobiana Citotoxicidade (pulmaes, rins, figado,

cérebro, etc.)
Aumento do tempo de semivida do farmaco
Libertagao controlada do farmaco

Maior solubilidade

Pode se concluir que, no combate a infegoes com o auxilio de NPs, a terapia com
auxilio de NPs é vantajosa por estas conseguirem direcionar o farmaco ao local da infegao
com uma maior biodisponibilidade do que a terapia convencional, o que contribui para uma
diminuicao dos efeitos secundarios dos antibioticos e proteger bactérias que sao benéficas
ao organismo humano (SHIMANOVICH e GEDANKEN, 2016; ZAZO, COLINO e LANAO,
2016).
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3.1. COMO ATUAM AS NANOPARTICULAS

Uma vez que as NPs atuam através de multiplos mecanismos, simultaneamente, a
resisténcia antibacteriana torna-se pouco provavel, porque requeria que a bactéria sofresse

diversas mutagoes ao mesmo tempo (PELGRIFT e FRIEDMAN, 2013).

Mecanismos de agao das nanoparticulas (Figura 2):

Death
sign:ﬂ

\w&?f’

Membrane
damage

Figura 2. Mecanismo antimicrobiano das nanoparticulas. Esquema geral do modo de agdo das NPs.

Interagao eletrostatica entre NPs e a membrana celular, originando desintegracao celular ou danos a nivel dos
componentes celulares. Também é frequente a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que sao

toxicas tanto para células procariotas como eucariotas. Imagem adaptada de BEYTH et al., 2015.

i. Alteracao do potencial de membrana e perda da sua integridade — quando as
nanoparticulas se ligam electrostaticamente a parede celular, ha uma alteragao do potencial
de membrana (despolarizagao) e deste modo, uma perda de integridade celular que resulta
na lise da célula e numa provavel morte celular (PELGRIFT e FRIEDMAN, 201 3).

ii. Producao de ROS - a interagao NP-membrana induz a uma formagao de radicais livres
(ROS). Estas espécies provocam stress oxidativo que conduz a um dano a todos os
componentes celulares, incluindo peroxidagao de lipidos, alteragao de proteinas, inibigao de
enzimas, danos a nivel do DNA e RNA, bem como mutagoes (WANG et al,, 201 |; PAN et
al,, 2010).
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3.2. NANOPARTICULAS - AGENTES TERAPEUTICOS

3.2.1. NANOPARTICULAS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOS

a. Prata- AGNPs (Nanoparticula inorganica)

Na medicina, a prata tem sido amplamente utilizada para desinfecao de dispositivos
médicos, bem como, para o tratamento de queimaduras, feridas e para uma variedade de
doengas infeciosas (AVALOS et al, 2016) devido a sua atividade antibacteriana, antifungica,
antiviral e anti-inflamatoria (GE et al., 2014).

AgNPs apresentam um largo espectro para bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e
ainda para estirpes resistentes. No entanto, KIM et al. (2007), ao testar nanoparticulas de
prata em Staphylococcus aureus e Escherichia coli, descobriram que havia diferengas nos
resultados. O crescimento de E. coli era inibido efetivamente, enquanto que em S. aureus a
inibicao verificou-se menos eficaz. Estes resultados sugerem que as diferengas morfoldgicas
destas duas estirpes podem influenciar a agao destas nanoparticulas.

O mecanismo por qual atuam ainda nao se encontra totalmente conhecido, contudo,

conhece-se possiveis modos de agao (Figura 3):

Change the structure of the Bacterium cell Modulate signal
cell membrane and increase membrane transduction
cell permeability

Damage DNA thus prevent cell

Nanosilver particles Ribosome division and DNA replication
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i. AgNP pode aderir 2 membrana celular aumentando a permeabilidade celular (SONDI e
SALOPEK-SONDI, 2004);

ii. Formacao de radicais livres (KIM et al., 2007);

iii. A libertagio de ides de prata (Ag’) contribui para a interagio destes com enzimas
essenciais a bactéria, bem como, com grupos fosfato do DNA, impedindo a divisao celular e
consequentemente a replicacao (MATSUMURA et al., 2003);

iv. Modulagao da transducao de sinal, interferindo nos perfis de fosforilagao de tirosina de

proteinas bacterianas (SHRIVASTAVA et al., 2007).

