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RESUMO

O espectro de resisténcia microbiana tem se expandido globalmente, desafiando a eficdcia de
terapias antimicrobianas e representando uma grave ameaca a satide publica. Essa problematica
se agrava com o aumento de infecgdes associadas a biofilmes. Os dispositivos médicos,
amplamente utilizados em diversos procedimentos e tratamentos, constituem um ambiente
propicio para a formagdo de biofilmes, especialmente em cateteres, proteses e implantes. O
objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia antimicrobiana de um ramnolipideo complexado com
o aminoacido arginina (RLMIX Arg) contra células planctonicas, biofilmes de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (SARM) e biofilmes polimicrobianos de SARM e C. albicans
resistentes ao fluconazol em placas de poliestireno e cateteres venosos periféricos (CVP), assim
como, analisar a eficiéncia de cateteres impregnados com RLMIX Arg isolado e uma
formulagdo de gel. A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada de
acordo com os documentos M07-A10 e M23-A3 do CLSI. Assim como a avaliacdo da intera¢ao
farmacologica foi determinada utilizando a metodologia do checkboard. Para as analises de
formagao de biofilmes foram utilizados testes de redu¢ao do MTT, marcagdo com cristal violeta
e microscopia eletronica de varreduras (MEV). A formacgdo de biofilmes nos cateteres foi
analisada por meio da contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL). Além disso,
testes de citometria de fluxo foram utilizados para avaliar a viabilidade celular e a fragmentacao
do DNA das células bacterianas. A CIM do composto frente a células planctonicas de SARM
variou de 4 a 16 pg/mL, apresentando atividade bactericida. Notavelmente, observamos
sinergismo com oxacilina em 37,5% das cepas, com reducdo de até quatro vezes a CIM para
oxacilina. Para as cepas de Candida as CIMs variaram de 2 a 13 pg/mL. Além disso,
concentragdes de 64 pug/mL e 80 pg/mL levaram a uma reducdo significativa (90%) na
viabilidade celular de biofilmes em placas de poliestireno e em CVP tanto no processo inicial
de formagao como biofilmes maduros de SARM isoladamente. Para biofilmes formados pela
associagdo SARM e C. albicans a concentragdo de 112 pg/mL(16xCIM) mostrou diminuir
cerca de 81,8% da viabilidade celular em placas. Cateteres impregnados com RLMIX Arg
isoladamente na concentracao de 4 mg/mL foram capazes de diminuir a aderéncia de células de
SARM em 29,5%. A prevengdo na formacdo de biofilmes mistos foi verificada com CVP
impregnados com 10 mg/mL de RLMIX Arg isoladamente, diminuindo cerca de 93,8% da
adesao celular. A formulagao utilizando RLMIX Arg 0,9 pg/mL incorporado a gel Pluronic F-

127 mostrou-se mais efetiva na prevencao de biofilmes mistos em CVP, diminuindo cerca de



99,1% da adesdo. Os cateteres impregnados apresentaram manutencdo de seu efeito
antimicrobiano apds 28 dias de armazenamento. O mecanismo de a¢do em células planctonicas
possivelmente envolve danos & membrana celular e fragmentagdo do DNA de maneira
dependente da concentragdo. Esses danos foram mais pronunciados quando o composto foi
combinado com oxacilina. As descobertas indicam que o RLMIX Arg exibe potencial para
aplicagdo na prevencao de infec¢des relacionadas a biofilmes de SARM isolados e mistos com

C. albicans.

Palavras-chave: Resisténcia; Staphylococcus aureus resistentes a meticilina; Biofilme; Cateter;

Ramnolipideos; Arginina



ABSTRACT

The spectrum of microbial resistance has been expanding globally, challenging the
effectiveness of antimicrobial therapies and representing a serious threat to public health. This
issue is further exacerbated by the increasing incidence of biofilm-associated infections.
Medical devices, which are widely used in various procedures and treatments, provide a
favorable environment for biofilm formation, particularly in catheters, prostheses, and implants.
The aim of this study was to evaluate the antimicrobial efficacy of a rhamnolipid complexed
with the amino acid arginine (RLMIX Arg) against planktonic cells, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) biofilms, and polymicrobial biofilms formed by MRSA and
fluconazole-resistant Candida albicans on polystyrene plates and peripheral venous catheters
(PVCs). Additionally, the study assessed the interference of RLMIX Arg, both in its isolated
form and formulated in a gel, with the biofilm formation process in impregnated catheters.The
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined in accordance with CLSI documents
MO07-A10 and M23-A3. The assessment of the pharmacological interaction was also
determined using the checkerboard methodology. Biofilm formation was assessed through
MTT reduction assays, crystal violet staining, and scanning electron microscopy (SEM).
Biofilm formation on catheters was analyzed by counting colony-forming units (CFU/mL).
Furthermore, flow cytometry assays were performed to evaluate cell viability and DNA
fragmentation in bacterial cells. The MIC of the compound against planktonic MRSA cells
ranged from 4 to 16 pg/mL, demonstrating bactericidal activity. Notably, synergy with oxacillin
was observed in 37.5% of the strains, resulting in up to a threefold reduction in oxacillin MIC.
For Candida strains, MICs ranged from 2 to 13 pg/mL. In addition, concentrations of 64 ng/mL
and 80 pg/mL led to a significant (90%) reduction in biofilm cell viability on polystyrene plates
and PVCs, both during the initial formation stage and in mature MRSA biofilms. For
polymicrobial biofilms formed by MRSA and C. albicans, a concentration of 112 pg/mL
(16xMIC) reduced cell viability by approximately 81.8% on plates. Catheters impregnated with
RLMIX Arg at a concentration of 4 mg/mL alone were able to reduce MRSA cell adhesion by
29.5%. Prevention of mixed biofilm formation was observed in PVCs impregnated with 10
mg/mL of RLMIX Arg alone, with approximately 93.8% reduction in cell adhesion. The
formulation containing 0.9 pg/mL RLMIX Arg incorporated into Pluronic F-127 gel proved to
be more effective in preventing mixed biofilms on PVCs, reducing adhesion by about 99.1%.

Impregnated catheters maintained their antimicrobial effect after 28 days of storage. The



mechanism of action against planktonic cells possibly involves membrane damage and
concentration-dependent DNA fragmentation. These effects were more pronounced when the
compound was combined with oxacillin. The findings indicate that RLMIX Arg shows
potential for application in the prevention of infections associated with MRSA biofilms, both

1solated and in combination with C. albicans.

Keywords: Resistance; Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; Biofilm; Catheter;

Rhamnolipids; Arginine
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1 INTRODUCAO

A resisténcia microbiana ¢ uma das principais causas de aumento da mortalidade e
morbidade globais, tornando-se um importante problema de saude publica. O tratamento de
infeccdes resistentes esta associado ao aumento dos custos com drogas de amplo espectro, bem
como aumento dos dias de hospitalizagdo (Tsuzuki et al., 2021). Estudos demonstram que, nos
Estados Unidos da América (EUA), um custo adicional de US$ 2,9 bilhdes esteja relacionado
ao tratamento de infec¢des resistentes anualmente (Shrestha er al, 2018). Apesar da
disseminagdo global da resisténcia aos antibidticos, a aprovagdo regulatéria de novos
antibidticos nos EUA sofreu uma queda drastica de 90% nos ultimos 30 anos. Essa redugdo se
deve, em grande parte, ao alto custo da pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos,
estimado em cerca de 1,4 bilhdo de ddlares por antibidtico registrado, aliado a rapida evolugao
da resisténcia, que resulta em retornos de mercado diminutos para a industria farmacéutica
(Briissow, 2024; Watkins e Bonomo, 2016).

Estima-se que 80% das infec¢des cronicas resistentes estejam relacionadas a biofilmes,
0s quais caracterizam-se como uma comunidade microbiana aderida a uma superficie biotica
ou abidtica imersa em uma matriz extracelular polimérica (Idrees ef al., 2021). A arquitetura
do biofilme permite que as bactérias sobrevivam a condigdes desfavoraveis, sendo 1000 vezes
mais resistentes ao tratamento com antibidticos em relagdo as células planctonicas (Breij, De et
al., 2018). Nos EUA essas infeccdes levam a uma perda de 11.5 bilhdes por ano, incluindo
infecgdes de sitio cirrgico, trato urinario e principalmente aquelas relacionadas ao uso de
cateteres (Singh ef al., 2022).

Apesar de seu papel crucial, o uso de cateteres leva os pacientes a um alto risco de
desenvolvimento de infecgdes na corrente sanguinea (Farrag et al., 2019), o qual pode ser
contaminado durante a manipulagdo, através da migracdo da flora normal da pele, por fluidos
contaminados, entre outros (Barbara W. Trautner, MD; Rabih O. Darouiche, 2015). De acordo
com Salmanov et al. (2019), ocorrem anualmente cerca de 250.000 infec¢des de corrente
sanguinea, destas, 36,5% estdo relacionadas ao uso de cateteres.

S. aureus € um patégeno comensal, o qual estd associado a infecgdes oportunistas,
nosocomiais, de pele, tecidos moles e sobretudo infecgdes relacionas ao uso de cateteres (Liu,
Y. et al., 2021). Um estudo de Bonnal et al. (2015) identificou que dentre as 573 bacteremias
causadas por S. aureus, 189 tiveram origem em cateteres intravasculares (32,8%). Outro ponto
importante ¢ o surgimento de variantes de S. aureus resistentes a meticilina (SARM), as quais

atualmente sdo responsaveis por 43% das infec¢des causadas por S. aureus, levando a obito
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cerca de 20.000 pacientes (EUA) anualmente, semelhante ao nimero de mortes por SIDA
(sindrome da imunodeficiéncia adquirida), tuberculose e hepatites combinadas (Dadashi ef al.,
2018; Liu, W. T. et al., 2021).

Historicamente, a pesquisa sobre infec¢cdes em implantes concentrou-se principalmente
em biofilmes bacterianos. Contudo, estudos recentes tém demonstrado a crescente importancia
dos biofilmes fungicos, particularmente aqueles formados por Candida (Liu et al., 2025).
Candida frequentemente forma biofilmes polimicrobianos, ou cross-kingdom, interagindo com
bactérias em comunidades complexas e estabelecendo trocas metabolicas e fisicas. Em tais
associagdes, Candida pode atuar como um fator predisponente ao desenvolvimento de
infeccdes microbianas, incrementando a formag¢do de biofilme e a viruléncia dos
microrganismos envolvidos (Bernard, Girardot e Imbert, 2020; Kurakado et al., 2024).

Dentro desse contexto, ¢ necessario o desenvolvimento de novas estratégia terapéuticas,
de forma que venham a minimizar o impacto das infec¢des por SARM e suas associacdes.
Biossurfactantes, os quais sao definidos quimicamente como moléculas anfipaticas produzidas
pela fermentacdo microbiana (Thakur et al., 2021) tém sido extensivamente estudados por suas
propriedades antimicrobianas (Shekhar, Sundaramanickam e Balasubramanian, 2015; Singh,
Patil e Rale, 2019). Algumas caracteristicas como: alta biodegradabilidade, baixa toxicidade,
tolerancia a altas temperaturas e variacdes de pH tornam os biossurfactantes uma opgao
interessante para a industria farmacéutica (Chong e Li, 2017). Estudos apontam a eficicia de
diversos ramnolipideos (RLs) frente a S. aureus. Tambone et al. (2021) mostrou que discos de
titdnio revestidos com o RL R89BS (4 mg/mL) inibem a formagdo de biofilmes de S. aureus
em até 99%.

E sabido que estruturas anfifilicas podem alterar a interagio entre microrganismos e
superficie, interferindo na adesdo e permeabilidade celular (Ceresa et al., 2019). Sendo assim,
o uso de RLs cationicos tem ainda maior aplicabilidade em comparacdo com os anidnicos
(Ramos da Silva et al., 2019). Nesse estudo foi utilizado um RL produzido por Pseudomonas
aeruginosa conjugado ao aminodcido arginina (RLMIX_Arg). Da Silva et al. (2020) mostrou
que o RLMIX Arg possui boa atividade frente a fungos do género Candida spp. e atividade
antiprotozodrio, porém sua atividade contra biofilmes de S. aureus ainda ndo foi investigada.

Tendo em vista a necessidade de novas alternativas terapéuticas para o tratamento de
infeccdes por SARM, objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana de RLMIX Arg de forma
isolada e associada a antibacterianos de relevancia clinica, bem como na elucidagdo de possiveis
de vias pelas quais este biossurfactante pode atuar em sua acdo frente S. aureus. Ademais,

considerando a relevancia da formacgdo de biofilmes por SARM e suas associagdes com
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Candida, tendo em vista sua expressiva importancia epidemioldgica, também objetivou-se
avaliar a aplicagdo de RLMIX Arg impregnado em cateteres isoladamente e associado a um
gel para verificar o potencial preventivo deste biossurfactante na formacao de biofilmes de
SARM e da combinagdo SARM e Candida albicans, caracterizando uma nova possibilidade de
biomaterial. Dada a crescente resisténcia a antibidticos e seus efeitos colaterais, o
desenvolvimento de revestimentos antimicrobianos para implantes que ndo utilizem
antibidticos torna-se uma estratégia particularmente relevante, minimizando os efeitos adversos

associados ao uso prolongado de antibidticos (Kadirvelu et al., 2024).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Género Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus estd classificado na familia Staphylococcaceae, ordem
Bacillales, classe Bacilli e no filo Bacillota (Madhaiyan, Wirth e Saravanan, 2020).
Constituem-se de bactérias esféricas Gram-positivas, imoveis, catalase positivas, nao
formadoras de esporos e que se organizam em um padrao caracteristico semelhante a um cacho
de uvas, com dimensdes que variam entre 0,5 e 1,5 pm de didmetro (Figura 1). Essas bactérias
sdo capazes de crescer e, potencialmente, causar doengas em diversas condi¢des, incluindo

atmosferas aerobicas e anaerobicas, altas concentragdes de sal e temperaturas que variam de 18
a 40°C (Murray, 2022).

Figura 1 — Identificagdo de Staphylococcus aureus (A) Coloracdo do S. aureus pelo método de
Gram mostrando cocos gram-positivos em pares, tétrades e cachos. Amplificacdo original de
1.000 vezes. (B) Colonias de S. aureus em uma placa de dgar-sangue apos incubagdo de 24

horas.
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Fonte: Jawetz, Melnick e Adelberg, 2014.

Atualmente, o género Staphylococcus abrange mais de 80 espécies e subespécies, muitas
das quais sdo consideradas ubiquas, encontradas na pele e nas membranas mucosas de seres
humanos e animais (Coates, Moran e Horsburgh, 2014). Algumas espécies possuem nichos
muito especificos onde sdo comumente encontradas. Por exemplo, o S. aureus coloniza as

narinas anteriores, S. capitis ¢ encontrado em areas com glandulas sebaceas, e S. haemolyticus
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e 0 S. hominis sdo observados em regides onde estdo presentes as glandulas apocrinas (Murray,
2022).

Macroscopicamente, as colonias em meio de cultivo s6lido sdo relativamente grandes,
medindo entre 1 a 2 mm de diametro, arredondadas, opacas, cremosas € com uma coloragao
que varia de acinzentada a amarelo-ouro (Koneman et al., 2020; Palavecino, 2014). A coloragao
amarelo-dourada ¢ devida a presenga de pigmentos carotenoides na membrana citoplasmatica
dos S. aureus. Essa caracteristica macroscopica, juntamente com a prova de coagulase positiva,
fermentagdo do manitol e producdo de desoxirribonuclease, complementa a identificagdo
manual dessa espécie (Koneman et al., 2020).

Algumas espécies de Staphylococcus patogénicos em humanos e animais produzem
uma enzima chamada coagulase, cuja detecgdo ¢ utilizada no laboratdrio para identificar esses
microrganismos. Entre os Staphylococcus, a espécie coagulase-positiva S. aureus e as espécies
coagulase-negativas S. epidermidis e S. saprophyticus sdo frequentemente associadas a
infeccdes humanas (Cuny et al., 2024). Nesse contexto, de acordo com Denis (2017) e
Rosenthal et al. (2020), S. aureus ¢ considerado o patdogeno humano mais significativo do
género Staphylococcus, sendo encontrado no ambiente externo e nas narinas anteriores de 20 a
40% dos adultos. Outros locais de colonizagdo incluem pregas cutaneas intertriginosas, perineo,
axilas e vagina (Koneman et al., 2020).

