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RESUMO

OBJETIVO: Verificar o mecanismo de resisténcia em S. aureus com o uso de nanoparticulas de quitosana com gentamicina.
MATERIAIS E METODOS: Nanoparticulas foram sintetizadas por gelificagdo idnica, resultando em nanoparticulas de
quitosana pura (NPQT) e associadas a gentamicina (NPQT-GEN). Os tamanhos das particulas foram determinados por DLS.
0 rendimento das nanoparticulas foi avaliado e caracterizado por FTIR. A atividade antibacteriana foi testada pela
concentragao inibitéria minima (CIM). RESULTADOS E DISCUSSAO: Os tamanhos das NPQT (2,0 mg/mL) e NPQT-GEN (0,5
mg/mL) foram 197,7 + 1,24 nm e 406,6 + 10,9 nm, respectivamente, com indices de polidispersividade entre 0,27 e 0,31. As
solugoes mostraram estabilidade garantida apés armazenamento. A FTIR confirmou a formagao das nanoparticulas pela
colocagdo das bandas em 1660 e 1580 cm™ da quitosana para 1640 e 1530 cm™. Em NPQT-GEN, houve aumento de
intensidade nas bandas de NH e CO. CONCLUSAGQ: Portanto, o presente estudo mostrou que as concentragdes de 2,0 mg/ml
e 0,5mg/mL foram melhores, respectivamente. Assim apresentando resultados promissores frente as linhagens bacterianas.
PALAVRAS-CHAVE: Antibidtico. Nanotecnologia. Quitosana.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To verify the resistance mechanism in S. aureus using chitosan nanoparticles with gentamicin. MATERIALS AND
METHODS: Nanoparticles were synthesized by ionic gelation, resulting in pure chitosan nanoparticles (NPQT) and
nanoparticles associated with gentamicin (NPQT-GEN). Particle sizes were determined by DLS. Nanoparticle yield was
evaluated and characterized by FTIR. Antibacterial activity was tested by minimum inhibitory concentration (MIC). RESULTS
AND DISCUSSION: The sizes of NPQT (2.0 mg/mL) and NPQT-GEN (0.5 mg/mL) were 197.7 £ 1.24 nm and 406.6 + 10.9 nm,
respectively, with polydispersity indices between 0.27 and 0.31. Safe solutions are guaranteed after storage. FTIR confirmed
the formation of nanoparticles by shifting the bands at 1660 and 1580 cm™ from chitosan to 1640 and 1530 cm™. In NPQT-
GEN, there was an increase in intensity in the NH and CO bands. CONCLUSION: Therefore, the present study showed that
concentrations of 2.0 mg/ml and 0.5 mg/mL were better, respectively. Thus, presenting promising results against bacterial
strains.

KEYWORDS: Antibiotic. Nanotechnology. Chitosan.

RESUMEN

OBJETIVO: Verificar el mecanismo de resistencia en S. aureus utilizando nanoparticulas de quitosano con gentamicina.
MATERIALES Y METODOS: Las nanoparticulas se sintetizaron mediante gelificacion iénica, dando como resultado
nanoparticulas de quitosano puro (NPQT) y nanoparticulas asociadas a gentamicina (NPQT-GEN). Los tamafios de particulas
se determinaron mediante DLS. El rendimiento de nanoparticulas se evalud y caracterizd6 mediante FTIR. La actividad
antibacteriana se probé mediante concentracion inhibitoria minima (CIM). RESULTADOS Y DISCUSION: Los tamafios de NPQT
(2,0 mg/mL) y NPQT-GEN (0,5 mg/mL) fueron 197,7 + 1,24 nm y 406,6 + 10,9 nm, respectivamente, con indices de
polidispersidad entre 0,27 y 0,31. Se garantiza que las soluciones son seguras después del almacenamiento. La FTIR
confirmé la formacion de nanoparticulas desplazando las bandas a 1660 y 1580 cm™' del quitosano a 1640y 1530 cm™. En
NPQT-GEN, hubo un aumento de intensidad en las bandas de NH y CO. CONCLUSION: Por lo tanto, el presente estudio mostré
que las concentraciones de 2,0 mg/mL y 0,5 mg/mL fueron mejores, respectivamente. Presentando asi resultados
prometedores frente a cepas bacterianas.