b. Quitosano (Nanoparticula organica)

O quitosano é um biopolimero

OH OH OH
polissacarideo cationico, obtido pela
y , HO O Lo O lo O
quitina extraida de exosqueletos de  HQ HO HO OH
crusticeos (FORIER et dl, 2014), NH, NFz| NH,

Devido a sua natureza nao toxica,
biodegradavel, biocompativel e as suas propriedades antimicrobianas intrinsecas, o quitosano
pode ser utilizado para revestimento das NPs (HUSSEIN-AL-ALI et al., 2014). A sua atividade
antimicrobiana deve-se a ligacao eletrostitica com a membrana da bactéria causando
agregacao e libertagao do seu meio intracelular da para o exterior (FORIER et al., 2014).

No entanto, como ja foi referido anteriormente, também é possivel associar antibidticos

com este polimero, melhorando o perfil antibacteriano de ambos (ver secdo 3.3.2. b.).

3.2.2. NANOPARTICULAS COMO VEICULOS TRANSPORTADORES DE

ANTIBIOTICOS

O facto de ser possivel introduzir na mesma particula, mais que um agente
antimicrobiano, pode resultar em maior poténcia, maior eficacia antimicrobiana, para além
de uma maior probabilidade de ultrapassar os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas
bactérias (PELGRIFT E FRIEDMAN, 2013). Isto porque, como referenciado anteriormente, a
associagao entre NPs e antibioticos existentes permite uma maior biodisponibilidade de
farmaco do que seria possivel apenas com administragao do antibiotico (SHIMANOVICH e
GEDANKEN, 2016).

Adicionalmente, outro desafio no tratamento de infegoes bacterianas por antibioticos é
a necessidade de desenvolver agentes que consigam ser direcionados especificamente para o

local da infecio em regides do corpo onde firmacos hidrofilicos tém pouco acesso e
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farmacos hidrofobicos apresentam fraca solubilidade e biodisponibilidade (TUROS et al.,

2007). Assim, a entrega destes farmacos por lipossomas e polimeros torna-se promissora.

a. LIPOSSOMAS — Como a sua estrutura consiste numa bi-camada fosfolipidica (Figura
5), os lipossomas sao das nanoparticulas mais utilizadas como transportadores de farmacos,
uma vez que a sua estrutura lipidica mimetiza a membrana celular, conseguindo rapidamente
fundir com as membranas de agentes infeciosos (ZHANG et al, 2010). Este tipo de
nanoparticulas tem ainda particular interesse por poder conter compostos tanto hidrofilos
como hidrofobos (NICOLOSI et al, 2015). Contudo, a sua estabilidade na corrente
sanguinea € reduzida, pelo que a entrega de firmaco se encontra comprometida. Uma forma
de ultrapassar o problema passara pela conjugagao de, por exemplo, polietileno glicol (PEG)

ou de ligandos, a superficie. (ZHANG et al., 2010).

a.l. ESTUDOS — Foram realizados estudos in vitro de forma a confirmar as
possibilidades terapéuticas futuras das NPs descritas. No entanto, é de realgar que estes sao

meramente ilustrativos, e que mais existem descritos na literatura.

EsTuDO I:

Acido Fusidico (FUS) é um antibidtico bacteriostitico com espectro para bactérias
Gram-positivas como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermis, incluindo MRSA. No
entanto, a redugao da permeabilidade das membranas celulares tornou-se um mecanismo de
resisténcia a este antibiotico (NICOLOSI et al., 2015).

Um estudo foi realizado por NICOLOSI et al. (2015) conjugando FUS em lipossomas
fusogénicos (FLs). FLs sao vesiculas fosfolipidicas que pela sua constituicao lipidica tém a
capacidade de destabilizar as membranas celulares fundindo-se com estas. Por conseguinte,
FUS é libertado no meio intercelular, ao contrario do que se verificaria se fosse
administrado na sua forma livre, em que ficaria retido na membrana bi-lipidica.