Embora S. aureus frequentemente faga parte da microbiota humana, ele pode causar
infeccdes oportunistas graves em condigdes favoraveis, como por exemplo: presenca de
doengas cardiacas, neoplasias, queimaduras, ledes de pele, uso de dispositivos invasivos como
cateteres e protese, entre outras (Tang e Stratton, 2010). S. aureus € um agente significativo de
infeccdes relacionadas a assisténcia a satide, responsavel por uma ampla gama de doencas,
desde condigdes brandas até fatais. E uma das principais causas de bacteremia nosocomial,
pneumonia adquirida em ambiente hospitalar e infec¢des de sitio cirurgico, possuindo ainda um
alto potencial para adquirir resisténcia antimicrobiana (Denis, 2017; Mulcahy e McLoughlin,
2016; Piewngam e Otto, 2024).

Além disso, de acordo com a sensibilidade ao antibiotico meticilina, S. aureus pode ser
dividido em Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (SASM) e Staphylococcus aureus
resistente a meticlina (SARM). Nos tltimos anos, devido a adaptagdo bacteriana e ao abuso de
antibioticos, a resisténcia do S. aureus ao tratamento convencional aumentou gradualmente,

tornando-se um importante problema de satide publica (Guo et al., 2020).
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2.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

A penicilina, descoberta por Alexander Fleming em 1928 e introduzida na pratica clinica
em 1940, foi o medicamento utilizado inicialmente para tratar infec¢des graves causadas por S.
aureus (Ferreira;Paes;Lichtenstein, 2008). Apenas dois anos ap6s a introducdo da penicilina
foram relatados os primeiros casos de resisténcia bacteriana, possivelmente devido a aquisi¢ao
de elementos genéticos transportados por plasmidios que codificam B-lactamases, substancias
capazes de inativar o anel B-lactdmico da penicilina (Guo ef al., 2020).

Posteriormente, seguiu-se o desenvolvimento de penicilinas semissintéticas e resistentes
a penicilinase (oxacilina, meticilina e nafcilina) para o tratamento, sendo introduzidas para uso
clinico em 1959. No ano de 1960 foram relatadas as primeiras infec¢des por S. aureus resistente
a meticilina (SARM) e novos clones apareceram posteriormente (Liu, W. T. ef al., 2021). As
infecg¢des causadas por SARM estdo fortemente associadas a assisténcia médica (Bonnal et al.,
2015), podendo se estabelecer através de contato direto com um campo infectado ou maos de
profissionais contaminadas. Se ndo tratada corretamente, a infeccdo pode evoluir para
pneumonia, infecgdes graves de corrente sanguinea, sepse e infecgdes de sitio cirurgico (Ali
Alghamdi et al., 2023).

A resisténcia a meticilina ¢ atribuida a presenca de uma proteina de ligacao a penicilina
(PBP) modificada, chamada PBP2a, resultando em uma menor afinidade pelos antibioticos -
lactamicos. Essa modificacdo resulta da aquisi¢do de um gene cromossdmico conhecido como
mecA, o qual estd localizado dentro de um grande elemento cromossémico movel dos
estafilococos, conhecido como SCCmec (cassete cromossdmico estafilocdcico) (Cuny et al.,
2024). Diversos tipos e subtipos de SCCmec foram identificados desde a descri¢do inicial
desses elementos genéticos (Koneman et al., 2020). Estudos indicam que o S. aureus tenha
adquirido o transposon SCCmec de uma espécie de estafilococo coagulase-negativo encontrada
em animais ¢ no ambiente, conhecida como S. sciuri (Wu et al., 1997).

As PBPs sdo enzimas ligadas @ membrana celular que catalisam a ligagdo cruzada, ou
transpeptidagdo, das cadeias de peptideoglicano na parede celular bacteriana. Na auséncia de
mecanismos de resisténcia, os antibidticos B-lactamicos bloqueiam a atividade transpeptidase
das PBPs. Essa inibi¢do impede a formagdo da camada de peptideoglicano, que se torna
instavel. Na auséncia de uma parede celular estruturalmente solida, a bactéria fica fragilizada e
perde a capacidade de conter o contetido interno da célula (Stapleton e Taylor, 2002). Embora
a PBP2a compartilhe caracteristicas estruturais com outras PBPs, relacionadas a ligacdo da

penicilina, ela apresenta baixa afinidade por todos os antibioticos B-lactamicos, ou seja, cepas
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que expressam as PBP2a s3o capazes de inativar todos os antibidticos [-lactamicos,
cefalosporinas e carbapenémicos (Craft ef al., 2019), com excec¢do da ceftarolina (CLSI, 2021).
A Figura 2 mostra a acdo das P-lactamases sobre o anel B-lactamico das penicilinas com
consequente inativagdo do antibidtico e resume o mecanismo de resisténcia do SARM a

molécula de meticilina.

Figura 2 - Mecanismo de resisténcia de S. aureus a penicilina e meticilina. (A) Penicilina ¢é
hidrolisada por uma B-lactamase resultando em 4cido peniciloico (forma inativa da penicilina).

(B) Expressdo da PBP2a diminui a afinidade pela meticilina, resultando em resisténcia.

A) Inativacio da Droga
A
NH H
IS CH, : p-Lactamase n
N \_)<CH3 v

0

©\)OL
NH F:
-5 _CH,
HO HN/ "CH,

¢]

§/oH J~on

FormaAtiva
PENICILINA

0o

Forma Inativa
PENICILINA

....................................................................................................................

B) Mudanca no Alvo da Droga

HC-0 O

N Y PBP
i .S CH, Sensivel

0 4 N\)<CH3 ( D

1 ; .

CHs /‘OH Resistente
(o}

METICILINA

Fonte: adaptado de Craft et al. (2019)

De acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doengas - CDC (US-FDA, 2019),
SARM tem sido considerado um perigo substancial e grave, sendo presenca constante na lista
de alvos de bactérias virulentas. Relatério publicado pela Organizagdo Mundial da Satde

(OMS) considera também o SARM no grupo de patdogenos de alto risco (Tabela 1), enfatizando
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caracteristicas como: patogenos de dificil tratamento, tendéncias crescentes de resisténcia,
patogenos altamente transmissiveis e de dificil prevengdo (WHO, 2024).

O estudo Global Burden of Disease relatou que, em paises de alta renda,
aproximadamente 50% da carga fatal atribuida a resisténcia bacteriana esta ligada a apenas dois
patogenos: SARM e Escherichia coli (Wagenlehner e Dittmar, 2022). Dessa forma, a
morbidade, mortalidade e os custos de assisténcia médica associados a0 SARM ndo podem ser
subestimados, permanecendo uma grande preocupacdo devido a sua prevaléncia persistente e

as infec¢des potencialmente graves que podem ser causadas (WHO, 2024).

Tabela 1- Lista de patdogenos prioritdrios de acordo com a OMS, 2024.

GRUPO DE RISCO BACTERIA RESISTENCIA
Critico Enterobacterales/ Enterobacterales Carbapenem/ Cefalosporina de
terceira geragao
Acinetobacter baumannii Carbapenem
Mycobacterium tuberculosis Rifampicina
Alto Salmonella typhi Fluoroquinolona
Shigella spp. Fluoroquinolona
Enterococcus faecium Vancomicina
Pseudomonas aeruginosa Carbapenem
Salmonella nao-tifoide Fluoroquinolona
Neisseria gonorrhoeae Terceira geracao de
cefalosporina e/ou
fluoroquinolona
Staphylococcus aureus Meticilina
Médio Grupo A Streptococcus Macrolideos
Streptococcus pneumoniae Macrolideos
Haemophilus influenzae Ampicilina
Grupo B Streptococcus Penicilina

Fonte: Adaptado de WHO bacterial priority pathogens list, 2024.
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2.3 Epidemiologia do SARM

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2024), SARM possui taxa de
incidéncia de >10.000 casos por 1 milhdo/pessoas, a qual ¢ classificada como alta, assim como
as taxas de transmissibilidade e mortalidade entre 21-30%, considerada de média-alta. Em
2015, a OMS estabeleceu o Sistema Global de Vigilancia da Resisténcia e Uso de
Antimicrobianos (GLASS) para monitorar a resisténcia a terapia em bactérias comuns e fungos
invasores, € o consumo de antimicrobianos em humanos.

De acordo com a tultima publicagdo, envolvendo dados de 196 paises, SARM foi
responsavel por 35% das infec¢des de corrente sanguinea com testes de sensibilidade analitica
confirmados, ressaltando a importancia desse patéogeno (Figura 3). Observa-se o aumento
exponencial das infecgdes na Europa, Asia, Africa e Oceania. No ano de 2020, os dados

referentes ao Brasil ndo foram repostados ao servigo de vigilancia (Mestrovic et al., 2022).

Figura 3 - Infec¢des de corrente sanguinea causadas por SARM com teste de sensibilidade

reportados no mundo, por um milhdo de habitantes entre os anos de 2016, 2018 e 2020.

IBC com TSA pormilhdo/pessoas

0.4 19 62 140 378 101.1 3259

Fonte: adaptado de (GLASS), 2022.
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SARM ¢ classificado em SARM adquirido em hospital (SARM-HA) e SARM adquirido
na comunidade (SARM-CA). Estudos conduzidos na China mostram que a propor¢ao de
SARM adquirido em ambiente hospitalar atinge cerca de 50,4% (Guo et al., 2020). A presenca
da linhagem resistente a meticilina aumenta significativamente a gravidade da infecgdo,
elevando em 64% a probabilidade de morte em comparagdo com infec¢des por S. aureus
sensiveis a medicamentos (Béichli et al., 2022). Estudos mostram que 16% das IRAs
relacionadas a patdgenos multirresistentes, 8% foram causadas por SARM, demonstrando a
relevancia desse patdgeno no contexto hospitalar (Hidron et al., 2008).

O papel do SARM nas infec¢des nosocomiais torna-se ainda mais preocupante quando
se leva em consideragdo a forma de transmissao facilitada, através das maos contaminadas dos
profissionais de satde e do contato direto pessoa-pessoa (Denis, 2017). Kontantinovski et al.
(2024) analisaram a taxa de transmissao de SARM em trés hospitais holandeses ao longo de 20
anos. Foram analisados 27.377 contatos, com a identificagdao de 41 (0,15%) transmissoes. O
estudo mostrou que o risco de transmissdo era maior em contatos diretos entre pacientes, com
taxas variando de 0,32% a 1,32% entre os hospitais participantes. A taxa de transmissdao em
contato entre profissionais de saude e pacientes, no entanto, foi significativa, atingindo 0,13%
(19 de 15.874) em ambiente hospitalar. Esse dado sugere que, apesar de os contatos com
pacientes em isolamento serem menos propensos a transmissdo, a equipe médica ainda esté
suscetivel ao risco de infecgao.

Outro estudo conduzido por Quirino et al. (2023) em um hospital universitario na Itélia,
identificou isolados de SARM em swabs de vigilancia nasal em 18,2% das amostras. Baroja et
al. (2021) também analisou amostras de swabs nasal, porém em trabalhadores de um hospital
terciario no Equador, e encontrou uma taxa de colonizagdo de 5% por SARM. No Brasil, de
acordo com Silva, L. da et al. (2020) a taxa de colonizacdo por SARM, utilizando swabs nasais
de trabalhadores de um hospital no Nordeste, ¢ de cerca de 16,8%.

Estudos multicéntricos ao redor do mundo demonstram uma prevaléncia variada de
infec¢cdes por SARM. Trabalho conduzido na China entre os anos de 2016 e 2022 em hospitais
pediatricos encontrou uma prevaléncia de 32% das infec¢des causadas por SARM, com
diferentes perfis de resisténcia (Zhou et al., 2023). Ja na Espanha, estudo realizado entre 2017
e 2018 mostrou uma taxa de infec¢des por SARM de 16,6%, destas 28,8% estavam relacionadas
a assisténcia a saude e 71,2% adquiridas na comunidade (Garriga Ferrer-Bergua et al., 2022).

No que se refere a América Latina, pesquisa entre os anos de 2011 e 2014 (Sader et al.,
2016) mostrou que a prevaléncia foi de 44,7% de SARM. No ano de 2019, de acordo com

Aguilar et al. (2023), a prevaléncia das infec¢des relacionadas a SARM foi de 45%, variando
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de 18% no Canada a 63% em Trindade e Tobago. Esse mesmo estudo mostrou que o aumento
com custos de hospitalizagdo e tratamento antimicrobiano aumentam entre 3 — 6,7 vezes em
pacientes com infec¢do por SARM.

No Brasil, estudo conduzido por Braga ef al. (2018) em 28 hospitais de diferentes portes
demostrou que S. aureus estava relacionado com 39% (46/119) das infec¢des desenvolvidas em
unidades de terapia intensiva. Nesse mesmo estudo, 45% das cepas isoladas de S. aureus foram
consideradas resistentes. Outros estudos realizados na Escola Paulista de Medicina/Sao Paulo
e no Hospital Universitario da Universidade Federal de Uberlandia relataram incidéncias de
50% de infecgdes relacionadas a SARM (Martins ¢ Cunha, 2007).

Trabalho realizado na regido Sul do Brasil, em hospitais pediatricos com 593 pacientes,
mostrou que, entre os anos de 2013 e 2020, as prevaléncias de infec¢des por SARM adquiridas
na comunidade e no hospital foram de 46,1% e 8,1%, respectivamente. Nenhuma mudanga
significativa ocorreu durante o periodo do estudo (Fassbind et al., 2023).

Durante a pandemia de COVID-19 diversos trabalhos mostraram que houve um
aumento na incidéncia de SARM relacionado com COVID-19, aumentando a mortalidade dos
pacientes no ambiente hospitalar. Um estudo conduzido em um hospital terciario na Espanha
mostrou que a taxa de bacteremia por S. aureus em 2018 e 2019 era de 1,95 e 1,63 casos por
mil internagdes, respectivamente. Durante o periodo pandémico (2020-2021), a incidéncia geral
de bacteremia por S. aureus foi de 1,96 casos por mil internagdes nao relacionadas a COVID-
19, enquanto em pacientes com COVID-19, essa taxa saltou para 10,59 casos por mil
internacdes, um aumento de 140%. SARM foi detectado em 32,4% das amostras de pacientes

com COVID-19 (Falces-Romero ef al., 2023; Miquel Sanchez-Osuna et al., 2024).

2.4 Patogénese das infeccdes causadas por S. aureus

Os estafilococos sdao agentes causadores de doencas com diversas localizagdes,
manifestagdes e evolugdes clinicas. As infec¢gdes mais comuns sdo de carater local, acometendo
diferentes tecidos. De modo geral, as infec¢des sdo categorizadas como infecgdes de pele e
tecidos moles (SSTIs), com manifestagdes como dermatite, abscessos, furunculose, furtinculos,
foliculite, impetigo ou mastite. Além disso, incluem outras patologias graves, como intoxica¢ao
alimentar estafilococica, sindrome do choque toxico e sindrome da pele escaldada

estafilococica (SSSS) (Lisowska-Lysiak et al., 2021).
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Uma caracteristica biologica fundamental de S. aureus reside em sua capacidade de
colonizar individuos sadios de forma assintomatica. Estima-se que cerca de 30% da populagao
humana seja portadora nasal do microrganismo, o qual se integra a microbiota normal.
Portadores de S. aureus apresentam maior probabilidade de desenvolver infec¢des e sdo
considerados uma fonte significativa de dissemina¢do das cepas do microrganismo entre a
populacao (Stefani e Goglio, 2010). Porém, para que haja o estabelecimento da infecgdo ¢é
necessario um desequilibrio entre o patdégeno e o sistema imune do hospedeiro (Mulcahy e
McLoughlin, 2016).

Determinados grupos de pacientes demonstram maior vulnerabilidade a infecc¢ao por S.
aureus associada a assisténcia médica, como por exemplo: neonatos prematuros de muito baixo
peso, individuos com cateteres permanentes, intubagdo endotraqueal, implantes médicos de
corpos estranhos, histérico de trauma, procedimentos cirargicos, hemodialise, dialise
peritoneal, diabetes, bem como aqueles submetidos a terapia imunossupressora ou
antineoplasica (Lisowska-Lysiak et al., 2021; Thomer, Schneewind e Missiakas, 2017).