PALABRAS CLAVE: Antibiético. Nanotecnologia. Quitosano.
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1 INTRODUGAO

Staphylococcus aureus é um patégeno responsavel por diversos tipos de infecgoes, sejam elas de baixa gravidade
ou potencialmente fatais, como endocardite, bacteremia, pneumonia e osteomielite cronica (WANG & SUN, 2021). 0 S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) é uma bactéria gram-positiva, que pode levar a uma dependéncia de antibidticos de
Ultimo recurso, como a ceftarolina, daptomicina, tigeciclina e ceftazidima-avibactam. 0 MRSA é responsavel por 37% das
sepses por S. aureus com altas taxas de mortalidade (PFALLER et a/, 2020; PAYNE et a/, 2021).

Dentre as possiveis falhas no tratamento das infecgoes, a resisténcia bacteriana aos antibioticos é uma das maiores
preocupagdes para a salde global. As bactérias podem expressar resisténcia intrinseca, adquirida ou adaptativa. A
resisténcia intrinseca é definida como a resisténcia exibida devido as propriedades inerentes da bactéria (LI ef a/, 2023;
SHREE et al, 2023).

Devido aos mecanismos de defesa das bactérias multirresistentes, como a inativagao enzimatica, alteragoes do
sitio de ligagao, alteragdes no sistema de transporte e bomba de fluxo, os tratamentos tornam-se menos eficazes, pois nao
conseguem agir nesses mecanismos (ALFARO-VIQUEZ et a/, 2020). Um relatério de 2017 do Sistema de Vigilancia
Antimicrobiana Global da Organiza¢ao Mundial de Satide (OMS) destacou a resisténcia aos antibiéticos como um desafio
mundial. O tratamento para infecgoes bacterianas possui custo elevado, tendo em vista a dificuldade e complexidade de
reduzir esses microrganismos resisténcias a multiplas drogas, tendo um gasto estimado de US $20 bilhdes anualmente
(VIEIRA, 2018).

Dessa forma, uma das abordagens utilizadas para otimizar a eficacia terapéutica e reduzir o mecanismo de
resisténcia bacteriana é o uso da nanotecnologia no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas (NPs), lipossomas ou
dendrimeros carregados com compostos antimicrobianos como exemplo a gentamicina, podendo melhorar o efeito
terapéutico desses compostos (ALFARO-VIQUEZ et a/, 2020; MODI et a/,, 2023).

Nanoparticulas sao particulas organicas, inorganicas ou hibridas que possuem escalas nanométricas, 100 nm ou
menos, sendo comparadas ao tamanho de biomoléculas e estruturas bacterianas intracelulares. As propriedades exclusivas
dos sistemas de nanoparticulas revolucionaram muitas tecnologias e industrias, incluindo a medicina. Assim, as
nanoparticulas podem ser projetadas como novas modalidades terapéuticas (MITCHELL et a/, 2021; LOPES, 2019).

Entre os polimeros naturais a quitosana se destaca por ser um polissacarideo alcalino natural renovavel que nao
apresenta toxicidade nem efeitos colaterais, além de apresentar boas propriedades de hidratagao e adsorgao. Atualmente,
os derivados de quitosana podem ser usados como veiculos de entrega direcionados para medicamentos, bem como
adjuvantes e transportadores de entrega para vacinas. Portanto, derivados de quitosana e suas nanoparticulas podem ser
amplamente utilizados e expandidos (WANG et a/, 2020; BADAWY et al, 2021).

Além disso, dentre os antibidticos que podem ser associados as nanoparticulas para o tratamento de infecgoes
bacterianas temos a gentamicina que é um aminoglicosideo utilizado no tratamento de infecgdes por bactérias gram-
positivas como S. aureus. Um dos maiores problemas dessa classe de antibidticos esta associado ao seu processo de
excregao que ocorre através de filtragao glomerular sem metabolizagao prévia, o que gera nefrotoxicidade ocasionada pelo
acuimulo do farmaco no cértex renal (SIMPSON et a/, 2024; GAMAAN; ZAKY; AHMED, 2023). Desse modo, o presente estudo
visou avaliar a influéncia do uso de nanoparticulas de quitosana com gentamicina sobre o mecanismo de resisténcia em S.
aureus.