Foram usadas 25 de estirpes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas de
casos clinicos. Adicionaram-se em 3 meios previamente preparados 100 pl de FUS — loaded
fusogenic (FL1) ou 100 pl de lipossomas convencionais com acido Fusidico (CL1) ou 100 pl
de FUS livre, e 5 pl de uma suspensao bacteriana. Posteriormente, os meios foram
incubados a 37°C durante 24h.

Nota: Em meios com estirpes Gram-negativas nao foram adicionadas concentragoes de FUS

livre, uma vez que este nao apresenta atividade antimicrobiana contra estas.
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Resultados: Nos meios em que se adicionou CLI, verificou-se concentragoes minimas
inibitorias (MIC) elevadas tanto para Gram-positivo como Gram-negativo. Por outro lado,
quando o antibidtico era conjugado em FLs, este exibia atividade contra ambas as estirpes.

Os resultados experimentais permitem concluir que a propriedade fusogénica das vesiculas
fosfolipidicas auxilia a entrada do farmaco no meio intracelular, havendo um progresso na

atividade antibacteriana.

EsTuDO 2:

A Fibrose cistica (CF) é uma doenca hereditaria causada por uma mutagao genética.
Cerca de 80% dos doentes com CF sofrem de infegoes pulmonares por Pseudomonas
aeruginosa. Apesar da terapéutica por inalacio de antibidticos, estudos sobre a fungao
pulmonar destes pacientes comprovaram a necessidade de novos tratamentos para tratar a
infecao por Pseudomonas (CLANCY et al,, 2013).

Uma possivel solugao baseia-se na formulagao de lipossomas para inalagao. Na
constituicio  destes lipossomas deve constar lipidos como  colesterol e
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), uma vez que estes sao constituintes naturais do

surfactante pulmonar (MEERS et al., 2008).

Polar Head Groups {at both surfaces)

=
Hydrophobic Chains (bilayer interior)
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- EsTuDpO 2.1: Um estudo realizado por MEERS et al (2008) utilizou uma
formulagdo destes lipossomas conjugados com amicacina (Arikace™). O objetivo era
investigar a capacidade destes de penetrar através do biofilme formado em doentes com CF
com infegao cronica por P. aeruginosa, e de identificar o fator que permite que esta
formulacao seja direcionada ao local da infecao.

Verificou-se, numa amostra in vivo saudavel (em pulmoes de rato) que apos a
administragao de lipossomas conjugados com antibiético, este nao é libertado de imediato,
havendo uma libertagao gradual. Adicionalmente, a libertagao de fairmaco é mediada por
ramnolipidos (classe de glicolipidos produzidos por P. aeruginosa, reconhecidos como fatores
de viruléncia produzidos por esta bactéria). Em pulmoes infetados, conclui-se que a

amicacina conjugada com lipossomas é mais eficaz no tratamento do que esta sozinha.

- ESTUDO 2.2: Estudos de fase Il foram realizados por CLANCY et al. (2013) com

o objetivo de determinar a seguranca e eficacia de Arikace™":

ENSAIO CLINICO DE FASE Il = ARIKACE

Método |05 doentes foram sujeitos a um ensaio duplamente-cego com

Arikace ou com placebo.

Doentes Necessario diagnéstico de CF com infecao cronica por P.

aeruginosa, sem conhecida alergia a amicacina.

Estudo Foram administrados 560 mg diariamente durante seis ciclos de 28

dias, com intervalo de 56 dias entre cada um deles.

Seguranca: formulagao bem tolerada durante os seis ciclos de

tratamento; sem observagao de efeitos adversos inesperados.
Resultados

Eficacia: diminuicao da densidade do biofilmes apds os seis ciclos;

fungao pulmonar melhorada.
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b. NANOPARTICULAS POLIMERICAS — A utilizagido deste tipo de nanoparticulas como
transportadores de farmacos apresenta vantagens como estabilidade estrutural em fluidos

biologicos (HUH e KWON, 201 1) e baixo risco de toxicidade, uma vez que sao facilmente

excretadas pelo organismo (YOKOYAMA, 2014).

b.l. ESTUDOS
EsTUDO | = QUITOSANO:
TIN et al. (2009) realizou um estudo associando um antibidtico ao polimero quitosano.
Os resultados obtidos comprovaram que a formulagao de NPs com antibidtico e
revestimento com quitosano permite que uma menor concentragao de ambos os
constituintes seja necessaria, melhorando, no entanto, a atividade do farmaco contra estirpes
resistentes, como P. aeruginosa. Conclui-se que esta associagao podera ser uma alternativa
promissora nas situagoes em que a terapéutica existente deixa de apresentar resultados
positivos. Estudos futuros in vivo sao necessarios com outras classes de antibioticos de modo

a validar os resultados obtidos in vitro.