No que diz respeito as caracteristicas relacionadas a S. aureus, a expressao de diversos
fatores de viruléncia, os quais sao fundamentais para o microrganismo invadir, multiplicar-se e
causar danos, contribuem para o estabelecimento da infec¢ao (Schilcher et al., 2016). O sistema
de regulacdo agr (gene acessorio regulador) modula de forma reciproca a expressdo de
multiplas proteinas de parede celular (como proteinas de ligagdo a imunoglobulina e a
fibronectina) e exotoxinas (tais como hemolisinas, enterotoxinas, leucocidinas, toxina da
sindrome do choque toxico (TSST-1), além de exoenzimas (nucleases, proteases, lipases) e
peptideos semelhantes a surfactantes (PSMs), uma familia de peptideos anfipaticos de cadeia
curta com atividade citolitica (Parastan et al., 2020; Williams et al., 2023). Todos esses
mecanismos sdo importantes no processo inicial de invasdo do microrganismo.

As proteinas de superficie estafilocdcicas promovem a adesdo aos tecidos do hospedeiro
e contribuem para a evasao do sistema imune, enquanto as exotoxinas causam danos teciduais
e muitas atuam como superantigenos, desencadeando sindromes semelhantes a choque (Parlet,
Brown e Horswill, 2019; Williams et al., 2023). O sistema agr do S. aureus desempenha um
papel crucial na evasdo da endocitose, na sobrevivéncia intracelular e na replicagdo. Em relagao
ao desenvolvimento de biofilme, outro importante fator de viruléncia, o agr contribui para as
etapas iniciais de adesdo, estruturacdo e dispersao (Mulcahy e McLoughlin, 2016; Williams e?
al., 2023).

Outros fatores de viruléncia sdo as enterotoxinas e a TSST-1, as quais desencadeiam o

choque toxico e doencas associadas por meio da indugdo massiva de liberagdo de citocinas,



34

tanto por macréfagos quanto por células T. Recentemente, isolados de SARM-CA
demonstraram um aumento em sua viruléncia, resultando em um aumento na prevaléncia de
casos de choque toxico, infec¢des mais graves em tecidos moles e, em inimeros casos, maior
taxa de mortalidade (Coates, Moran e Horsburgh, 2014; Palavecino, 2014). A Figura 4
apresenta um panorama dos principais fatores de risco que contribuem para o estabelecimento
da infec¢do por S. aureus no hospedeiro, englobando tanto os fatores inerentes ao individuo

quanto os fatores associados ao microrganismo.

Figura 4 - Aspectos relevantes para o estabelecimento da infec¢ao por S. aureus relacionados

ao hospedeiro e ao patogeno.

Infeccio por S. aureus
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« Entubagédo endotraqueal
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Fatores de Viruléncia do Patégeno
« Adesinas

« Proteinas de Ligagdo a Fibronectina
« Toxinas Esfoliativas

« Enterotoxinas

« Exotoxinas ( Toxina da Sindrome do Choque
Téxico, Leucocidinas, Hemolisinas )

Fonte: Autor, 2025.

Dessa forma, as infecgdes sistémicas causadas por SARM sdo dependentes de um
mecanismo inicial de rompimento da barreira protetora da epiderme, de forma que pequenas
infecg¢des derivadas de arranhdes na pele podem evoluir para infecgdes invasivas. No entanto,

a literatura ja descreve que cepas de SARM podem promover de forma ativa a ruptura da
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epiderme por clivagem de moléculas de E-caderina através da expressao de a-toxinas (Cheung,
Bae e Otto, 2021).

A contaminacdo de dispositivos médicos implantados também representa um
importante foco inicial de infecgdo. O mecanismo primordial por tras dessa via de infeccao
reside na capacidade do S. aureus de aderir a materiais plasticos utilizados na fabrica¢do dos
dispositivos, bem como as moléculas da matriz que recobrem os dispositivos logo apos sua
inser¢do, culminando na formacdo de um biofilme sobre o dispositivo (Schilcher e Horswill,

2020).

2.5 Biofilmes formados por S. aureus

O National Institutes of Health (NIH) estima que bactérias formadoras de biofilme
estejam envolvidas em 65% de todas as infec¢cdes microbianas e sejam responsaveis por 80%
das infecgdes cronicas. A cada ano, as infec¢des relacionadas a biofilme nos EUA atingem
cerca de 2 milhdes de casos, resultando em aproximadamente 268.000 mortes e gerando um
custo direto estimado de US$ 18 bilhdes para o tratamento dessas infecgdes (Omar et al., 2017).

Biofilmes sdo definidos como comunidades microbianas sésseis onde as células se
agrupam, frequentemente encobertas em uma matriz de substancias poliméricas extracelulares
(SPE) autoproduzida. Essa estrutura, aderente a superficies, confere coesdo e protecdo a
comunidade microbiana (Flemming et al., 2016). A SPE compde entre 50% e 90% da matéria
organica total de um biofilme, apresentando-se como uma estrutura complexa composta por
diversas substancias poliméricas, como DNA extracelular (¢éDNA), proteinas e polissacarideos
(Donlan, 2002).

Assim como outros biofilmes bacterianos, o biofilme formado por S. aureus também
possui dois componentes distintos: dgua (cerca de 97%) e a matéria organica, sendo o principal
componente da SPE o polissacarideo PIA (polissacarideo de adesdo intracelular), o qual ¢
dependente da expressdo do gene icaADBC. Os PIA possuem carga positiva (catidnicos) e
desempenham um papel crucial na colonizacdo, formagdo de biofilme e infec¢des associadas a
biofilmes, na evasdo do sistema imunoldgico, na resisténcia a antimicrobianos e na prote¢ao
contra a fagocitose (Nguyen, Nguyen e Otto, 2020).

Os PIAs atuam como uma molécula de adesdo entre as células bacterianas,
possibilitando a integragdo do DNA bacteriano e formando uma estrutura organizada e

resistente. Eles parecem desempenhar um papel na formag¢do de multiplos agrupamentos
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bacterianos, cruciais para o amadurecimento do biofilme, incluindo o fator de aglomeracao A
(CIfA), a proteina de superficie estafilococica (SSP1) e a proteina associada ao biofilme (Bap)
(Frangois, Schrenzel ¢ Gotz, 2023; Parastan et al., 2020).

A formag¢do de um biofilme se inicia com a adesdo de uma bactéria a uma superficie,
seja viva (bidtica) ou inanimada (abiotica). Apos a fixagdo, as bactérias passam por um periodo
de crescimento e amadurecimento. No final do ciclo do biofilme, os agrupamentos de células
se desprendem da estrutura principal (Craft et al., 2019). Esse processo, conhecido como
destacamento, ¢ facilitado pela produgdo de peptideos semelhantes a surfactantes, que também
desempenham papel fundamental na manutenc¢do da integridade e estrutura tridimensional do
biofilme. Esses agrupamentos de células podem entdo iniciar novas colonias de biofilme em
outras superficies (Flemming et al., 2016). A Figura 5 mostra as etapas envolvidas na formagao

do biofilme microbiano.

Figura 5 - Ciclo de formagao de um biofilme microbiano.
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Fonte: Autor, 2025 (Figura elabora na plataforma BioRender)
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Com relacdo ao biofilme de S. aureus, a fixagdo inicial a superficie depende de
moléculas presentes na superficie bacteriana, como a mureina hidrolase AtlA (essencial para a
divisdo celular, renovagdo da parede celular e lise bacteriana), proteinas que se ligam a
fibronectina e acidos teicoicos. As células de S. aureus podem se fixar a superficies ndo vivas
(abioticas) por meio de interagdes hidrofobicas e a superficies vivas (bidticas) por meio de
moléculas de adesdo presentes na matriz extracelular microbiana (Schilcher et al., 2016).

As caracteristicas da superficie solida influenciam no processo de fixagdo. De acordo
com Pandey (2017), a fixa¢ao das células microbianas aumenta a medida que a rugosidade da
superficie aumenta, pois, a area superficial também aumenta de tamanho. Estudos também
apontam que os microrganismos se fixam mais rapidamente em superficies hidrofobicas e nao
polares, como teflon e outros plasticos, do que em materiais hidrofilicos, como vidro ou metais
(Donlan, 2002).

Apos a fixacdo, ocorre a formacdo de uma estrutura semelhante a um tapete celular,
composta por DNA extracelular e matriz proteica. Posteriormente, as células sdo liberadas do
biofilme pela degradacdo do DNA extracelular, mediada por nucleases, permitindo a formacao
de microcolonias tridimensionais. Finalmente, a dispersdo das células ocorre pela ativacao de
proteases (Francois, Schrenzel e Gotz, 2023; Gebreyohannes et al., 2019). A Tabela 2 mostra
um resumo dos principais fatores envolvidos na adesdo inicial, maturacdo e dispersdo dos

biofilmes de S. aureus.

Tabela 2 - Principais fatores relacionados a adesdo, maturacdo e dispersdo de células de

biofilmes de S. aureus.

Estagio do

Biofilme Fatores Genes Observacoes

Proteinas de superficie  icad, icaD, icaB, A producdo de PIA facilita a
(Bap), icaC , bap coesdo entre as células bacterianas.

Adesio Polissacarideo de A Bap facilita a ligagio a
adesao intracelular componentes da matriz
(PIA) extracelular das bactérias.
DNA extracelular nuc, [ukE, lukD, eDNA contribui para a estrutura do
(eDNA), Proteinas de atlA, spld, splE, Dbiofilme e a resisténcia a

Maturagdo i g
ligagdo a fibronectina, splF, cidA, lrgAB, antibioticos.

proteases, enzimas de aur, sspA, fnbA,
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modificagdo de fnbB, sdrC, sdrD,

superficie bap

Diversas proteinas auxiliam na
formagdo da matriz, conferindo

resisténcia e protecdo a bactéria.

psma, psmf, splA,
Peptideos semelhantes a  splE, splF, aur,
Dispersao  surfactantes (PSMs), sspA , nuc

Proteases e Nucleases

PSMs promovem 0
desprendimento das células do
biofilme. Proteases e nucleases

degradam a matriz extracelular,

liberando as células.

Fonte: Adaptado de Peng ef al. (2023).

Diversos estudos mostram que € necessario um sinal inicial para que os organismos
alterem seu comportamento, passando de uma populacdo dispersa para um biofilme. Esse sinal
tem sido descrito como os sinais quimicos produzidos pelos proprios organismos, a medida que
a populagdo atinge um tamanho critico, os chamados sinais de quorum sensing. Outros fatores
que influenciam na formagdo do biofilme sdo: a disponibilidade de nutrientes, o pH e a
temperatura, presenca de iniciadores quimicos ou fisicos (Feraco et al., 2016).

S. aureus utiliza principalmente o sistema de quorum semnsing agr (gene acessorio
regulador) para coordenar a expressdo de genes em resposta a densidade populacional. A
principal molécula autoindutora secretada por esse sistema ¢ um peptideo ciclico chamado AIP
(Peptideo autoindutor). Os AIPs se acumulam no meio extracelular 2 medida que a densidade
populacional aumenta. Quando atingem uma concentracdo limiar, ativam o receptor agrA, um
regulador transcricional que controla a expressdo de varios genes de viruléncia (Nguyen,
Nguyen e Otto, 2020b; Yamazaki et al., 2024).

A adesdo microbiana a superficies e a subsequente formacao de biofilmes emergiram
como uma ameaga global (Idrees et al., 2021), pois conferem aos microrganismos a capacidade
de prosperar em ambientes hostis, e sua complexa estrutura fisiologica contribui para a
sobrevivéncia individual de bactérias, particularmente sob condi¢cdes adversas. Essa prote¢ao
se manifesta por meio de diversos mecanismos, incluindo a evasdo do sistema imunologico do
hospedeiro, resisténcia a agentes antimicrobianos e antibidticos, tolerdncia a dessecacgdo,
absor¢ao e armazenamento de nutrientes, atividade enzimatica extracelular intensificada,
adesdo ao local da infeccdo e retencdo de agua, entre outros (Singh et al., 2022). Em um
estudo in vivo utilizando um modelo murino de infec¢do de biofilme associado a implante

ortopédico, observou-se uma reducdo na atividade fagocitica e citotoxica de macréfagos na
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presenca do biofilme. Demonstrou-se que este efeito €, em parte, dependente da funcionalidade
do sistema agr (Torres et al., 2015).

Os microrganismos em biofilmes desenvolvem resisténcia a agentes antimicrobianos
por meio de mecanismos de persisténcia molecular ou dorméncia metabolica, o que pode
resultar no reaparecimento de infecgdes por biofilme. Comparativamente as células
planctonicas, as bactérias dentro dos biofilmes demonstram uma resisténcia a antibioticos 1000
vezes maior (McCarthy et al., 2015; Mohammed et al., 2018). Outro fator negativo relacionado
as infec¢des causadas por biofilmes ¢ alta durabilidade do tratamento com antibidticos, fato que
além de aumentar o risco de aparecimento de resisténcia, também aumenta a toxicidade

medicamentosa, pois expde o paciente a altas doses de antibidticos (Peng et al., 2023).

2.5.1 O género Candida

Estima-se que existam aproximadamente cinco milhdes de espécies fungicas, as quais
ocupam uma ampla variedade de nichos ambientais e hospedeiros, incluindo ambientes
aquaticos, solos, vegetais, animais e seres humanos. Embora a maioria dessas espécies nao
apresente potencial patogénico, algumas sdo capazes de ocasionar infecgdes em humanos
(Valentine et al., 2025). Dentre essas, diversas espécies do género Candida destacam-se por
sua relevancia clinica, conforme recentemente reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS, 2024). Em relatorio publicado pela instituicdo, os patdgenos fungicos foram
classificados segundo critérios como taxas de mortalidade, incidéncia de infec¢des, resisténcia
aos antifungicos e dificuldades terapéuticas. Nesse contexto, Candida albicans foi categorizada
como uma das quatro espécies fungicas de prioridade critica para a saude publica global.

Sob condigdes fisiologicas normais, C. albicans integra a microbiota comensal humana,
colonizando de forma assintomatica superficies mucosas, como as do trato gastrointestinal, da
cavidade oral e da mucosa vaginal. A colonizagdo pode ocorrer precocemente, inclusive durante
o parto, por meio da transmissao vertical da mae para o neonato. No entanto, a presenca de
condi¢des predisponentes pode levar a transicdo desse microrganismo do estado comensal
(levedura) para o patogénico (hifa) (Armstrong et al., 2024). Nessa condi¢do, C. albicans ¢
capaz de provocar um espectro de manifestagdes clinicas que inclui desde infecc¢des
mucocutaneas  localizadas, como a candidiase orofaringea (em individuos
imunocomprometidos) e a candidiase vulvovaginal (em mulheres imunocompetentes), até
formas sistémicas graves e potencialmente fatais, como a candidiase invasiva (Bongomin et al.,

2017).
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A habilidade de C. albicans em colonizar e infectar distintos nichos no organismo do
hospedeiro esta relacionada a um conjunto diversificado de fatores de viruléncia e
caracteristicas adaptativas. Dentre esses fatores, destacam-se a capacidade de alternar entre as
formas morfologicas de levedura e hifa, a presenga de proteinas de adesdo (adesinas) e de
invasdo (invasinas) na superficie celular, a formacao estruturada de biofilmes e a producao de
enzimas hidroliticas que facilitam a degradagdo de tecidos e a invasdo do hospedeiro (Pereira
et al., 2021; Sulaiman et al., 2023).

Por outro lado, apesar da C. albicans geralmente manter uma relacdo comensal e ndo
prejudicial com o hospedeiro, determinadas condi¢des também podem favorecer sua
proliferacdo e transformacao em um agente patogénico. Fatores como o uso de antibidticos, que
desestabilizam a microbiota, lesdes nas barreiras epiteliais, bem como estados de
imunossupressao, podem comprometer o equilibrio dessa interagdo e permitir a invasao tecidual
pelo fungo (Romo e Kamamoto 2020).

Infecgdes por espécies de Candida tém sido tratadas com azois, a maior classe de
antifingicos. Contudo, a resisténcia a esses medicamentos tem aumentado tanto em ambientes
clinicos quanto in vitro. Os azdis atuam inibindo a enzima lanosterol 14-o-desmetilase,
essencial na sintese de ergosterol, componente da membrana fingica. Essa acdo afeta a estrutura
da membrana do fungo sem prejudicar células humanas. Sendo assim, a Candida pode se tornar
resistente aos azdis por trés vias principais. A primeira envolve bombas de efluxo que eliminam
o farmaco da célula, a segunda ocorre por mutagdes ou aumento da expressao do gene ERG1 1,
alterando o local de ligacdo dos azdis e a terceira consiste no desenvolvimento de vias

alternativas a célula fungica (Pristov e Ghannoum 2019).