2 MATERIAIS E METODOS
Caracteriza¢do da NPs de quitosana e NPs com gentamicina (NPQT e NPQT/GEN)

A distribuigao do tamanho das nanoparticulas foi determinada pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS
- Dinamic Light Scattering) utilizando o equipamento Zetasizer Nanoseries (MALVERN) em parceria com o NUESC (Ndcleo
de Estudos em Sistemas Coloidais) da Universidade Tiradentes/SE.

Para a medida do tamanho (nm) e do Pdl (distribuigao do tamanho) das NPs, as mesmas foram ressuspendidas em
agua ultra-pura (3 gotas de solugao por mL de agua). As leituras foram realizadas em cubeta de vidro com 3 repeti¢oes em
intervalos de tempo de 1 minuto. O espelhamento de luz foi detectado em um angulo de 90° e temperatura de 25 °C. Para a
analise dos dados, foi considerada a viscosidade de 4gua como de 0,8872 cP e indice de refragao da quitosana igual a 1,33.

Espectroscopia Vibracional na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os componentes quimicos da gentamicina, da quitosana e das nanoparticulas (NPQT e NPQT/GEN) foram
determinados utilizando as vibragdes dos grupos funcionais obtidos por espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (Shimadzu IRAffinity-1, Columbia, MA), com resolugédo de 4 cm™'. A medicdo dos espectros de absorgio das
amostras foi realizada na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™).

Microrganismos

Os microrganismos utilizados na determinagdo do mecanismo de agao e da resisténcia bacteriana foram cedidos
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide (INCQS) da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As linhagens
utilizadas foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923 INCQS 00015 (sensivel a meticilina) e a Staphylococcus aureus ATCC
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43300 INCQS 00577 (resistente a meticilina). Os microrganismos foram ressuspendidos para cultivo em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e sua manutengao foi feita em Agar Mueller Hinton (AMH), 24 h, 37 °C.

Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das NPQT e NPQT/GEN

A CIM foi determinada por meio da técnica de microdiluigdo com base na metodologia descrita por PATEL et al
(2019) com adaptagdes. Para realizagao da técnica, foram utilizadas placas de microdiluigao de 96 pogos com fundo chato.
Inicialmente, uma suspensao de cada indculo bacteriano foi preparado equivalente a 0,5 da escala de McFarland e rediluido
em 1:10 (v/v) para obter a concentragdo de 10* UFC/mL. Em seguida, foram distribuidos 100 pL de BHI em todos os pogos
da placa. A avaliagao antimicrobiana das NPs (sob a células planctonicas) foi determinada pela retirada de uma aliquota de
100 pL da solugao de NPQT (10 mg/mL) adicionada ao primeiro pogo da coluna 1, 2 e 3 da linha A e 100 pL da solugéo de
NPQT/GEN (10 mg/mL) foi adicionada ao primeiro pogo da coluna 4, 5 e 6 da linha A, a partir do primeiro pogo foi realizado
a diluigao seriada para os pogos sucessores até a linha H.

Paralelamente, foi realizado o controle de viabilidade das linhagens bacterianas. O CP (Controle Positivo) foi
determinado na coluna 9 e ao seu primeiro pogo da linha A foi adicionado 100 pL do antimicrobiano: gentamicina
(Hydrofarma) a uma concentragao de 10 mg/mL. A analise do CN (Controle Negativo) foi verificada na coluna 10 adicionando
100 pL de agua ultrapura como solvente no primeiro pogo da linha A para verificar se ha a¢do antimicrobiana do solvente.
Como CC (Controle de Crescimento) foi utilizado o meio de crescimento acrescido do inéculo bacteriano para comprovar a
viahilidade bacteriana e o CE (Controle de Esterilidade) foi verificado apenas pelo meio de crescimento para comprovar a
esterilidade do meio. Por fim, foi adicionado a todos os pogos 10 pL do inéculo bacteriano.