EsTuDO 2:

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um dos maiores responsaveis por
infe¢oes adquiridas em meio hospitalar, sendo Staphylococcus aureus resistente devido a
produgao de enzimas (B-lactamases) que hidrolisam o farmaco (TUROS et al., 2007).

Deste modo, foi realizado um estudo por TUROS et al. (2007) em que se procedeu a
sintese de nanoparticulas poliméricas de poliacrilato (PAA) conjugadas com
penicilina, com objetivo de confirmar a capacidade destas de proteger o farmaco da agao das
B-lactamases.

O estudo realizado in vitro consistiu na comparagao da atividade antimicrobiana das
nanoparticulas sintetizadas com a atividade da penicilina G livre, sobre MSSA E MRSA. Para
proceder a esta comparagao foram realizadas duas experiéncias: uma com a adigao de B-
lactamases e outra sem enzimas degradadoras. Na experiéncia sem a adi¢do de enzimas
verificou-se que a penicilina G possuia uma maior atividade contra MSSA do que NPs
associadas ao farmaco. No entanto, aquando da adi¢ao de B-lactamases, o antibiotico livre
perdeu a sua agao enquanto as nanoparticulas permaneceram com atividade antimicrobiana.
Assim, pode se concluir que as nanoparticulas apresentam capacidade de proteger os
antibiéticos de um dos mecanismos de resisténcia que as bactérias possuem. Futuros
estudos devem ser realizados de forma a entender a farmacodinimica destas NPs em

modelos in vivo.
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3.3. FARMACOCINETICA

A farmacocinética das NPs depende de varios aspetos, como as suas propriedades fisico-
quimicas, a presenca de ligandos a sua superficie e vias de administragao (ZAZO, COLINO e
LANAO, 2016). Assim esta pode ser melhorada tendo em conta as caracteristicas a seguir

descritas:

3.3.1. VIA DE ADMINISTRACAO:

Os antibioticos sao, geralmente, administrados por via oral ou via intravenosa,
resultando por vezes em efeitos secundarios indesejados devido a uma distribuicao
inespecifica nos tecidos e 6rgaos. Deste modo, a administragao de antibioticos é ideal se for
localmente, como por exemplo por via inalatéria em infe¢oes pulmonares (HUH e KWON,

2011).

3.3.2. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS:

a. O tamanho das NPs é um fator importante porque quanto menor o tamanho, maior
a capacidade de atravessar tecidos, e poros de mucosas ou membranas, alcangando o meio
intracelular mais facilmente. Assim, existe uma maior eficiéncia de entrega do farmaco,
diminuindo a MIC, e do seu efeito antimicrobiano (ZAZO, COLINO e LANAO, 2016). No
entanto, estudos toxicologicos demonstraram que dimensdes menores que |00 nm
contribuem para a toxicidade intrinseca das NPs (GATOO et al.,, 2014).

b. A carga da superficie das nanoparticulas é um fator importante para que a atividade
antimicrobiana seja direcionada para o local da infecao (SHIMANOVICH e GEDANKEN,
2016), isto porque, influencia a interagao entre a NP e a membrana celular da bactéria, por
interacoes eletrostaticas. Sabe-se que, devido a composicio da membrana celular das
bactérias, a carga destas é negativa, pelo que o uso de nanoparticulas catidnicas permitira
que a sua atividade seja otimizada. Uma estratégia sera a utilizagdo de polimeros cationicos
(por exemplo PLGA ou Quitosano) (RADOVIC-MORENO et al., 2012).

c. A ligacao de ligandos a superficie da NP aumenta o reconhecimento destas por parte
das células. Estas moléculas sio escolhidas dependendo da sua estabilidade e seletividade
para as células alvo. Neste caso, sendo o alvo células infetadas, o ligando deve ser escolhido
de acordo com a possibilidade de interagoes especificas com biomoléculas presentes na
superficie da bactéria (ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).