2.5.2 Biofilme cross-kingdom de S. aureus associado a Candida albicans

As infecgdes associadas a biofilmes constituem uma causa cada vez mais prevalente de
morbidade e mortalidade em ambiente hospitalar. Dessa forma, a natureza multiespécies dos
biofilmes, particularmente em infec¢des cronicas como fibrose cistica e feridas cronicas, tem
sido reconhecida como um fator crucial na progressdo da doenca (Ul Haq, Khan e Krukiewicz,
2024).

Embora seja amplamente aceito que os biofilmes in vivo sejam tipicamente compostos
por multiplas espécies bacterianas imersas em uma matriz extracelular polimérica, de acordo

com Liu et al. (2025), ainda persistem importantes lacunas no conhecimento sobre a formagao
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de biofilmes multiespécies e as interacdes, sejam sinérgicas ou antagonicas, entre os diferentes
microrganismos que os compdem.

C. albicans e S. aureus sao frequentemente isolados, tanto individualmente quanto em
conjunto, em diversos dispositivos médicos, incluindo proteses, implantes, tubos endotraqueais
¢ de alimentagdo, sendo os cateteres o local mais comum de co-isolamento. De acordo com
dados da literatura, em 27% das infec¢des nosocomiais causadas por C. albicans, ha o
envolvimento de multiplos microrganismos, sendo S. aureus o terceiro patdgeno mais
frequentemente associado. A coexisténcia de Candida spp. € S. aureus também ¢ relatada em
infeccdes pulmonares de pacientes com fibrose cistica, onde a formagdo de biofilmes mistos
tem sido observada (Bernard, Girardot e Imbert, 2020; Luo ef al., 2021).

O desenvolvimento do biofilme de C. albicans compreende, classicamente, quatro
estagios sequenciais e inter-relacionados: adesdo, proliferagdo, maturacdo e dispersao.
Inicialmente, na fase de adesdo, células leveduriformes planctonicas aderem ao substrato,
estabelecendo uma camada basal que serve de alicerce para o desenvolvimento subsequente da
estrutura (Pereira et al., 2021). A etapa de proliferacdo ¢ caracterizada pela transicao
morfoldgica das células leveduriformes para a forma filamentosa, com a elongacdo e
desenvolvimento de hifas. Este processo de filamentacdo representa um ponto critico na
patogénese, permitindo que C. albicans invada tecidos do hospedeiro, superficies plasticas ou
outros materiais poliméricos presentes em dispositivos médicos inertes. A invasdo ¢ facilitada
pela secrecdo de um conjunto de enzimas hidroliticas, incluindo proteinases, hemolisinas e
fosfolipases, que degradam componentes teciduais e facilitam a penetragdo do fungo (Souza,
de et al., 2023; Watamoto et al., 2011).

Durante a maturagdo do biofilme, a producdo de hifas ¢ acompanhada pela sintese e
secre¢do de substancias poliméricas extracelulares, que formam uma matriz complexa. A matriz
do biofilme de C. albicans é composta principalmente por polissacarideos, destacando-se a-
manano, B-1,6-glucano e B-1,3-glucano (Kumari et al, 2018; Zarnowski et al., 2018).
Adicionalmente, a comunica¢do intercelular mediada por mecanismos de quorum
sensing desempenha um papel regulatorio fundamental, o farnesol, uma molécula de quorum
sensing amplamente estudada em C. albicans, modula diversos aspectos do desenvolvimento
do biofilme. Finalmente, no estdgio de dispersdo, células leveduriformes sdo liberadas do
biofilme maduro, disseminando-se para locais distantes e potencialmente iniciando um novo
ciclo de formagao de biofilme (Lee, Song e Kim, 2024; Watamoto et al., 2011).

Biofilmes inter-reinos formados pela interacdo de C. albicans e S. aureus exibem

elevada viruléncia e resisténcia a terapias antimicrobianas e as defesas imunes do hospedeiro
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walla et al., 2022). Os estudos também descrevem uma interacdo sinérgica entre esses
microrganismos, resultando em maior morbidade e mortalidade (Carlson, 1983), além disso
estudos demonstram que as interagdes entre C. albicans e estafilococos promovem um aumento
significativo na resisténcia a vancomicina (Harriott e Noverr, 2009).

Sugere-se que a plasticidade morfologica de C. albicans entre as formas de levedura e
hifa tenha uma grande influéncia na sua viruléncia, e que a forma hifa de C. albicans poderia
fornecer arquitetura ao biofilme em desenvolvimento, elevando o nimero de células bacterianas
durante o processo de maturacdao do biofilme (Luo et al., 2021; Ul Haq, Khan e Krukiewicz,
2024). Outros achados indicam que biofilmes formados pela associagcdo de S. aureus e C.
albicans demonstraram resisténcia superior a biofilmes formados por uma tUnica espécie,
mantendo-se firmemente aderidos a superficie de plastico mesmo sob estresse de cisalhamento,
indicando assim que a complexidade estrutural dos biofilmes mistos confere a eles propriedades
de adesdo aprimoradas e maior resisténcia as forcas fisicas (Lin ef al., 2013).

Nos biofilmes mistos de C. albicans e S. aureus, a interagdo entre as espécies ¢ mediada
por diversas moléculas de adesdo. As adesinas estafilococicas FnBPs, SasF e Atl, e a adesina
Als3 de C. albicans, atuam na ligagdo célula-célula. O aumento do pH extracelular, promovido
por C. albicans, estimula a producdo da toxina alfa, potente agente citotoxico, por S. aureus.
Adicionalmente, o farnesol, molécula sinalizadora de C. albicans, aumenta a expressdo de
bombas de efluxo em S. aureus, incrementando a resisténcia bacteriana a antimicrobianos e
comprometendo a cicatrizagdo de feridas, conforme observado em tulceras de pé diabético
(Elnagar, 2024; Paul et al., 2024).

Além disso, C. albicans produz prostaglandina E2, que estimula o crescimento e a
formag¢do de biofilme de S. aureus, assim como o (1,3)-B-D-glucano, componente da parede
celular fingica, liberado na matriz extracelular, protege as bactérias da acdo dos antibidticos
(Arévalo-James e Torrents, 2024; Rogiers et al., 2018). A figura 6 resume as principais

interagdes entre os biofilmes de C. albicans e S. aureus.
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Figura 6: Interagcdes no biofilme polimicrobiano de C. albicans — S. aureus (A) S. aureus adere
a proteina Als3 presente nas hifas de C. albicans, promovendo forte adesdo e favorecendo o
crescimento do biofilme (B) Sinais quimicos produzidos por C. albicans, como o farnesol e a
PGE?2, estimulam o crescimento e o aumento de biomassa do biofilme de S. aureus (C) A B-
glucana, atua como uma barreira fisica que dificulta a acdo de antimicrobianos e favorece a
sobrevivéncia de S. aureus (D) Biofilmes de C. albicans geram um microambiente hipoxico

que pode potencializar a producao de toxinas por S. aureus.
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2.6 Infeccoes relacionadas a cateteres

A crescente utilizacdo de dispositivos médicos em ambientes hospitalares para fins
terapéuticos tem contribuido para o aumento da incidéncia de infec¢des nosocomiais. Entre
esses dispositivos, destacam-se os cateteres venosos centrais (CVC) e periféricos (CVP),
amplamente empregados em tratamentos de pacientes internados e até mesmo em pacientes

ambulatoriais que necessitam de diversos tipos de terapia, como hemodialise, procedimentos
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cirargicos de menor porte, tratamentos oncoldgicos, entre outros (Baier et al., 2020; Cangui-
Panchi et al., 2022).

As infecgdes de corrente sanguinea associadas a cateteres (ICSAC) representam um
desafio para o sistema de saude, pois estdo ocasionam maior morbidade, risco de 2,75 vezes
maior de mortalidade e aumento significativo na utilizagdo de recursos hospitalares. Além
disso, pacientes que desenvolvem infec¢des relacionadas a cateteres durante a internagao
hospitalar enfrentam um prolongamento no tempo de permanéncia no hospital de 19,2 a 22,5
dias (Alotaibi, Barri e Elahi, 2020; Ngo Bell ef al., 2024).

O periodo estendido de internagao e os tratamentos associados podem gerar um aumento
consideravel nos custos hospitalares, variando de US$ 42.201 a US$ 70.407 (Yu, Jung e Ai,
2023). Outro fator agravante ¢ a maior probabilidade de readmissdo hospitalar, pacientes com
infecgdes relacionadas a cateteres apresentam 35,9% mais chances de serem readmitidos no
hospital em um periodo de 30 dias em comparacdao com pacientes que nao adquiriram infec¢ao
(Torres, Rupp e Cawcutt, 2024).

De acordo com Alotaibi, Barri e Elahi (2020), o prolongamento dos dias de internacdo
hospitalar devido a infeccdes relacionadas a cateteres também estdo relacionados a
sensibilidade do microrganismo causador da infeccdo. Sendo assim, para infeccdes causadas
por microrganismos nao resistentes o tempo de internagdo hospitalar aumenta em cerca de 12,2
dias, enquanto para microrganismos multirresistentes o tempo ¢ de 14 dias.

Um estudo conduzido por Ruiz-Giardin et al. (2019) analisou 1866 casos de infec¢des
de corrente sanguinea em um hospital na Espanha, demonstrando que Enterobactérias (15,6%)
e S. aureus (23,4%) foram agentes causadores mais frequentes de bacteremias associadas a
CVP, enquanto estafilococos coagulase-negativos foram mais frequentes entre os agentes
causadores de bacteremias associadas a cateteres centrais (64,1%).

Um estudo multicéntrico conduzido pelo Consoércio Internacional de Controle de
Infec¢des Nosocomiais em 2013 avaliou a taxa de infecgdes associadas a dispositivos médicos
em unidades de terapia intensiva (UTIs) de 43 paises. As taxas de infecgdes de corrente
sanguinea associadas a cateteres centrais foram de 4,9/1000 dias de uso para adultos e de 5,17
para pacientes pediatricos. O resultado desse estudo mostrou também que o nivel
socioecondmico mais elevado do pais estava correlacionado a um menor risco de infec¢ao, de
forma que em UTIs pediatricas e paises de renda média a baixa tiveram taxas estatisticamente
maiores de infec¢des primarias da corrente sanguinea associadas a cateteres do que paises de

renda média a alta (Rosenthal et al., 2014). Outro estudo conduzido por Saqui, Fernandes e
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Allard (2020) em hospitais do Canadd mostrou que a taxa de infecgdes de cateter foi de
0,97/1000 cateter por dia, com énfase para cateteres venosos centrais.

A ocorréncia de ICSAC pode ser atribuida a trés vias principais de contaminagdo, as
quais permitem a entrada de microrganismos de um ambiente externo nao estéril para a corrente
sanguinea normalmente estéril através do dispositivo médico. A primeira via, denominada extra
luminal, ¢ caracterizada pela migragao de microrganismos, principalmente da pele do paciente,
para o lumen do cateter. Esse processo pode ocorrer durante a inser¢ao do cateter ou enquanto
ele permanece in situ (Osoério et al., 2023; Zhang et al., 2013, 2016).

A segunda via, conhecida como intraluminal, envolve a contaminacao direta dos hubs e
conectores do cateter por contato com as maos de profissionais de saude, fluidos ou dispositivos
contaminados. A manipulagdo inadequada do cateter ou o uso de materiais contaminados
representam os principais fatores de risco nesse contexto. A terceira via de contaminagao ocorre
quando o cateter ¢ contaminado por microrganismos circulantes na corrente sanguinea, em
decorréncia de uma condigdo infecciosa preexistente que, por sua vez, causa a contaminagao
do dispositivo (Osério et al., 2023; Zhang et al., 2013, 2016). Esses dispositivos médicos,
devido a sua superficie, proporcionam um ambiente favoravel para a adesdo de microrganismos
(Reiter et al., 2011).

Posteriormente a fixacdo, muitas comunidades microbianas formam biofilmes, os quais
se tornam de dificil tratamento, pois protegem as células da agdo dos antibioticos. Como
consequéncia, tem-se a persisténcia da infecg¢@o e contribui¢do para aumento da morbidade do
paciente (Reiter et al., 2011; Zhang et al., 2016).

A prevaléncia das ICSAC ¢ influenciada por diversos fatores, incluindo as praticas
relacionadas a insercdo e manutencdo do cateter, de forma que diretrizes recentes sobre
prevencao de ICSAC da Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA) destacam
praticas cruciais para a prevengdo em trés etapas do ciclo de vida do CVC: antes da inser¢ao do
cateter, durante a inser¢do e durante a manutengao continua do cateter apds a inser¢do (Buetti
et al., 2022; Torres, Rupp e Cawcutt, 2024). As diretrizes estdo descritas na tabela 3, com foco
na insercdo e na retirada do cateter em condigdes assépticas, visando a diminui¢cdo de
contaminagdes microbianas. De acordo com La Torre, Baldanzil e Troster (2018), outros
fatores relacionados ao desenvolvimento de ICSAC sdo: local de inser¢do, tempo de uso,

presenga ou auséncia de doencas de base e imunossupressao.
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Tabela 3 - Medidas de Prevengao de ICSAC por CVC, diretrizes da SHEA.

Antes da Insercio - Avaliar se o acesso central ¢ necessario
- Treinamento do pessoal
- Utilizar clorexidina para preparag@o de banhos diarios em pacientes com

mais de dois meses de idade

Durante a Insercao - Priorizar a inser¢do da linha em local anatdmico menos associado a
complicagdes
- Higiene das maos antes de manipular a linha
- Preparar a pele com clorexidina alcoodlica

- Técnica estéril e barreira estéril completa

Apos a Insercio - Alocacdo adequada de pessoal para cuidados com o cateter
- Curativos com clorexidina em pacientes com mais de dois meses de idade
- Troca de curativos conforme necessario ¢ pelo menos a cada 7 dias -
Desinfetar o hub antes de acessar o cateter
- Remover os cateteres quando ndo forem necessarios

- Monitoramento especifico para ICSAC na unidade

Fonte: adaptado de Buetti ef al. (2022).

No que se refere ao uso de CVP, estima-se que cerca de 1,2 bilhdo de dispositivos sejam
utilizados anualmente em todo o mundo. As principais complicagdes da inser¢ao e uso incluem:
flebite, hematomas e extravasamento, sendo as ICSAS causadas por CVP menos relatadas
(Zanella et al., 2024). Porém sabe-se que cerca de 30-80% dos pacientes admitidos em ambiente
hospitalar fazem uso de CVP durante sua estadia, apresentando tempo de permanéncia do CVP
de 3 a 4 dias, com tempo médio de permanéncia de 2 dias (Zingg e Pittet, 2009).

A incidéncia de infecgdes de corrente sanguinea associadas a CVP ¢ estimada em
aproximadamente 0,2 a 0,7 casos a cada 1000 dias de uso do dispositivo, uma propor¢do geral
de 0,08% de uso (Pujol et al., 2007; Zingg e Pittet, 2009). Outro estudo sugere que a incidéncia
seja de 65,1 a cada 100.000 cateteres por dia (Marsh et al., 2024). Entretanto, outros dados
afirmam que cerca de 5-25% dos dispositivos estejam colonizados por microrganismo no
momento da remogao (Pujol et al., 2007) .

Outro agravante ¢ o microrganismo causador, pacientes com ICSAC-CVP causadas
por S. aureus apresentaram maior taxa de bacteremia complicada e maior mortalidade geral
(27%) do que pacientes com ICSAC-CVP causadas por outros microrganismos (11%) (Pujol et
al., 2007). De acordo Sato et al. (2017) para pacientes com ICSAC-CVP, a bacteremia por S.

aureus continua sendo o maior problema que pode influenciar o progndstico. As implicagdes
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de custo associadas ao tratamento antimicrobiano também sao consideraveis para ICSAC-CVP
causadas por S. aureus, que levam quase o dobro do tempo (43 dias) para serem tratadas do que
as infec¢des ndo causadas por S. aureus (27 dias) (Marsh et al., 2024).