Todo o ensaio antimicrobiano foi realizado em triplicata. Apds o preenchimento das placas, as amostras foram
incubadas em estufa microbioldgica a 35 °C por 24 horas. A revelacao da CIM foi constatada por meio do corante TTC
(Cloreto de Trifenil Tetrazdlio), a partir da adicdo de 20 pL de solugdo do corante em todos os pogos da placa de
microdiluicao. Em sequida, as placas foram, novamente, incubadas a 37 °C por 2 horas. Ap6s, o processo de incubagao foi
verificado a mudanga de coloragao, os pogos que apresentaram coloragdo vermelha mostraram a viabilidade bacteriana.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracteriza¢do da NPs de quitosana e NPs com gentamicina (NPQT e NPQT/GEN)

As NPs foram formadas a partir da interagao da solugdao de TTP com a solugdo de quitosana, pela técnica de
gelificagao idnica, que tem como principio promover a ligagao das moléculas de quitosana carregadas positivamente com o
agente reticulante chamado de tripolifosfato de sddio (TPP) (FIGURA 1) carregado negativamente, este tem sido muito
utilizado pois néo é téxico, tem rapida capacidade de geleificagao e interage eletrostaticamente com a quitosana cationica
(ALQAHTANI et a/, 2019). Através desse processo as ligagoes estaveis entre segmentos de cadeias polipeptidicas dentro da
molécula formam uma estrutura em rede tridimensional, normalmente mais rigida que o material nao reticulado (COSTA et
al, 2015).

A partir disso, o TPP dissolvido em agua resulta em ions OH-, P301% e HP3010*. Em solugdes com pH basico, P3010>
e HP3010* podem interagir ironicamente com grupos amino protonados (NHs*) da quitosana através da reticulagao ionica.
Assim, o pH com valores abaixo de 6,0 resulta apenas em ions P3010%, e as particulas podem ser formadas somente por
reticulagao ionica, ocorrendo um entrelagamento cruzado possibilitando uma aproximagao entre duas moléculas de
quitosana (COSTA et a/, 2015).
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Figura 1. Representacao da interagao entre quitosana e TPP, resultando em nanoparticulas.

C”vON T‘
M)’m |\/\/]\ s fw]

CcH
- 2 cHigH g
HO o
NHy o e ho o
'o\ NH,*
.
“©0—p==0 \
4 0—p==0
o /
\ o
0—P==0 \
/ 0—pP==0
0 /
o
0—P=0
/ 0—P==0
-0
' "HoN ‘n:
o A
o oion \ © o CHOM

Adaptado de Coelho et a/ (2010).

A Tabela 1 apresenta a média e o desvio-padrao do tamanho médio e o indice de polidispersividade das NPs
sintetizadas para as diferentes concentragdes de solu¢ao TTP em relagao a concentragao de QT, a fim de verificar a melhor
concentragao e, se o tripolifosfato de sddio interfere no tamanho das NPs.

Tabela 1. Tamanho médio das NPs e indice de polidisperividade para as diferentes concentragtes de solugao TTP em
relagao a solugao de quitosana ap6s analise pelo DLS.

Solucao de TTP DHM (nm) PDI
NPQT/GEN
0,5 mg/MI 406,6 £ 10,9 0,27+ 0,03
1,0 mg/MI 385,7+133 0,31 0,02
1,5 mg/mL 6285,3 + 1020 0,49+0,22
2,0 mg/MI 3903,3+201,6 0,83+0,23
NPQT
0,5 mg/mL 311,3+3,78 0,44 10,01
1,0 mg/mL 31581213 0,42 +£0,03
1,5 mg/mL 205,51 1,50 0,41+0,00
2,0 mg/mL 197,7+1,24 0,31+0,00

Fonte: Autoria propria (2024).

De acordo, com a tabela apresentada é possivel observar que a concentragdao de 2,0 mg/mL de TTP de
nanoparticulas de quitosana pura foi a que formou as NPs com menor tamanho médio e menor indice de polidispersao. Em
relagdo ao DHM das NPQT, igual a 197,7 1,24 nm, os resultados mostram tamanhos menores quando comparado ao estudo
realizado por COSTA et al., (2017) com tamanho de 244 + 12 nm.

Também é possivel verificar que o aumento da concentragao de TTP interfere no tamanho das nanoparticulas
obtidas e consequentemente, influencia na uniformidade delas. Esta relagdo ocorre através da ligagao do grupamento amina
livre da quitosana com o grupamento fosfato do TTP, ou seja, quanto maior a concentragao de fosfato disponivel no meio,
mais interagdes intramoleculares dos grupamentos, assim diminuindo o tamanho das nanoparticulas (COSTA, 2015). Em
geral, as NPs variam entre 20 e 200 nm ou 550 e 900 nm, isso varia dependendo da aplicagdo (RASHKI et a/, 2021).