Exemplo: S. aureus e E. coli secretam uma enzima, hialuronidase, que na presenga de

acido hialurénico, clivam-no. Assim, uma formulagio de NP e antibiético com acido

13
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hialuronico a superficie, assegura que o farmaco seja libertado apenas na presenca de

bactérias (HERRMANN, 2015).

Em conclusao, as NPs otimizam as caracteristicas fisico-quimicas permitindo o seu uso a
nivel clinico e a sua administragao através de vias mais confortaveis (ZAZO, COLINO e

LANAO, 2016).

3.4. APLICACOES

3.4.1. DISPOSITIVOS MEDICOS COM NANOPARTICULAS

Micro-organismos como S. aureus, Enterecoccus faecalis, E. coli, P. aeruginosa ou Klebsiella
pneumoniae crescem na superficie de dispositivos médicos, tais como, cateteres,
instrumentos ortopédicos e dentarios, e ainda em materiais para curativos (ZAZO,
COLINO e LANAO, 2016), o que contribui para um maior risco de infegoes. Assim,
comprovou-se que a formulagao de dispositivos médicos com nanoparticulas ajuda a
prevenir o crescimento de micro-organismos na superficie destes equipamentos. (POLLINI
et al, 2011). Varios tipos de NPs podem ser usados para este fim, no entanto, os mais
usados sao AgNPs. A capacidade da prata para reduzir o processo inflamatorio e facilitar a
cicatrizagao resultou num aumento do seu uso a nivel clinico (FINLEY et al., 2015).

Alguns dos produtos que se encontram disponiveis sao:

e Acticoat™
e Aquacel®
e PolyMem Silver®

e SilvaSorb™ (ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).

A odontologia e a ortopedia sao dois campos da medicina em que ocorrem mais
complicagoes associadas a ocorréncia de infe¢oes (ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).

ODONTOLOGIA — AgNPs incorporados em nanotubos de titanio para implantes de Ti,
exerceram efeito antibacteriano contra S. aureus, durante os primeiros dias. A sua
capacidade de prevenir a adesio bacteriana inicialmente, é considerada suficiente para
prevenir infe¢oes pés-operatorias (ZHAO et al., 201 1).

Apesar de ter sido comprovada a biocompatibilidade entre AgNPs e células de
mamiferos, sugerindo que a aplicagao em material odontologico nao representa risco para a

salde humana, mais estudos serao necessarios para determinar a concentragao de prata que
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exerce o seu efeito antimicrobiano mas nio citotoxico (CORREA et al,, 2015) (ver secdo

3.5.1.).

ORTOPEDIA - O acgo inoxidavel € um material normalmente utilizado em implantes
ortopédicos. No entanto, o facto de poder ocorrer infegoes associadas ao implante
ortopédico, contribui para a necessidade de desenvolver um implante em que este risco
diminua. Assim, pelas caracteristicas ja descritas da prata, foi fabricado um implante
suportado com AgNPs. Verificou-se uma inibicao da adesao bacteriana e consequentemente,

inibicao da formagao de biofilmes, in vitro, e uma diminui¢ao da infecao associada ao implante

in vivo (QIN et al., 2015).

3.5. CITOTOXICIDADE

A biocompatibilidade das nanoparticulas usadas como agentes antimicrobianos deve ser
explorada uma vez que estas, ao adquirirem aplicagoes biomédicas, poderao causar efeitos
positivos ou negativos ao organismo humano.

A caracterizagao das NPs como tamanho, carga, estrutura superficial, é, deste modo,
importante de modo a entender quais os fatores em ter em conta, aquando da formulagao

destas, para que a toxicidade seja a menor possivel (BEYTH et al,, 2015).

3.5.1. CITOTOXICIDADE DA PRATA

O facto de as AgNPs poderem, em certas concentragoes, provocar problemas de saude,
estudos direcionados para a seguranga destas nanoparticulas sao extremamente necessarios
(GE et al., 2014).