Estudo realizado por Osorio et al. (2023) em hospitais de Portugal demonstrou que 30%
dos CVPs apresentaram contaminag¢ao com o género Staphylococcus, sendo o mais prevalente,
representando 48,8% dos isolados. Este género demonstrou resisténcia significativa a diversos
antibioticos, incluindo penicilina (91%), eritromicina (82%), ciprofloxacino (64%) e cefoxitina
(59%). Além disso, 59% das cepas foram classificadas como resistentes a meticilina.
Entretanto, a deteccdo do gene mecA em 82% dos isolados testados sugere uma prevaléncia
ainda maior de resisténcia a essa classe de antibioticos.

No Brasil, a literatura relata altas taxas de ICSAC, um estudo realizado em trés hospitais
publicos da cidade de Sao Paulo demonstrou que a taxa de incidéncia de ICSAC por CVC foi
de 3,9 a cada 1000 cateteres centrais por dia. A taxa de mortalidade dos pacientes com e sem
ICSAC foram de 12,9% e 10,7% respectivamente. Na andlise dos fatores de risco, foram
identificados como mais criticos para o desenvolvimento de ICSAC o maior tempo de uso do
cateter, bem como a utiliza¢ao de mais de um dispositivo (Torre, La, Baldanzi e Troster, 2018).

A pandemia de COVID-19 teve um impacto significativo na prevaléncia de IRAS em
ambito internacional. Estudos que analisaram as taxas de IRAS antes e nos primeiros seis meses
(2020) da pandemia demonstraram um aumento de 51% (0,51 para 0,85) na taxa de ICSAC por
CVC por 1.000 dias de uso do dispositivo e de 62,9% a cada 10.000 pacientes (Fakih et al.,
2022). Outro estudo conduzido com dados de pacientes hospitalizados com e sem pneumonia
por COVID-19, constatou que aqueles com diagnostico positivo para COVID-19 apresentaram
maior incidéncia de ICSAC, correspondendo a 78,95% do total de infec¢des observadas (Jaffer
et al., 2024).

Em sintese, a patogénese das infecgdes em dispositivos intravasculares ¢ um processo
multifatorial, resultante da complexa interacdo entre diversos elementos. Fatores bacterianos,
como a afinidade da cepa de S. aureus por ligantes presentes nos tecidos do hospedeiro, e
caracteristicas do dispositivo, como as propriedades da superficie do material utilizado,
desempenham papéis distintos na instalagcdo da infec¢do. Embora as propriedades de viruléncia
dos microrganismos colonizadores exer¢am uma influéncia significativa na ocorréncia da
infeccdo, diversas estratégias podem ser utilizadas pelos profissionais de saude para combater

essas infec¢des (Trautner; Darouiche, 2015).
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2.7 Tratamento

A vancomicina ¢ o fdrmaco de escolha para o tratamento de infec¢cdes por SARM. No
entanto, o surgimento de cepas resistentes a vancomicina tem sido relatado nos ultimos anos,
tornando-se mais uma barreira no tratamento de SARM (Palavecino, 2014).

O avango do microrganismo impulsionou o uso generalizado de vancomicina, de forma
que o surgimento de cepas com suscetibilidade reduzida era inevitavel. O primeiro relato
ocorreu em 1996, com a identificagdo da cepa MUS8O, que demonstrava uma concentragao
inibitéria minima (CIM) de vancomicina de 8 pg/mL. A cepa foi isolada de uma infec¢ao de
ferida em uma crianga japonesa que recebia tratamento prolongado com um antibidtico
glicopeptideo (Holubar, Meng e Deresinski, 2016; Liu et al., 2024).

Esta descoberta marcou o inicio da era de S. aureus com resisténcia intermediaria a
vancomicina (VISA), caracterizado por uma CIM entre 4 e 8 ug/mL. Em seguida, surgiram
cepas com resisténcia intermediaria heterogénea (hVISA), resultado de alteragdes na parede
celular do patogeno, que levaram ao sequestro do glicopeptideo. Em 2002, foi identificada a
primeira cepa totalmente resistente & vancomicina (VRSA), com uma CIM superior a 32 pg/mL
(Adamu et al., 2024; Holubar, Meng e Deresinski, 2016; Liu et al., 2024), via aquisi¢ao do
operon van de enterococos resistentes a vancomicina, o qual contém genes que alteram a via de
sintese do peptidoglicano, substituindo o terminal D-Ala-D-Ala por D-alanil-D-lactato (D-Ala-
D-Lac) ou D-alanil-D-serina (D-Ala-D-Ser). A vancomicina tem uma afinidade muito menor
por esses terminais modificados, conferindo alta resisténcia (Mlynarczyk-Bonikowska et al.,

2022) (Figura 7).
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Figura 7 — Estrutura quimica da molécula de Vancomicina. a) Ligacdes entre a vancomicina e

a porcdo D-Ala-D-Ala terminal do peptideoglicano. b) Por¢do modificada D-Ala-D-Lac.
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Fonte: Adaptado de Silveira et al., 2006.

Embora a conten¢ao rigorosa da fonte infecciosa seja crucial para o manejo persistente
de SARM, diversos fatores inerentes ao paciente podem dificultar o tratamento, portanto, a
otimizagdo do tratamento antibidtico também se torna fundamental. O uso combinado de
daptomicina e ceftarolina tem sido indicado como uma alternativa terapéutica promissora,
embora os dados disponiveis se limitem, em sua maioria, a relatos de casos ou pequenos estudos
de coorte. A substituicdo da vancomicina pela daptomicina carrega um risco potencial de
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento com daptomicina, entretanto, essa probabilidade

¢ reduzida quando se utiliza a associagdo de daptomicina e ceftarolina (Kufel et al., 2023).
2.7.1 Vancomicina

A vancomicina ¢ um antibiotico da classe dos glicopeptideos, com estrutura complexa
(Figura 7), e atua como um potente bactericida frente a bactérias Gram-positivas. Seu
mecanismo de acdo principal reside na inibicdo da sintese do peptidoglicano, o principal
componente estrutural da parede celular bacteriana (Bugg et al., 2011). A vancomicina se liga

a por¢ao D-alanil-D-alanina das unidades precursoras de peptideos, bloqueando o sitio crucial
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de ligacdo. Essa interacdo impede a atividade da peptidoglicano polimerase, uma enzima
essencial para a formagdo da parede celular, e bloqueia as reagdes de transpeptidagdo. Como a
vancomicina interfere com a sintese do peptidoglicano em um ponto anterior ao local de agao
da penicilina, ndo foi relatada a resisténcia cruzada entre esses antibidticos. A inibi¢do provoca
enfraquecimento das paredes celulares bacterianas, causando vazamentos de componentes
celulares com consequente morte celular (Koyama; Inokshi; Tomoda, 2013; Wilhelm, 1991).

A vancomicina possui taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas de aproximadamente
55%. Em individuos com fun¢ao renal normal, sua meia-vida é de cerca de 6 horas. No entanto,
em caso de disfung¢do renal, a meia-vida se estende significativamente, chegando a 7,5 dias. Em
pacientes com fung¢do renal normal, a administracdo intravenosa de 1 grama de vancomicina
geralmente resulta em niveis séricos maximos entre 20 e 50 pg/mL e niveis minimos entre 5 e
10 pg/mL. A excregdo ocorre principalmente por filtragdo glomerular, com cerca de 90% da
dose sendo eliminada inalterada na urina em um periodo de 24 horas (Torres et al., 2023;
Wilhelm, 1991).

O principal efeito adverso relacionado ao uso da vancomicina ¢ a ototoxicidade, ou seja,
o dano ao nervo auditivo, que pode resultar em perda de audicdo. Esse efeito colateral ¢ mais
comum em pacientes com niveis séricos extremamente elevados de vancomicina, geralmente
acima de 80 a 100 pg/mL, dessa forma, ¢ raro observar ototoxicidade quando os niveis séricos
se mantém em 30 ug/mL ou abaixo (Adamu et al., 2024; Jiang et al., 2023; Wilhelm, 1991).

Outro efeito adverso caracteristico da vancomicina ¢ conhecido como sindrome do
"homem vermelho" ou "pescogo vermelho", a qual se manifesta como uma reacdo alérgica
cutanea. Essa reacdo se apresenta como prurido e erup¢ao cutanea avermelhada eritematosa que
afeta principalmente o rosto, pescoco e parte superior do tronco, podendo, em alguns casos,
estar associada a queda da pressdo arterial. A sindrome pode se desenvolver minutos apds o
inicio da infusdo da vancomicina ou logo apos o término. A causa dessa reagao ¢ a liberagdo de
histamina, ndo mediada pelo sistema imunologico. Sendo assim, para evitar essa complicagao,
¢ recomendado que a infusdo da vancomicina seja administrada em um periodo minimo de 1

hora (Wilhelm, 1991; Williams, 1984).
2.7.2 Daptomicina
A daptomicina (Figura 8), um lipopeptidio ciclico que ocorre naturalmente, ¢ produzido

pela bactéria Streptomyces roseosporus. Seu mecanismo de acdo esta baseado na ligacao

irreversivel 4 membrana citoplasmatica, de forma Ca?" dependente, resultando em
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despolarizagdo da membrana e ruptura dos gradientes idnicos, ocasionando a morte da célula
(Guo et al., 2020; Huang, 2020). A daptomicina foi aprovada nos EUA pela Food and Drug
Administration (FDA) em setembro de 2003 e pela Agéncia Europeia de Medicamentos
(EMEA) em janeiro de 2006 para o tratamento de infeccdes complicadas de pele e tecidos moles
causadas por organismos Gram-positivos na dose de 4 mg/kg uma vez ao dia (Enoch et al.,

2007).

Figura 8 — a) Estrutura quimica da molécula de Daptomicina. b) Mecanismo de agdo da

Daptomicina.
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Fonte: disponivel em: https://go.drugbank.com/drugs/DB00080.Acesso em 06/12/2024.Plataforma Biorender.
Apresenta potente atividade contra bactérias Gram-positivas, porém bactérias Gram-

negativas sdo resistentes a daptomicina, pois 0 medicamento ndo pode penetrar através do

envoltorio celular até a membrana citoplasmatica (Murray, 2022). Outro fator relevante ¢ que,
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por conta de seu mecanismo de acdo singular, ha diminui¢ao da probabilidade da ocorréncia de
resisténcia cruzada com outros antibioticos (Heidary et al., 2018).

Esse medicamento, na maioria das vezes, € utilizado como dose tnica (6mg/Kg a cada
24h), pois possui meia-vida de aproximadamente 8 h, mostrando ainda um efeito pos-
antibiotico prolongado (> 6,8 h). Estudos mostram que a daptomicina atinge concentragdes
terapéuticas em infecc¢des de pele e tecido moles, bem como em endocardite. Porém apresenta
como principal limitacdo o fato de ndo atravessar a barreira hemato encefélica (BHE) e a sua
inativagdo por surfactantes alveolares, inviabilizando seu uso em casos de pneumonia por
SARM (Enoch et al., 2007; Heidary et al., 2018; Koyama, Inokoshi e Tomoda, 2013).

As principais manifestagdes adversas consistem em reacdes gastrointestinais, reagdes
no local da aplicagdo, febre, dores de cabeca e rashs cutdneos. Todos os sintomas foram
relatados em niveis de médio a moderado (Guo et al., 2020). A daptomicina geralmente ¢
utilizada em infec¢des onde a vancomicina apresentou falha terapéutica. Entretanto, em 2010,
foram relatados seis casos de bacteremia por Staphylococcus aureus ndo suscetivel a
daptomicina, todos em pacientes que haviam recebido tratamento prévio com vancomicina.
Esses casos, identificados em hospitais locais dentro de um ano do langamento da daptomicina
em Singapura, corroboram com estudos in vitro que associam o desenvolvimento de resisténcia

a daptomicina a exposi¢ao prévia a vancomicina (Heidary et al., 2018; Hsu et al., 2010).

2.7.3 Linezolida

A linezolida (Figura 9) € um antibidtico sintético da classe das oxazolidinonas, que atua
na inibicdo da sintese de proteinas bacterianas, ligando-se ao RNA ribossomico (;RNA) na
subunidade ribossdmica 50S (Murray, 2022). Esse mecanismo impede a formacdo do complexo
de inicia¢do da tradugdo, o que resulta em cadeias peptidicas mais curtas e na redugdo da
velocidade da reagdo de tradugdo. E importante destacar que o local de agdo da linezolida, o
complexo de inicia¢do, ocorre antes do sitio de acdo de outros inibidores da sintese de proteinas
que atuam na fase de alongamento da traducdo. Essa caracteristica singular explica a auséncia
de resisténcia cruzada com outros inibidores da sintese de proteinas (Hashemian, Farhadi e

Ganjparvar, 2018).
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Figura 9 - Estrutura quimica(a) e mecanismo de a¢ao(b) da molécula de Linezolida.
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O farmaco apresenta 6tima absor¢ao oral, com biodisponibilidade de 100%, tornando-a
uma opcdo terapéutica de facil acesso para o tratamento de infec¢des causadas por
microrganismos Gram-positivos (Mendes, Deshpande e Jones, 2014). Além disso, a linezolida
possui a capacidade de bloquear a expressao de elementos de viruléncia bacteriana, o que leva
a reducdo da producao de toxinas por patégenos Gram-positivos (Koyama, Inokoshi e Tomoda,
2013).

Em um estudo clinico realizado por Fu et al. (2013), a linezolida foi comparada com a
vancomicina no tratamento de pacientes com suspeita ou confirmacao de infecgdes de pele e
tecidos moles causadas por SARM. A pesquisa incluiu pacientes com infec¢des por SARM
acometendo areas extensas da pele ou tecidos moles mais profundos, como abscessos, celulite,
ulceras infectadas ou queimaduras. Na andlise de tratamento, 92,2% dos pacientes foram
tratados com linezolida e 88,5% com vancomicina. Os resultados da terapia com linezolida
demonstraram superioridade em relagdo a vancomicina, com taxas de sucesso

significativamente maiores.
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Os efeitos adversos relacionados aos medicamentos foram semelhantes entre os grupos
tratados com linezolida e vancomicina. Os resultados deste estudo indicam que a terapia com
linezolida ¢ superior a vancomicina no tratamento de infec¢des de pele e tecidos moles causadas
por SARM (Chai et al., 2016; Fu et al., 2013). A resisténcia do Staphylococcus aureus a
linezolida, embora ainda relativamente incomum (2%) em comparagdo com outros antibidticos,
estd emergindo como uma preocupagdo crescente (Yang et al., 2025). Os mecanismos de
resisténcia incluem: mutagdes no dominio V do 23S rRNA, presenga do gene cfr que codifica
uma metiltransferase que modifica o rRNA 23S no mesmo sitio de ligagdo do linezolida e

expressao de bombas de efluxo (Yang ef al., 2024).

2.7.4 Ceftarolina

A ceftarolina (Figura 10), o metabdlito ativo do pro-farmaco ceftarolina fosamil, ¢ uma
cefalosporina de amplo espectro com atividade bactericida in vitro contra microrganismos
Gram-positivos comuns, incluindo SASM, SARM e Enterobacteriaceae produtoras de -
lactamases de espectro estendido (Soriano, 2021). Semelhante a outros antibidticos f-
lactdmicos, a ceftarolina exerce seu efeito bactericida por meio da liga¢do as PBPs, o que resulta
na inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, levando a lise celular e morte bacteriana

(Welte et al., 2019).

Figura 10 - Estrutura quimica da molécula de Ceftarolina.
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Ao contrario da maioria dos B-lactamicos, a ceftarolina tem como alvo a PBP2a com
alta afinidade, aumentando sua atividade contra SARM ¢ incluindo variantes resistentes a
vancomicina. Um estudo conduzido em varias regides do mundo entre os anos de 2008 a 2020
demonstrou que a ceftarolina possui potente atividade frente a SARM, principalmente em
pacientes com pneumonia (Roy et al., 2023; Welte et al., 2019). De acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021), as CIMs para ceftarolina contra S. aureus sio:
sensivel (<1 mg/L), sensivel dependente da dose (2-4 mg/L) e resistente (= 8 mg/L).

A respeito da farmacocinética, o firmaco ¢ administrado por via intravenosa, em infusao
de 60 minutos, alcangando uma concentragdo sérica maxima de 28 mg/L. com a administra¢ao
de 600 mg. Apresenta meia-vida de 2,5 horas e ligacdo as proteinas plasmaticas de 15-20%.
Aproximadamente 20% da ceftarolina ¢ metabolizada no figado, sem afetar a atividade das
isoenzimas do citocromo P-450. A eliminagdo ocorre principalmente por via urinaria (90%),
sendo 64% excretada na forma ativa (Soriano, 2021).