Entretanto, em relagao as NPQT/GEN, é possivel observar que a concentragdo com menor tamanho de NPQT/GEN
(1,0 mg/mL) apresentou diferenga significativa com a solugdo de NPQT, ou seja, a adigao do farmaco ao polimero influenciou
o tamanho e a dispersividade das NPs produzidas. Porém, a concentragao selecionada foi de NPQT/GEN (0,5 mg/mL) para
seguir as proximas analises, pois 0 DHM dessa concentragdo 406,6 £10,9 mesmo apresentando tamanho diferente quando
comparado ao estudo realizado por Jl et al (2011) que obteve nanoparticulas de quitosana associada a gentamicina de 150.8
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+16.9 nm a 343.3 + 12.4 nm, foi observado na Tabela 1 que essa concentragao (0,5 mg/mL) de NPQT/GEN teve o melhor e
o menor indice de polidispersao.

Masarudin et al. (2015) afirmam que o PDI é um valor usado para indicar a uniformidade de distribuigdo das
nanoparticulas, e seu valor varia de 0 a 1. Valores baixos de PDI indicam distribuigdo homogénea do tamanho das particulas
e uniformidade do diametro (MOHAMMADI; HASHEMI; HOSSEINI, 2015). Com relagdo, ao PDI a amostra de NPQT na
concentragao de 2,0 mg/mL de TTP apresentou indice com valor 0,3. Segundo, ZHANG, KOSARAJU (2007) e Casara (2019)
relatam em seus estudos, que dispersdoes com PDI abaixo de 0,3 indicam alta homogeneidade e monodispersividade no
tamanho das particulas presentes no meio. Fato este, que corrobora com os valores apresentados neste estudo.

Hashad et al. 2016 mostraram um PDI de 0,206-0,511 para NPs de quitosana em respostas as distintas condigdes
usadas nas formulagoes. Dessa forma, a analise dos valores de PDI das suspensoes de nanoparticulas sintetizadas neste
estudo indica que elas foram monodispersas. No estudo de Castro (2017) observaram que as NPQT/GEN apresentaram
polidispersividade alta do que as NPQT sem a presenga do antibiético por a concentragao ser maior (0,75 mg/mL), indicando
que o antibiético usado altera a distribuigao dos diametros das particulas em dispersao. Em contrapartida, o resultado do
projeto apresentado na Tabela 1 mostrou que houve uma monodispersividade (PDI: 0,27) no tamanho das particulas
presentes no meio, com a concentragao de 0,5 mg/mL, assim melhorando o trabalho desses autores utilizando a mesma
concentragao.

Assim, as amostras com concentragao de TTP de NPQT e NPQT/GEN, respectivamente 2,0 mg/mL e 0,5 mg/mL se
apresentaram como duas condigdes promissoras para continuidade das analises e aplicabilidade para os ensaios
microbioldgicos.

Espectroscopia Vibracional na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectrofotometria por infravermelho das amostras quitosana (QT), NPQT, GEN e NPQT/GEN apresentaram a
sobreposi¢ao das bandas espectros semelhantes com as bandas especificas, como mostrado na Figura 9. No espectro de
quitosana pura se pode observar a presenca de bandas intensas e alongadas em 3000 — 3500 cm' correspondentes ao
estiramento axial das hidroxilas advindas da estrutura molecular da quitosana. No espectro das nanoparticulas de quitosana
pode se notar que a banda referente ao estiramento OH é mais intensa, sugerindo um aumento na quantidade de hidroxilas
no material, provavelmente advindas dos demais componentes utilizados para a sintese das nanoparticulas, como a agua
ou acido acético (YAN et al., 2019).