Para uma melhor compreensao da citotoxicidade produzida por AgNPs, foram
realizados estudos in vitro e in vivo:

a. IN - VITRO: estudos em varias linhagens de células humanas e/ou de outros mamiferos
obtiveram como resultado, a ocorréncia de citotoxicidade.

Sugere-se como mecanismos, tal como referido na segao Interesse Terapéutico das
nanoparticulas — 3.1) Como atuam as nanoparticulas e 3.2) Nanoparticulas — Agentes Terapéuticos,
que as nanoparticulas ionizadas ativam os canais i6nicos alterando a permeabilidade da célula,
interagao com a mitocondria, e producao de ROS (GE et al., 2014).

Um estudo in vitro realizado por AVALOS et al. (2016) avaliou o tamanho das NPs
como um fator de toxicidade. Duas nanoparticulas AgNPs de tamanhos diferentes (4,7 e 42

nm) foram administradas a duas culturas com fibroblastos humanos. Posteriormente foram
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observados a viabilidade celular e parametros de stress oxidativo. Verificou-se que as
nanoparticulas de menor tamanho apresentam maior toxidade do que as de 42 nm. Pode-se
concluir que que o tamanho contribui para a toxicidade.

b. IN - vivo: Apesar de varios estudos terem sido realizados, ainda nao existe um
consenso sobre a toxicidade de AgNPs em humanos. A maior parte da investigagao da
citotoxicidade das nanoparticulas baseia-se em estudos in vitro e com uma duragao a curto

prazo (GE et al,, 2014).

3.5.2. ESTRATEGIA PARA DIMINUICAO DA TOXICIDADE POR
AGNPs

De forma a contornar a citoxicidade inerente as AgNPs nas células de mamiferos, foram
formuladas NPs conjugadas com Quitosano. Este € um polimero que nao apresenta efeitos
toxicos em células de mamiferos, mas que consegue afetar a membrana da célula eucariotica
(HE et al., 2015).

Um estudo realizado por HE et al. (2015) em E. Coli e S. aureus, com NPs de prata
imobilizadas em quitosano (CTS-Ag NPs) demonstrou que as NPs formuladas apresentavam
uma maior eficacia antimicrobiana do que apenas AgNPs. A agao sinergética do quitosano,
pela destabilizagao da membrana por contacto, e de AgNP pela libertagao de ides de prata
contribui para uma atividade antimicrobiana mais eficaz. Por outro lado, o quitosano
estabiliza AgNPs, impedindo que estes agreguem, potenciando a sua agao bactericida e
permite uma libertagao controlada de ides de prata contribuindo para uma atividade
antimicrobiana a longo prazo. Este estudo permitiu concluir que no geral CTS-AgNPs
consegue inibir a crescimento bacteriano, enquanto, que apresenta fraca toxicidade em
células de mamiferos.

Em suma, para que o problema da toxicidade das nanoparticulas, nas células saudaveis,
seja ultrapassado, devem ser pesquisadas novas formulagoes de NPs que estejam aptas a
responder a estimulos aquando na presenca de células infetadas (XIE et al., 2014).

A aplicagao da toxicogendmica podera, ainda, contribuir para a compreensao dos
mecanismos moleculares pelos quais as NPs causam toxicidade (POMA e GIORGIO, Di,

2008).
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3.6. CONTROLO DE QUALIDADE - A ESTABILIDADE DAS

NANOPARTICULAS

Um dos fatores mais importantes para estudos pré-clinicos é a estabilidade das
nanoparticulas e este parametro deve ser considerado, principalmente, aquando do seu
armazenamento (ZHAO e JIANG, 2013). Uma forma a ultrapassar este obstaculo, passa pela
introducao de estabilizadores (ZHAO e JIANG, 201 3).

A maior parte dos estudos realiza-se utilizando nanoparticulas recentemente

sintetizadas em meio puro, o que nao é suficiente para determinar a sua aplicabilidade.