No que se refere a resisténcia, em 2023 foi publicado estudo conduzido em hospitais
terciarios na India, havendo mostrado que, de um total de 198 isolados de SARM, 8,6%
(17/198) apresentaram fendtipo de resisténcia intermedidria a ceftarolina, enquanto 91,4%
(181/198) permaneceram sensiveis a este antibidtico. Dos 17 isolados classificados como
intermediarios a ceftarolina, 88,2% (15/17) apresentaram uma CIM de 2 pg/ml, e 11,8% (2/17)
apresentaram uma CIM de 3 pg/ml. Os 91,4% restantes (181/198) isolados foram sensiveis a
ceftarolina, exibindo uma CIM < 1 pg/mL (Roy et al., 2023). O estudo sugere que a ceftarolina
¢ uma melhor alternativa em relagdo a vancomicina e linezolida.

Diante desse contexto observa-se que a utilizagdo de agentes bacterianos exerce uma
pressdo seletiva que favorece a emergéncia de microrganismos resistentes. Inicialmente raros
nas populacdes naturais, esses organismos podem se tornar predominantes & medida que a
exposi¢do continua aos fArmacos elimina os microrganismos sensiveis. Evidéncias indicam que
a presenga de antibidticos pode, inclusive, acelerar processos de mutacio e recombinagdo em
bactérias, contribuindo para a perda de eficacia do proprio tratamento ao longo do tempo. A
resisténcia, portanto, ¢ um fendmeno antigo e amplamente disseminado (Ahmed et al., 2024;
Prestinaci et al., 2015).

Sendo assim, a demanda por novos agentes antimicrobianos, especialmente
antibacterianos, ¢ continua, considerando que o aparecimento de resisténcia €, em muitos casos,
inevitavel. Nas ultimas décadas, avangos relevantes foram obtidos por meio da modificagao
estrutural de antibioticos ja existentes, tanto de origem natural quanto sintética. Exemplos disso

incluem as geragdes mais recentes de beta-lactimicos e macrolideos, que representam
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aprimoramentos sucessivos de compostos previamente conhecidos (Salam et al., 2024; Asghar
et al., 2024). Contudo, o desenvolvimento de novas estratégias e abordagens inovadoras para a
descoberta de moléculas com mecanismos de acdo que limitem o aparecimento de resisténcia
tem sido limitado. Nesse contexto, o reposicionamento de farmacos, o sinergismo entre
moléculas e a pesquisa por novos produtos naturais com a¢ao antimicrobiana tém sido utilizadas

como estratégias promissoras (Briissow 2024).

2.8 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo compostos anfifilicos de natureza diversa, sintetizados a partir de
recursos renovaveis (Tambone et al., 2021). Sua estrutura singular ¢ caracterizada por uma
porcdo hidrofobica e uma por¢ao hidrofilica (Moutinho et al., 2021). A porg¢ao hidrofébica, que
interage com solventes orgénicos, ¢ tipicamente composta por cadeias de hidrocarbonetos
saturados ou insaturados, ou dcidos graxos. Em contrapartida, a porc¢ao hidrofilica, que repele
solventes orgénicos, pode ser constituida por acidos, cations ou anions peptidicos, mono-, di-
ou polissacarideos (Ceresa et al., 2019).

Essas estruturas podem ser produzidas por meio de diferentes vias microbianas de
fermentagdo. No processo de producdo, utiliza-se uma tunica fonte de carbono, como um
carboidrato, ou uma combinagdo de dois substratos, como agticares e lipidios. Os organismos
mais comumente utilizados na producdo de biossurfactantes por fermentacdo sdo bactérias,
leveduras e fungos filamentosos. O produto gerado pode ainda ser modificado quimicamente
para melhorar suas propriedades, envolvendo diversas estratégias, como saponificacdo,
sulfonac¢do, etoxilagdo e polimerizagdo (Chong e Li, 2017; Moutinho et al., 2021; Shekhar,
Sundaramanickam ¢ Balasubramanian, 2015).

Os biossurfactantes sdo classicamente agrupados em duas categorias, sendo estas
glicolipidios e lipoproteinas. Os primeiros consistem em moléculas de baixo peso molecular e
possuem caracteristica de reduzir a tensdo de interface em superficies. Ja as lipoproteinas sao
estruturas de alto peso molecular com caracteristicas de bioemulsificantes e de liga¢do as
superficies. Os glicolipidios sdo formados por uma fragdo hidrofilica de um composto
carboidrato como glicose, manose, ramnose ¢ a fragdo hidrofébica com uma longa cadeia de
acido graxo. Sdo subdivididos em ramnolipideos (RL), sorolipideos, galactosil-diglicerideo,
entre outros (Chong e Li, 2017; de Vieira e Nitschke, 2019; Pornsunthorntawee, Wongpanit e
Rujiravanit, 2010).
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Os RL sdo os biossurfactantes anfipaticos microbianos mais amplamente estudados,
possuindo duas fragdes distintas: a fragdo ramnose (glicon) e a fracdo lipidica (aglicon). A
fracdo ramnose, por sua natureza hidrofilica, ¢ constituida por moléculas de mono ou di-(L)-
ramnose, unidas por uma ligacao glicosidica a-1,2. J& a fra¢do lipidica, de natureza hidrofobica,
¢ composta por uma ou mais cadeias de acidos graxos beta-hidroxilados, saturados ou
insaturados, com comprimentos de cadeia variando de C8 a C24 (Figura 11). Essas cadeias sao

unidas por meio de uma ligagao éster (Chong e Li, 2017; Thakur et al., 2021).

Figura 11 - Estrutura quimica de moléculas de RL formadas por mono ou di-(L)-ramnose e

cadeias de acido graxo.
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Fonte: Adaptado de Ramos da Silva et al. (2019).

A diversidade estrutural dos RL ¢ vasta, com a possibilidade de produ¢do de cerca de
sessenta congéneres ou homologos, dependendo das variedades de agucares ou hidrocarbonetos
utilizados. A bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa ¢ a espécie mais comumente
associada a producao de RL (Aleksic et al., 2017).

Além da sustentabilidade, os biossurfactantes apresentam diversas vantagens em relagao
aos surfactantes sintéticos a base de 6leo. Como por exemplo, biodegradabilidade e menor
toxicidade, os biossurfactantes se decompdem facilmente no ambiente, sendo produzidos
através de fontes renovaveis e diminuindo o impacto ambiental. Assim como, essas moléculas
apresentam auséncia de carcinogenicidade e teratogenicidade (Marangon et al., 2020;

Mat’atkova et al., 2021). Estudos demonstram que os biossurfactantes poderiam ter uma ampla



58

gama de aplicagdes em campos farmacéuticos, como entrega de genes, agentes para
insuficiéncia respiratéria, adjuvantes imunologicos, agentes antiadesivos em cirurgias e
inibi¢do da adesdo de organismos patogénicos a superficies solidas (Abdel-Mawgoud, Lépine
e Déziel, 2010; Buonocore et al., 2023; Falagas e Makris, 2009; Ohadi et al., 2020; Pacwa-
Plociniczak et al., 2011).

O fato de os biossurfactantes serem anfipaticos faz com que essas moléculas reduzam a
tensdo interfacial entre duas superficies, alterando as propriedades das superficies com as quais
entram em contato (Pisarcik et al., 2019). Dessa forma, uma das principais aplica¢des ¢ na
prevencao da formagdo de biofilmes microbianos. Parreira, Granjeiro e Mano (2020) mostraram
que implantes ortopédicos cobertos com RL em sua superficie diminuem em 72% a adesdo de
microrganismos como S. aureus, Escherichia coli e Enterobacter cloacae.

Rodrigues et al. (2004, 2006) também demonstraram que a extensdo da adesdo
bacteriana a tubos de silicone pré-tratados com um biossurfactante produzido por S.
thermophilus ¢ com um RL produzido por P. aeruginosa diminuiu significativamente em
relacdo aos tubos ndo tratados. As taxas de diminui¢do variaram de 72% a 48%,
respectivamente. Nesse contexto, o pré-tratamento com compostos biossurfactantes pode
constituir uma estratégia promissora para reduzir a taxa de coloniza¢do microbiana.

Com relacdo a farmacocinética desses compostos, estudos indicam que os
biossurfactantes podem ser rapidamente absorvidos por vias tdpicas e sistémicas, mas sua
distribuicao depende do tipo de biomolécula e da presenca de proteinas carreadoras no plasma.
O metabolismo desses compostos parece ocorrer, em grande parte, no figado, com possivel
geracdo de metabdlitos ativos. A excre¢do ocorre principalmente por vias biliar e renal (Banat
et al., 2010; Marchant e Banat, 2012). Sendo assim, dados mais robustos sdo necessarios para
estabelecer pardmetros farmacocinéticos precisos, o que demanda ensaios clinicos e estudos
toxicologicos, de forma que a compreensao desses aspectos € essencial para o desenvolvimento

seguro e eficaz de biossurfactantes como agentes terapéuticos.

2.9 Biossurfactantes cationicos derivados de aminoacidos

Ha muito tempo, os biossurfactantes sdo produzidos em diversas formas. Com sua
relevancia e aplicagdes se expandindo continuamente, impulsionadas por suas caracteristicas
vantajosas, como a origem renovavel, a biodegradabilidade e a baixa toxicidade (Singh, Patil e

Rale, 2019). Os surfactantes cationicos, devido sua ampla gama de aplicagdes, tém recebido
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crescente atencdo nos ultimos anos. Surfactantes cationicos a base de amonio quaternario sao
antimicrobianos utilizados ha mais de 50 anos em antissépticos, sem aparente perda de eficacia.
Apesar de seu uso disseminado, esses compostos apresentam limitagcdes para aplicagdes
biomédicas devido a toxicidade para células humanas e ao seu impacto ambiental negativo,
dada a baixa biodegradabilidade e toxicidade para organismos aquaticos. Estudos demonstram
que sua persisténcia no ambiente aquatico ¢ elevada, com meias-vidas estimadas em anos,
aumentando a exposicao e o risco para a biota (Colomer et al., 2011; Pinazo et al., 2016).

A combinagdo de um grupo de cabeca carregado positivamente com uma ou mais
cadeias alquilicas hidrofébicas confere aos surfactantes catidnicos uma multifuncionalidade
superior em relacdo aos surfactantes anidnicos, pois as superficies celulares de bactérias (e, em
menor grau, outros microrganismos) geralmente possuem uma carga liquida negativa devido a
presenca de fosfolipidios, lipopolissacarideos (LPS) e proteinas em suas membranas ou paredes
celulares (Moutinho et al., 2021; Thakur et al., 2021). Sua atividade de superficie se baseia na
troca i0nica, promovendo a adsor¢do em superficies com carga oposta. Essa propriedade,
combinada com seu potencial antimicrobiano, amplia ainda mais as areas de aplicacdo dos
biossurfactantes catidnicos (Tantawy et al., 2018).

A interacao desses compostos com as membranas celulares de microrganismos tem sido
explorada em novas terapias antimicrobianas e antifingicas, com um mecanismo de agdo que
¢ baseado em interagOes eletrostaticas (Pérez et al., 2020; Ramos da Silva et al., 2019). A
interagdo dos biossurfactantes catidnicos com microrganismos ocorre em duas etapas
principais. Na primeira etapa, o biossurfactante se liga @ membrana celular alvo, processo
impulsionado por interacdes eletrostaticas entre o grupo de cabega polar carregado
positivamente do surfactante e as moléculas negativamente carregadas presentes nas
membranas bacterianas. Em bactérias Gram-negativas, essas moléculas sdo os
lipopolissacarideos, enquanto em bactérias Gram-positivas, o acido lipoteicoico € o principal
componente que interage com o surfactante catidnico (Banat, Rienzo e Quinn, 2014; Ceresa et
al., 2023).

Na segunda etapa, a cadeia alquilica hidrofobica do biossurfactante catidnico interage
com a bicamada lipidica da membrana celular, alterando sua estrutura e facilitando o transporte
de componentes intracelulares através da membrana. Esse mecanismo explica a menor eficacia
dos surfactantes catidnicos contra bactérias Gram-negativas, as quais apresentam uma
composi¢do de membrana dupla, externa e interna, as quais dificultam a entrada da molécula
na célula (Ceresa et al., 2021, 2023; Ramos da Silva et al., 2019). De forma resumida, o modo

de acdo seria por atragdo eletrostatica, pois a carga positiva do biossurfactante seria atraida



60

pelas cargas negativas dos lipideos que constituem a membrana de bactérias Gram-positivas

(Figura 12) (Mejia Jiménez, Arceo Martinez e Loeza Lara, 2018).

Figura 12 - Interacdo eletrostatica de biossurfactante catidnico com a membrana de bactérias
Gram-positivas. 1) Atragdo eletrostatica do biossurfactante cationico (+) com o acido teicoico
e lipoteicoico (-) da parede celular. 2) Ligacdo do biossurfactante catidnico com a parede
celular. 3) Interag¢do entre a membrana e a parede celular alterada, permitindo a perturbagdo da

integridade da membrana.
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Fonte: Adaptado de Mejia Jiménez, Arceo Martinez e Loeza Lara (2018)

A versatilidade estrutural dos biossurfactantes catidnicos derivados de aminoécidos ¢
muito evidenciada, com a possibilidade de projetar uma variedade de estruturas, considerando
a diversidade de aminodcidos (polares, apolares, acidos e basicos). Assim, representa uma
opcdo promissora aos tensoativos sintéticos tradicionais, apresentando caracteristicas cruciais
para a viabilidade industrial: versatilidade, baixa toxicidade, fontes renovaveis de insumos,
biodegradabilidade e sintese simplificada (Pinazo et al., 2016; Polidor et al., 2024; Zakharova
etal., 2019).
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Em virtude da presenca de um grupo guanidina, a arginina se destaca como um excelente
precursor para a produ¢do de tensoativos com atividade antimicrobiana. A literatura cientifica
registra um numero expressivo de compostos com notavel a¢do antisséptica e propriedades
farmacoldgicas, tendo em comum grupos fortemente basicos do tipo guanidina ligados a uma
porcdo lipofilica (Pérez et al., 2020; Pinazo et al., 2020; Polidor et al., 2024).

A molécula utilizada nesse estudo consiste em uma mistura de mono e di-ramnolipideos
complexada com o aminoécido arginina (RLMIX Arg) (Figura 13), a qual foi produzida de
acordo com Ramos da Silva et al. (2019). Os RLMIX Arg foram preparados ligando-se o grupo
NH: livre da arginina ao grupo carboxila terminal do RL. Sendo assim, o objetivo principal
desta modificacdo foi aumentar a atividade antimicrobiana dos RL por introdu¢do de grupos
carregados positivamente. Trabalhos publicados anteriormente demonstram que a incorporagao
do grupo cationico arginina, diminuiu as concentra¢des inibitérias minimas do composto para
cepas de Candida albicans: mistura de mono e di-ramnolipideos (CIM > 250 pg/mL) e mistura
de mono e di-ramnolipideos complexado a arginina (CIM = 20,7 pg/mL) (da Silva et al., 2020).
J& para uma cepa de SARM a CIM relatada foi de 32 pg/mL e para uma cepa de E. coli a CIM
> 250 pg/mL (Ramos da Silva et al., 2019).

Figura 13 - Estrutura quimica dos monos (2) e di-RL (1) complexados com a molécula de

arginina.
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Tendo em vista que estudo prévio de da Silva ef al. (2020) demonstrou a atividade
antifingica do RLMIX Arg frente Candida spp. em células planctonicas e biofilme, o presente
estudo exibe uma abordagem que enfatiza a a¢do antibacteriana em SARM. Ramos da Silva et
al. (2019) indicou em testes preliminares o potencial deste biossurfactante frente bactérias
Gram positivas, porém poucos aspectos da atividade antibacteriana foram elucidados nesse
estudo. Além disso, considerando a importancia clinica e epidemioldgica dos biofilmes
polimicrobianos, investigou-se também a acdo do RLMIX Arg frente a biofilmes duo-espécie
formados por C. albicans resistente ao fluconazol e SARM. Ademais, visando a obtengdo de
um material biomédico com atividade antimicrobiana, foi averiguada a potencial aplicagdo
desse biossurfactante em CVP como forma preventiva para a formagao de biofilmes isolados e

mistos.
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3 HIPOTESES

3.1 O RLMIX Arg possui atividade antimicrobiana in vitro contra cepas de SARM, bactérias
Gram negativas E. coli e K. pneumoniae e leveduras do género Candida spp.