Adicionalmente, na gentamicina também é possivel observar bandas referentes ao estiramento OH, uma vez que a
molécula de sulfato de gentamicina utilizada possui diversas hidroxilas em sua estrutura. A banda em 2875 cm™' é
correspondente a deformacao axial C-H presente na estrutura da quitosana. A banda atribuida a esse estiramento pode ser
verificada nos espectros de QT, nanoparticulas de quitosana (NPQT) e nanoparticulas de quitosana contendo gentamicina
(NPQT/GEN). A formagao das nanoparticulas pode ser confirmada pelo deslocamento das bandas presentes em 1660 e 1580
cm-1 da quitosana para 1640 e 1530 cm-1 nos espectros atribuidos as nanoparticulas, representando os grupos CO-NH2 e
NH2, respectivamente. Esse deslocamento nos picos e a mudancga de intensidade também pdde ser verificado em outros
trabalhos que sintetizaram nanoparticulas de quitosana, os quais sugerem que ocorreram ligagdes entre estes grupos com
o fosfato da molécula de TPP, responsavel pela formagao das nanoparticulas. Com relagdo a formagao das NPs associadas
a GEN, verifica-se um aumento de intensidade as NPQT/GEN quando comparadas com a intensidade caracteristicas do
farmaco. A ligagdo do grupamento N-H (1559 cm-1) e C-0 (1637 cm-1) sdo mais intensas nos espectros de NPQT/GEN,
sugerindo bandas caracteristicas de absor¢ao de gentamicina ao polimero, como mostra na Figura 2 (LIU ef a/, 2017).
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Figura 2. Resultado espectros de infravermelho das amostras de QT, NPQT, GEN e NPQT-GEN.
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Determinagao da Concentragao Inibitdria Minima (CIM) das NPQT e NPQT/GEN

Os resultados obtidos para CIM demonstraram que as amostras bacterianas apresentaram sensibilidade ao
antibidtico utilizado em sua forma livre, a fim de verificar o mecanismo de resisténcia bacteriana de nanoparticulas de
quitosana associadas com gentamicina em Staphylococcus aureus. No entanto, para a avaliagao da atividade antimicrobiana
da acao das NPs de QT associadas ou nao ao antimicrobiano também, foi realizada pela dosagem da CIM, que de acordo
com a Tabela 2 apresenta a eficacia de inibicao em suas respectivas concentragoes para cada microrganismo. As linhagens
foram submetidas sob mesmas condigdes de temperatura (35 °C) e tempo (24 horas). A menor concentragao que inibiu o
crescimento de bactérias foi considerada como CIM. A Tabela 2 apresenta a CIM da gentamicina frente as linhagens

bacterianas e a atividade antimicrobiana das NPQT e NPQT/GEN. E a Figura 3, representa a distribuicao dos testes na placa
de microdiluigao.

Figura 3. Placa de 96 pogos para Teste de Concentrago Inibitéria Minima. 1 e 2 (amostras); CP: Controle Positivo
(Bactéria + Meio + Gentamicina); CN: Controle Negativo (Bactéria + Agua Milli-Q + Meio); CC: Controle de Crescimento
(Meio + Bactéria); CE: Controle de Esterilidade (Apenas meio). Fonte: Autoria prépria.
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Fonte: Autoria propria (2024).

0 teste de Concentracao Inibitoria Minima da nanoparticula de quitosana pura com concentragdo de 2,0 mg/mL
revelou atividade antimicrobiana para inibigao das cepas bacterianas Gram-positivas com resultados de 1 pg/ml para
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Staphylococcus aureus ATCC 43300 INCQS 00577 (MRSA) e 0,25 pg/ml para Staphylococcus aureus ATCC 25923 INCQS
00015 (MSSA). Por outro lado, se manteve a agao quando comparado a nanoparticula de quitosana mais o antibiético com
concentragao de 0,5 mg/mL que apresentou os melhores resultados de 0,00049ug/ml para Staphylococcus aureus ATCC
43300 INCQS 00577 (MRSA) e 0,00024 pg/ml para Staphylococcus aureus ATCC 25923 INCQS 00015 (MSSA), como pode
ser visto na tabela 2 abaixo:

(NPQT/GEN) frente as linhagens de S. aureus MRSA (ATCC 43300), S. aureus sensivel (ATCC 25923).

Linhagem bacteriana CIM CiM CIM
Gentamicina NPQT NPQT/GEN
Staphylococcus aureus (MRSA) 1,25 mg/mL Tmg/mL 0,00049 mg/mL
Staphylococcus aureus 0 0,25 mg/mL 0,00024 mg/mL
(MSSA)

Fonte: Autoria propria (2024).