4. ENSAIOS CLiINICOS E DIFICULDADES NA INTRODUCAO NO MERCADO

Atualmente existem poucos sistemas de nanoparticulas comercializados. Uma das
razoes deve-se a dificuldade de transpor do laboratério para o mercado. Os estudos pré-
clinicos devem considerar a eficacia terapéutica, seguidos pela seguran¢a da utilizagao das
NPs, considerando tanto a concentragao do material utilizado bem como do farmaco que
atinge o tecido (ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).

Outra explicagao pode passar pela maior parte das pesquisas serem realizadas por
académicos com programas de nanotecnologia financiados pelo governo. No entanto sem a
ajuda da industria para desenvolver ensaios clinicos, e sem regulagao nacional e internacional,
o sucesso da nanomedicina pode estar comprometido. Isto explica o facto de existirem
inlmeros artigos de pesquisa, mas apenas alguns ensaios clinicos (ZAZO, COLINO e
LANAO, 2016). Um dos exemplos, j& referido anteriormente, é Arikace™ na fibrose
cistica.

De fato, a baixa rentabilidade de novas nanoterapias alternativas, a desconfianga por
parte do consumidor, potenciais riscos de utilizacao e regulamentagao inadequada sao
fendmenos que explicam a falta de sistemas nanotecnologicos no mercado (ANDRADE et
al,, 2013).

Atualmente o custo dos sistemas nanotecnoldgicos existentes ¢é elevado,
comparativamente aos tratamentos por antibioticos. No entanto, a futura utilizagao de
nanoparticulas melhorara a qualidade de vida da populagao (ZAZO, COLINO e LANAO,
2016).
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5. CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos demora, normalmente, alguns
anos até atingir ensaios clinicos de modo a alcangar a aplicagao pratica (HUSSEIN-AL-ALI et
al, 2014). No entanto, a nanotecnologia é uma darea que permite resolver alguns dos
problemas que tém surgido nos ultimos anos na medicina, nomeadamente melhorar e
devolver a atividade antimicrobiana de antibioticos ja conhecidos que tenham sido afetados
pelo aparecimento de resisténcias. A combinagiao de diversas estratégias simultaneas para o
combate as resisténcias bacterianas tem-se revelado uma tentativa promissora de reduzir a
quantidade de antibidtico administrado, diminuindo a probabilidade do desenvolvimento de
resisténcias (FRANCI et al., 2015).

Contudo, sao necessarios, ainda, futuros estudos direcionados para a entrega de
farmacos, seguranca e possivel toxicidade relacionados com as nanoparticulas (HUSSEIN-AL-
ALl et al,, 2014).

Por um lado, nanoparticulas de origem metdlica podem vir a ser uma grande vantagem
na area da saude, no entanto, estudos sobre a sua toxicidade ainda se encontram em fases
precoces. Assim que este parametro seja resolvido, espera-se que estas nanoparticulas
possam ajudar no avango da medicina (LOOMBA e SCARABELLI, 2013).

Por outro lado, as nanoparticulas organicas com as suas caracteristicas biodegradaveis e
biocompatibilidade elevada continuarao a ser potenciais agentes transportadores de
antibioticos em meio intracelular.

Em conclusao, futuros estudos devem compreender questoes como verificar a eficacia
da entrega de antibidticos por nanoparticulas in vivo; investigar métodos de modo a melhorar
as formulagoes das nanoparticulas; explorar o potencial da inibicao do crescimento de
estirpes resistentes e ainda, explorar a consequéncias de uma exposi¢ao a longo prazo de
antibiéticos, bem como os seus efeitos citotoxicos (SHIMANOVICH e GEDANKEN, 2016).

Apesar dos progressos da Nanotecnologia para o desenvolvimento de nanoparticulas
como agentes antimicrobianos, € necessario uma multidisciplinariedade entre engenheiros
nanotecnologicos e microbidlogos (ZHANG et al., 2010), uma colaboragao entre a academia
e industrias farmacéuticas de modo a obter com sucesso nanoantibiéticos, que poderao,
futuramente, resolver infecoes graves por micro-organismos (KALHAPURE et al, 2015).
Com uma equipa multidisciplinar sera mais facil descobrir os fatores necessarios para uso
clinico, como a seguranga, capacidade de transporte, alvo especifico e biodistribuigao

(ZAZO, COLINO e LANAO, 2016).
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