3.2 O RLMIX Arg apresenta atividade sinérgica com oxacilina e vancomicina contra cepas de
SARM e com meropenem e ciprofloxacino frente a cepas de Gram negativas E. coli e K.
pneumoniae.

3.3 O RLMIX Arg ¢ capaz de desagregar biofilmes maduros e inibir a formag¢ao da fase inicial
de biofilmes de SARM em placas de poliestireno e em cateter venoso periférico.

3.4 O RLMIX Arg ¢ capaz de desagregar biofilmes maduros mistos formados por SARM e C.
albicans em placas de poliestireno.

3.5 O pré-tratamento de placas de poliestireno com RLMIX Arg inibe a adesdo de células de
SARM.

3.6 A impregnacdo de CVP com RLMIX Arg diminui a adesdo de células de SARM,
impedindo a formacao de biofilmes.

3.7 A impregnagdo de CVP com RLMIX Arg em gel diminui a formagao de biofilmes mistos
de SARM e C. albicans.

3.8 O RLMIX Arg interfere na viabilidade celular, levando a célula a morte, assim como causa
fragmentacdo ao DNA da célula bacteriana.

3.9 O RLMIX Arg possui potencial para ser utilizado no desenvolvimento de farmacos

antibiofilme.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro de um biossurfactante catidonico derivado de
arginina (RLMIX Arg) frente a cepas de SARM, bem como sua atividade frente a biofilmes
formados, em processo de formagao e biofilmes mistos inter-kingdom em Placas de Poliestireno

e Cateter Venoso Periférico (CVP).

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Determinar a CIM do RLMIX Arg frente a cepas de SARM, E. coli, K. pneumoniae ¢ C.
albicans resistentes ao fluconazol.

4.2.2 Determinar a CBM e nivel de tolerancia do RLMIX Arg frente a cepas de SARM.

4.2.3 Avaliar a atividade do RLMIX Arg combinado a oxacilina e vancomicina frente a cepas
de SARM e combinado a Meropenem e Ciprofloxacino frente a cepas de E. coli, K.
pneumoniae.

4.2.4 Avaliar a atividade do RLMIX Arg na desagregacdo de biofilmes maduros e em fase
inicial de formacao de SARM em placas de poliestireno e em CVP.

4.2.5 Avaliar a atividade do RLMIX Arg na desagregac¢do de biofilmes maduros mistos de
SARM e C. albicans maduros em placa de poliestireno.

4.2.6 Impregnar CVP com RLMIX Arg isolado e com um gel de RLMIX Arg.

4.2.7 Avaliar o efeito da impregnacdo de CVP com RLMIX Arg isolado na adesdo de células
de SARM a superficie do cateter.

4.2.8 Avaliar o efeito da impregnagdo de CVP com um gel de RLMIX Arg na formagao de
biofilmes mistos de SARM e C. albicans em CVP.

4.2.9 Avaliar os danos causados nas células de SARM através de citometria de fluxo nas células
de SARM apos exposicdo ao RLMIX Arg em diferentes concentragdes.

4.2.10 Avaliar a integridade das células de SARM em CVP ap6s tratamento com RLMIX Arg
através de microscopia eletronica de varredura (MEV).

4.2.11 Avaliar a integridade da arquitetura do biofilme misto de SARM e C. albicans formado
em CVP apo6s tratamento com RLMIX Arg isolado e em gel através de microscopia eletronica

de varredura (MEV).
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5 MATERIAIS E METODOS

Figura 14 - Esquema simplificado da metodologia utilizada no estudo. SARM: Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; MTT: 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio; CV:
Cristal Violeta; UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonia por mililitro; IP : Iodeto de propidio;
TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling.
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5.1 Microrganismos

Para avaliar a atividade antimicrobiana do RLMIX ARG, foram utilizadas 15 cepas de
SARM, destas, uma cepa SARM ATCC (American Type Culture Collection) 65398 ¢ 14
isolados de diversos sitios identificadas através de equipamento de automacdo VITEK
(Biomérieux, Brasil). Também foi utilizada uma cepa de SASM ATCC 6538p. Para avalia¢ao
da citometria de fluxo e biofilmes, foram utilizadas trés cepas de SARM (SARM 1, SARM 2 ¢
SARM 4). Para a andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada a cepa
SARM 1.

Foram utilizadas seis cepas de E. coli, sendo uma ATCC 8739 e cinco de sitios diversos.
Com relacdo a K. pneumoniae, foram utilizadas seis cepas, sendo uma ATCC 10031 e cinco de
sitios diversos. Foram ainda utilizadas cinco cepas de Candida albicans resistentes ao
fluconazol, além de 1 cepa de C. parapsilosis ATCC 22019 (intrinsicamente sensivel ao
fluconazol) e 1 cepa de C. krusei ATCC (intrinsicamente resistente ao fluconazol) para controle
dos testes. Todos as cepas utilizadas pertencem ao acervo do Laboratério de Bioprospecgdo de
Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do Ceara com Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) niimero: AF317AF.

As cepas utilizadas estavam armazenadas em caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai,
India) acrescido de glicerol (Dindmica, Sdo Paulo, Brasil) em temperatura de -20°C em freezer.
Para reativagdo dos microrganismos, foram adicionados 10 pL das solugdes estoques das cepas,
as quais foram previamente descongeladas a temperatura ambiente, em 3 mL de caldo Mueller
Hinton (HiMedia, Mumbai, India), sendo posteriormente incubados por 24h a 37°C. Apods o
esse processo foi realizado o repique das cepas utilizando agar Mueller Hinton (HiMedia,

Mumbai, India) sendo incubadas novamente por 48h a 37°C.

5.2 Farmacos

Nesse estudo foi utilizada uma mistura de mono e di-ramnolipideos conjugados com o
aminodcido arginina (RLMIX Arg), o qual foi sintetizado e caracterizado de acordo com Da
Silva et al. (2020) e gentilmente cedido pela equipe da professora Dra. Lourdes Perez do
Instituto de Quimica Avanzada de Cataluria, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
(IQAC/CSIC) da Universidade de Barcelona. Para a sintese do RLMIX Arg, foi utilizada a
cepa de P. aeruginosa MB e o 6leo residual de fritura como fonte de carbono, sendo a

concentragdo micelar critica da mistura igual a 0.016 g/L. Para esse estudo também foi utilizado
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um gel produzido no Laboratério de Polimeros e Inovagdo de Materiais (LABPIM) da UFC
utilizando Pluronic F-127 15 wt%, preparado de acordo a estudos prévios de Ricardo et al.
(2012), Oliveira et al. (2011) e Chaibundit et al. (2007).

A oxacilina, vancomicina, meropeném, ciprofloxacino e fluconazol foram obtidos

comercialmente da empresa Sigma-Aldrich Co. (USA).

5.3 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

5.3.1 Determinacido da Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM foi realizada de acordo com o protocolo M07-A10 (CLSI,
2015). Foi utilizado o meio caldo Mueller Hinton cation ajustado (CAMHB) acrescido de 2%
de NaCl e placas de poliestireno estéreis de 96 pocos. O arranjo da placa para os testes de
sensibilidade ocorreu da seguinte forma: a coluna 12 da placa foi utilizada como controle de
100% de crescimento, sendo adicionado apenas meio de cultura e suspensdo microbiana. Para
controle da esterilidade do meio de cultura foi utilizado a coluna 1 da placa. As colunas de 2 a
11 foram utilizadas para a realizagdo da dilui¢ao seriada do RLMIX Arg e antimicrobianos.

O RLMIX Arg foi solubilizado inicialmente em 10% de dimetilsulféxido (DMSO)
(Dinamica, Sao Paulo, Brasil), sendo posteriormente adicionado agua destilada previamente
esterilizada para completar a dilui¢do. A faixa de teste utilizada foi de 64 - 0,25 pg/mL para
SARM. A oxacilina foi previamente solubilizada em agua destilada estéril. Foi preparada uma
solugdo estoque de 4 mg/mL e a faixa de concentragdo testada foi de 512 — 0,125 pg/mL. Para
a vancomicina a faixa testada foi de 4 — 0,015 pg/mL.

Previamente a realizagdo do teste, as cepas foram semeadas em agar Mueller Hinton e
incubadas por 24 h a 37°C. A partir desse repique inicial foram preparadas suspensdes de
indculos de acordo com a escala 0,5 McFarland (Probac do Brasil, SP, Brasil), a qual
corresponde a concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL. Posteriormente foi feita a diluigdo do indculo
inicial em meio CAMHB (acrescido de 2% de NaCl para testes com a oxacilina) de forma que
a concentragio final de microrganismos foi de 5 x 10° UFC/mL. Um volume de 100 pL desse
inoculo foi adicionado aos pogos de 2 a 12 das placas, sendo posteriormente incubada por 24 h
a 37 °C. Apds o periodo de incubagdo, o resultado foi verificado de acordo com o documento
MO07-A10 CLSI (2015), com a CIM sendo caracterizada como a menor concentragdo do
antibidtico que inibe completamente o crescimento microbiano de forma visivel. Cepas com
CIM >4 pg/mL foram consideradas resistentes a oxacilina. Para a vancomicina, a CIM utilizada

como critério de resisténcia foi > 16 pg/mL de acordo com o documento M100-S31 (CLSI
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(2021). As cepas SARM ATCC 65398 e SASM ATCC 6538 foram utilizadas como controle
das drogas. O experimento foi realizado em triplicata em diferentes dias.

Os testes para determinacdo de CIM para bactérias Gram-negativas foram realizados
utilizando-se a mesma metodologia descrita acima. O meropeném foi previamente solubilizado
e testado na faixa de 32 — 0,0625 pg/mL, e o ciprofloxacino na faixa de 32 - 0,0625 pg/mL. O
RLMIX Arg foi solubilizado conforme descrito acima e testado na faixa de 1024 - 0,25 pg/mL.
Cepas com CIM > 4 pg/mL foram consideradas resistentes ao meropeném e CIM < 1 pg/mL
foram consideradas sensiveis. Para o ciprofloxacino CIM > 1 pg/mL foram consideradas
resistentes (CLSI, 2021). As cepas E. coli ATCC 8739 e K. pneumoniae ATCC 10031 foram
utilizadas como controle.

Para as cepas de C. albicans, a CIM foi definida de acordo com documento M27-A3
(CLSI, 2008). As cepas estavam armazenadas em caldo Sabouraud dextrose (HiMedia,
Mumbai, India) acrescido de glicerol (dindmica, Sao Paulo, Brasil) em freezer a -20°C. Para a
realizacdo dos testes utilizou-se meio RPMI (pH 7,0) tamponado com 0,165 de MOPS (4acido
morfolinopropanosulfonico) (Sigma Chemical, St. Louis, MO). Apo6s o crescimento de 24 h a
35°C das cepas utilizadas no estudo, foi preparado uma suspensdo de indculo inicial em salina
estéril na concentragdo de 1,5 x 10 UFC/mL de acordo com a turvag¢do da escala 0,5 de
McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Posteriormente, foram realizadas duas
dilui¢des consecutivas em meio RPMI 1640 para obtengdo de concentragdo final do inoculo 0,5
a 2,5 x 103 UFC/mL. Foram adicionados 100uL do inoculo final em todos os pogos, com
excecdo da coluna 1. O RLMIX Arg foi solubilizado conforme descrito acima e testado na
faixa de 1024 - 0,25 pg/mL. O fluconazol foi testado na faixa de 128 — 0,125 pg/mL.

As placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 35°C, realizando-se posteriormente
a leitura visual. O teste foi realizado em triplicata. A concentra¢do inibitdria minima foi definida
como a menor concentracao capaz de inibir 50% do crescimento visivel das leveduras, assim
como cepas com CIM > 8 pg/mL foram consideradas resistentes ao fluconazol de acordo com

o documento M27-S4 (CLSI, 2012).

5.3.2 Avaliacio da interacio farmacologica utilizando a metodologia do checkerboard

Apbs obtencdo das CIM para todos os componentes testados, foi realizada a
determinagdo da interacdo farmacoldgica utilizando a técnica do checkerboard. Foram
preparadas solucdes do RLMIX Arg em associagdo aos antibacterianos, as quais foram

posteriormente adicionadas a placa de 96 pogos. O RLMIX Arg foi testado na faixa de 64 —
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0,125 pg/mL, a oxacilina na faixa de 256 — 0,5 pg/mL e vancomicina na faixa de 32 — 0,0625
pg/mL. Para cada cepa foi preparada uma solugdo especifica com base na CIM. Para as cepas
Gram negativas foi utilizado o meropeném na faixa de 32 — 0,0625 pg/mL e o ciprofloxacino
de 32 - 0,0625 pg/mL. As placas foram preparadas e incubadas por 24 h a 37 °C.

Para analise de interagdo entre as drogas, foi calculado o Indice de Concentragdo
Inibitoria fracionada (FICI) de acordo com Da Silva et al. (2013), onde FICI = (CIM da droga
A em combinagdo / CIM da droga A isolada) + (CIM da droga B em combinagdo / CIM da
droga B isolada). Um indice FICI < 0,5 foi considerado sinergismo, para FICI > 0.5, mas < 1
foi realizada classificagdo em sinergismo parcial, FICI = 1 em aditivo ¢ FICI > 1 em

antagonismo (Asok Kumar et al., 2004; Kim et al., 2009).

5.3.3 Determinacio da Concentracio Bactericida Minima (CBM)

Apos a incubacio das placas de poliestireno por 24 h a 37 °C e leitura para determinacao
da CIM, uma aliquota de 10 pL da suspengdo utilizada no teste de sensibilidade foi semeada
em placas de dgar Mueller Hinton e incubadas por 24 h a 37 °C. As aliquotas foram retiradas
dos pocos onde foi considerada a CIM da droga, 2x CIM e CIM/2. A menor concentracdo capaz
de inibir 99,9% do crescimento bacteriano em colonias nas placas apos a incubagao foi definida
como a CBM (Batista de Andrade Neto et al., 2019). O experimento foi realizado em triplicada

nos mesmos dias dos testes de sensibilidade.

5.3.4 Determinacao do Nivel de Tolerancia

O nivel de tolerancia foi determinado de acordo com Das et al. (2016), o qual fornece a
razao entre a CBM/CIM, e reflete a atividade bactericida da droga. Para uma razdo entre
CBM/CIM > 16, a droga ¢ considerada bacteriostatica, e para uma razdo CBM/CIM <4 a droga
¢ considerada bactericida. Para isso foi realizado o célculo das razdes entre a CBM/CIM

utilizando planilhas do Microsoft Excel®.

5.3.5 Analise de Dados

Todos os testes de microdiluicdo em caldo foram realizados em triplicata em dias
diferentes utilizando in6culos preparados no dia do teste. Foram utilizadas as médias aritméticas
para realizar as comparagdes dos resultados de CIM para os testes com as drogas isoladas e em

combinacdo. Para a CBM, também foi utilizada a média aritmética.
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5.4 Avaliacio da atividade do RLMIX_Arg frente a biofilmes de S. aureus em placas

de poliestireno isolado e combinado a C. albicans.

5.4.1 Formacao do biofilme nas placas de 96 pocos

O efeito do RLMIX Arg na formacdo de biofilmes pré-formados foi determinado de
acordo com Costa et al. (2014) com modifica¢des. Foi utilizado o meio caldo triptona soja
(TSB) (Himedia, Mumbai, india) acrescido de 1% de glicose. Inicialmente, foram semeadas
trés cepas de SARM (SARM 1, SARM 2 e SARM 4) em agar Mueller Hinton e incubadas por
24h a 37°C. No dia seguinte, as cepas foram suspensas em caldo TSB acrescido de 1% de
glicose, sendo incubadas novamente por 24 h a 37 °C. Em seguida, os tubos contendo as
suspensdes bacterianas foram centrifugados a 2500 rpm durante 5 min e foram lavados com
solugdo salina 0,9 %. Esse procedimento foi repetido por trés vezes, de forma que apds a terceira
lavagem suspendeu-se as células remanescentes em 1 mL de solugdo salina. Apds as lavagens,
foi preparado em uma nova suspensdo do inoculo utilizando 3 mL de TSB na escala de 0,5 de
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Foram adicionados 200 uL da suspensio em cada pogo da
placa de 96 pocos, sendo incubadas por 48h a 37°C.