Os resultados obtidos para CIM confirmou que todas as linhagens bacterianas ndo apresentaram resisténcia ao
antibidtico em sua forma livre. Entretanto, ha possibilidade que ao serem carreados com o farmaco apresentem um efeito
sobre os microrganismos em modo plancténico, bem como nos sésseis (GASPAR, 2018). De acordo, com o estudo realizado
neste trabalho, foi encontrado valores maiores de CIM das NPQT. Este evento pode estar relacionado com o grau de
desacetilagao, massa molar do polimero e tamanho da particula podem interferir na atividade antimicrobiana (COSTA, 2015).

Para as NPQT associadas a GEN (NPQT/GEN) as concentragdes de inibicdo foram reduzidas e distintas em relagao
as NPQT frente aos microrganismos. Infere-se que o farmaco associado ao polimero otimizou a agao inibitéria. Contudo, ao
relacionar as NPQT/GEN a ag&o inibitéria do farmaco livre, pode-se observar que a Staphylococcus aureus (MSSA) obteve
melhor resultado (0,00024 mg/mL) quando este foi associado a nanoparticula. Para a linhagem resistente a MRSA foi
verificado que o crescimento bacteriano na concentragao 0,00049 mg/mL, ou seja, o farmaco em sua forma livre apresentou
menor valor de inibi¢ao. Estudos definem que gentamicina é um antibiético da classe dos aminoglicossideos e inibe o
crescimento de diversas espécies de bactérias (gram negativas e positivas) e seu mecanismo de agao consiste na inibigao
da sintese protéica dos microrganismos (YAN et al., 2019).

A literatura explica que as NPs possuem uma maior area superficial e maior afinidade com as células bacterianas
(NEVES, 2013). Este mecanismo é devido ao fato de que os grupos amino carregados positivamente podem acometer
diretamente a membrana celular com carga negativa da bactéria via atragao eletrostatica, interferindo na atividade celular e
permeabilidade da membrana, resultando na perda de componentes intracelulares com consequente inibigao do crescimento
microbiano, o que é diferente das interagdes alvos-especificas dos antimicrobianos convencionais (CHABALA; CUARTAS;
LOPEZ, 2017; YAN et al., 2019).

Embora o mecanismo antimicrobiano exato da quitosana e seus derivados ainda nao seja totalmente compreendido,
varias hipoteses sobre 0 mecanismo de a¢ao foram propostas e aceitas. Sendo que a hipétese mais viavel é que os grupos
amina carregados positivamente (NH*) da glucosamina interagem com a superficie carregada negativamente das bactérias,
causando vazamento de constituintes intracelulares que causa em morte celular. Assim, os agentes antibacterianos
carregados positivamente podem danificar as membranas celulares (SOBHANI et al., 2017; KRAVANJA et al., 2019; RASHKI
etal,2021).

A CIM possui alta relevancia para medicina pois, permite identificar a quantidade do farmaco adequado que o paciente
devera ser submetido. O primeiro passo na investigagao e desenvolvimento de um diagnédstico adequado passa pela
determinagao da MIC de cada antibiético direcionado ao tratamento. Geralmente, esta técnica caracteriza o ponto de partida
da maioria das avaliagdes pré-clinicas de novos agentes antimicrobianos (GUTIERREZ et a/, 2019).

4 CONCLUSAO

Conclui-se que, este estudo apresentado, revela condi¢oes favoraveis para a produgao de nanoparticulas de
quitosana incorporadas a gentamicina (0,5 mg/mL de TTP). As andlises por DLS demonstraram regularidades no tamanho
das particulas de QT pura e carreadas com o farmaco (197,7 nm e 406 nm, respectivamente), com PDI monomodal (0,31 e
0,27). O FTIR apresentou bandas mais intensas nas regioes entre 3000 - 3500 e o surgimento de bandas entre 1640 - 1530
cm-1, sugerindo o aumento de interagdes quimicas e formagao das nanoparticulas e, ainda confirmou o aumento de
intensidade das bandas em 1559 - 1637 cm-1 nas NPs. Com relagdo as analises microbioldgicas, as NPQT/GEN
apresentaram resultados promissores frente as linhagens bacterianas.
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