Para a formacdo do biofilme misto, utilizou-se metodologia de She et al. (2020).
Inoculos de C. albicans e S. aureus foram preparados a partir de culturas com 24 h de
crescimento. As cepas de C. albicans foram cultivadas em 3 mL de meio YNB (Difco, Becton
Dickinson, EUA) suplementado com 100 mM de glicose (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil),
enquanto as cepas de S. aureus foram cultivadas em 3 mL de caldo Triptona de Soja (TSB)
(Kasvi, Parand, Brasil) suplementado com 2% de glicose. Ap6s incubagdo a 37 °C por 24 horas,
as culturas foram centrifugadas (2500 rpm, 5 minutos), lavadas trés vezes com solugdo salina a
0,85% e ressuspensas em TSB suplementado com 2% de glicose. A concentragdo final do
indculo de C. albicans foi ajustada para 1 x 10° unidades formadoras de colénias (UFC)/mL,
correspondendo a escala 0,5 de McFarland. Para S. aureus, utilizou-se uma concentragao de 3
x 108 UFC/mL, equivalente a escala 1 de McFarland. Em placa de poliestireno de 96 pogos,
foram adicionados 100 pL de indculo fungico e 100 pL de indculo bacteriano, e a placa
incubada por 48h a 37°C. Duas combinagdes de C. albicans resistente ao fluconazol e SARM
foram utilizadas no estudo (C. albicans 1 + SARM 1 e C. albicans 2 + SARM 2).

A coluna 1 foi utilizada como controle da esterilidade do meio de cultura.
Posteriormente os biofilmes foram lavados delicadamente por trés vezes com solugdo salina

(0,9% NaCl).
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5.4.2 Avalia¢ao da viabilidade celular dos biofilmes utilizando o MTT (brometo de 3-4,5-

dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio)

O RLMIX Arg foi testado isolado nas concentra¢des de CIM/2, CIM, 2xCIM, 8xCIM
e 10xCIM. As cepas escolhidas para o teste (SARM 1, SARM 2 e SARM 4) apresentavam as
mesmas CIM, portanto as concentragdes testadas foram: 4 ug/mL, 8 pg/mL, 16 ug/mL, 64
pug/mL e 80 pg/mL. Para o biofilme misto, foram utilizadas duas combinacdes de C. albicans
resistente ao fluconazol e SARM. Tendo em vista a maior complexidade do biofilme misto em
comparagdo ao isolado de SARM e o perfil de sensibilidade dos isolados, a faixa de
concentragdo foi modificada. Assim, o RLMIX Arg foi testado nas concentragdes de CIM, 2x
CIM, 4x CIM, 8x CIM e 16x CIM, considerando o CIM das combinagdes como a maior
concentragdo inibitdria minima estabelecidas individualmente para cada espécie, portanto foi
utilizada a concentrag¢do de CIM de 11 pg/mL para a combinagdo C. albicans 1 + SARM 1 e o
CIM de 7 pg/mL para C. albicans 2 + SARM 2. As CIMs utilizadas para SARM 1 e 2 foram
determinadas em estudos prévios, sendo para SARM 1, 11 pg/mL e para SARM 2, 7 pg/mL.

Na coluna 12 ndo foram adicionadas drogas, pois foi utilizada como controle de 100%
de crescimento dos biofilmes, portanto, apds as lavagens, foi reposto apenas o meio de cultura
(200 uL de TSB) nos respectivos pogos. As placas foram incubadas novamente por 24 h a 37
°Cepor 12ha37°C.

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado o ensaio de reducao do 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) (Sigma Aldrich Co., MO, EUA) a 1 mg/mL™! (da
Silva et al., 2013). As placas foram novamente lavadas gentilmente com solugdo salina 0,9%.
Ap0s a tltima lavagem, foi adicionado 100 uL. de MTT aos pogos de 1 a 12, sendo as placas
incubadas novamente por 2 h a 37 °C no escuro. Em seguida, o MTT foi retirado delicadamente
e foi adicionado 150 uL. de DMSO, o qual tem a funcdo de dissolver o sal de formazan. Apos
15 min, o contetdo dos pogos foi homogeneizado e foram transferidos 100 puL do liquido para
uma nova placa de 96 pocos. A leitura foi realizada utilizando o leitor de placas Biochrom Asys
UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambrigde, Reino Unido) no comprimento de onda de 570 nm. O
resultado foi calculado comparando-se o crescimento do biofilme ndo exposto ao RLMIX Arg

e do biofilme exposto a droga. O experimento foi realizado em triplicata.
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5.4.3 Avaliacdo da biomassa celular dos biofilmes de SARM utilizando corante Cristal

Violeta

O RLMIX Arg foi testado isolado nas concentragdes de CIM/2, CIM, 2xCIM, 8xCIM
e 10xCIM. As cepas de bactéria escolhidas para o teste apresentavam as mesmas CIM, portanto
as concentragdes testadas foram: 4 pg/mL, 8 ug/mL, 16 pg/mL, 64 pg/mL e 80 pg/mL. Apds o
periodo final de incubacdo das placas e lavagens semelhante ao que foi descrito para analise de
viabilidade celular, foram adicionados 100 pL. de metanol nos pogos para fixagdo dos biofilmes
formados, de acordo com (Stepanovi¢ et al., 2000). As placas foram deixadas em repouso
durante 15 min, em que posteriormente o conteido de metanol foi retirado dos pogos e a placa
foi submetida a secagem a temperatura ambiente durante 15 min. Foi entdo adicionado 100 pL
de uma solugdo de cristal violeta a 0,1% em cada poco. Apds 20 min, os pocos foram lavados
gentilmente por trés vezes com agua destilada estéril. Adicionou-se 150 pL de &cido acético
aos pocos, sendo entdo homogeneizados, € 100 pL do conteudo dos pogos foi transferido para
uma nova placa de 96 pogos. A leitura foi realizada utilizando o leitor de placas Biochrom Asys
UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambrigde, reino Unido) no comprimento de onda de 490 nm. O
resultado foi calculado percentualmente comparando-se o crescimento do biofilme ndo exposto

ao RLMIX Arg e do biofilme exposto a droga. O experimento foi realizado em triplicata.

5.4.4 Avaliacdo do efeito in vitro do RLMIX_Arg sobre a etapa de formacao inicial

(adesdo) de biofilmes de S. aureus em placas de 96 pocos.

Para avaliagdo da interferéncia do RLMIX Arg na fase inicial de adesdo dos biofilmes
foi utilizada metodologia de Brambilla et al. (2017). A fase de obtencao de indculos das células
bacterianas foi realizada de forma semelhante ao topico 5.4.1. Apos obtengdo das suspensdes
bacterianas na concentragdo da escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), foram
adicionados 100 pL de in6culo nos pocos 2 a 11 simultaneamente a adicdo de 100 puL do
RLMIX Arg. O poco 1 foi utilizado como controle de esterilidade do meio, € 0 pogo 12 como
controle de 100% de crescimento bacteriano sem exposi¢ao a droga. O RLMIX Arg foi testado
nas concentragdes: 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2 pg/mL, 4 pg/mL, 8 ug/mL, 16 ug/mL, 64 ng/mL e
80 pg/mL. A placa foi tratada para leitura da viabilidade celular de acordo com o ponto 5.4.2 e

avalia¢do da biomassa celular de acordo com 5.4.3.



73

5.4.5 Avaliacio do efeito do pré-tratamento da placa de poliestireno com RLMIX_Arg
na adesao das células de SARM.

A avaliacdo do tratamento prévio da placa de poliestireno com RLMIX Arg, com
objetivo de investigar a acdo do biossurfactante na superficie do poliestireno e possivel
interferéncia na adesao de células de SARM, foi realizada de acordo com Alencar de Barros et
al. (2021) com modificagdes. Uma placa de poliestireno (96 pogos) estéril foi previamente
tratada com diferentes concentracdes, 4 pg/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL, 64 pg/mL e 80 pg/mL do
RLMIX Arg por 24 h a 37 °C. Apods esse periodo, o conteudo da placa foi aspirado e uma
aliquota de 200uL do indculo bacteriano na escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL)
preparada em TSB foi adicionada a placa, sendo entdo incubada novamente por 24 h a 37 °C.
O Ceristal violeta (570 nm) foi utilizado para quantificar a formacdo da biomassa bacteriana

apos o tratamento.

5.4.6 Analise de dados

Todas as leituras de absorbancias foram tabeladas utilizando o programa Microsoft Excel,
sendo calculados os desvios padrdes das andlises. Os experimentos foram realizados em
triplicata, e os dados comparados através de analise de variancia (ANOVA) one way e two way
seguidos pelo teste de Student Newman Keuls (p < 0,05) utilizando o software Prism versao

8.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.5 Avaliacio do efeito in vitro do RLMIX_Arg em biofilmes formados e em

formaciao de SARM em cateteres venosos periféricos (CVP)

5.5.1 Formacao do biofilme no CVP

A avaliacdo da atividade antibiofilme em cateteres foi realizada de acordo com
protocolo de Weiss et al. (2009), com algumas modifica¢des. Foram utilizados cateteres
intravenosos Jelco 18G (Descarpack). As cepas utilizadas foram: SARM 1, SARM 2 e SARM
4, as quais foram previamente semeadas em agar Mueller Hinton e incubadas por 24h a 37°C.
Seguiu-se ao repique de coldnias das cepas em 3 mL do meio TSB acrescido de 1% de glicose,
sendo entdo incubadas novamente por 24h a 37°C.

Posteriormente, os fragmentos de cateteres, os quais foram cortados em pedagos de 5
mm foram colocados em placas de poliestireno de 24 pocos. Para o preparo dos indculos

bacterianos, os tubos contendo as cepas em crescimento exponencial foram lavados trés vezes
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com soluc¢do salina, sendo centrifugados a 2500 rpm por 5 min a cada lavagem. Apos a ultima
lavagem, as células bacterianas foram suspensas em 100 pL de solugdo salina (0,9%NaCl),
sendo entdo preparado uma nova suspensdo utilizando 5 mL de meio TSB + 1% de glicose na
escala 0,5 de McFarland (1,5 x 103 UFC/mL).

Foram adicionados 1 mL da suspensdo bacteriana sobre os fragmentos de cateteres na
placa de poliestireno de 24 pocos com incubacgao por 48h a 37°C. No intervalo de 24 h, as placas
foram retiradas da estufa e lavadas gentilmente com salina. O meio de cultura foi reposto no
mesmo volume.

Para avaliagdo da formacao de biofilmes mistos, ap6s a impregnac¢do dos cateteres com
RLMIX Arg e com a formulagdo em gel, foram utilizadas placas de poliestireno de 24 pogos e
em seguida adicionados o in6culo fingico e bacteriano na propor¢do 1:1 (200 pL;200 pL) de
cada combinagdo, preparado como descrito anteriormente € com as mesmas combinacgdes de
cepas, sendo realizada incubagdo por 48 h a 37 °C.

Para avaliagdo da formacao dos biofilmes, apos as 48 h de incubacgao, os fragmentos de
cateter foram lavados gentilmente com solugdo salina e retirados da placa com pinga estéril,
sendo transferidos para microtubos contendo 1 mL de solucdo salina. Os tubos foram
submetidos a vortex (2500 rpm) durante 1,5 min continuamente. Retirou-se uma aliquota de 10
uL de cada tudo eppendorf, a qual foi diluida em 1 mL de solucdo salina.

Com o auxilio de um swab estéril, as dilui¢des foram semeadas em agar Mueller Hinton
e incubadas por 24 h a 37 °C para avaliagdo de biofilmes de SARM. Posteriormente, foi
realizada a contagem de colonias na placa e calculo da % e Logio das Unidades Formadoras de
Colonias por mL (UFC/mL) em relagdo ao controle ndo tratado. Para o biofilme misto, a
semeadura foi realizada em placas de Petri contendo agar batata (Kasvi, Parand, Brazil)
suplementado com cloranfenicol (Sigma-Aldrich, MO, USA) e agar sal manitol (Kasvi, Parana,

Brazil).

5.5.2 Avalia¢do da interferéncia do RLMIX_Arg em biofilmes maduros e na fase

inicial de adesido em cateteres

Para andlise dos efeitos da droga no biofilme maduro, a exposi¢do dos cateteres ao
RLMIX Arg ocorreu logo apds a incuba¢do de 48 h do inéculo. Apds essa etapa, o
sobrenadante foi retirado das placas e os pocos com os cateteres foram lavados gentilmente por
trés vezes com solucdo salina (0,9%). Foi adicionado o RLMIX Arg nas concentragdes de 4

pug/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL, 64 pg/mL e 80 pg/mL, sendo um pogo reservado para o controle
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positivo (cateter ndo tratado com RLMIX Arg) e incubados por 24 h a 37 °C. Ap6s o periodo
de incubacdo, seguiu-se a leitura das coldnias bacterianas de acordo com item 5.5.1.

Para a avaliacdo do efeito da droga sobre a fase inicial de formagdo do biofilme, o
inoculo na escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) em TSB + 1% de glicose foi adicionado
juntamente com a droga nas diferentes concentragdes. As concentragdes testadas foram: 4
png/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL, 64 pg/mL e 80 pg/mL, sendo um pogo reservado para o controle
positivo (cateter ndo tratado com RL-MIX Arg). As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C.
Apos esse periodo, os cateteres foram lavados e transferidos para um tubo contendo 1 mL de
salina, foram entdo submetidos a vortex (2500 rpm) por 1,5 min. As amostras foram entdo
diluidas, e uma aliquota de 10 pL foi semeada em placas de 4gar Mueller Hinton. As placas
foram incubadas por 24 h a 37 °C. O niimero de UFC/mL foi contado e multiplicado pelo fator
de diluigao (Iwata et al., 2021).

5.6 Efeito da impregnacido de cateteres com RLMIX_ Arg isolado e em gel na

formacao de biofilmes de SARM e de biofilme misto de SARM e C. albicans

O revestimento RLMIX Arg via adsorg¢ao fisica foi obtido de acordo com Ceresa ef al.
(2019) com modificagdes. Os cateteres foram previamente cortados em unidade de 5,0 mm com
tesoura estéril. Os pedacos foram submersos em microtubos contento 1 mL de cloroférmio
(Dinamica, Sao Paulo, Brasil) por 1 ha 37 °C. Essa etapa ¢ importante, pois o cloroférmio dilata
a superficie do cateter, fazendo com que a droga ndo penetre apenas na superficie (Sidrim et
al., 2019). Apos esse periodo, os cateteres foram submersos em 1 mL de solugdo RLMIX Arg
isoladamente em diferentes concentracdes: de 4 pg/mL, 8 pg/mL, 16 ng/mL, 64 ng/mL, 80
pg/mL, 4 mg/mL e 8 mg/mL por 24 h a 37 °C. Apos a impregnacdo dos fragmentos de cateter
com RLMIX Arg, foram realizados testes para avaliar o efeito na formagao de biofilme por
trés isolados de SARM (SARM 1, SARM 2 ¢ SARM 4).

A formagdo de biofilme foi induzida, conforme descrito anteriormente (5.5.1). A
avaliagdo da inibi¢ao da formacao do biofilme foi realizada seguindo a metodologia descrita no
topico 5.5.2, substituindo-se os cateteres estéreis por cateteres impregnados. Cateteres
impregnados com cloroféormio foram usados como controle de crescimento de biofilme. Um
teste de antibiograma (DME, 2022) em placa foi realizado utilizando a cepa SARM 2, semeada
em meio agar Mueller Hinton, no qual foram adicionados os cateteres impregnados na
superficie. Este teste foi executado para comprovar a impregnacao dos fragmentos de cateteres.

Para avaliagdo do efeito dos cateteres impregnados com RLMIX Arg isoladamente (10
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mg/mL) sobre os biofilmes mistos foi realizada metodologia semelhante e avaliagao apds 24 h
e ap6s 48 h de incubagao.

Para a avaliacdo do efeito de gel contendo RLMIX Arg na formagdo de biofilmes
mistos os cateteres estéreis foram cortados em unidades de 5,0 mm e submersos por 24 h a 37
°C em microtubos contendo o gel de Pluronic F-127, a 10 mg/mL apresentando 0.9 pg/mL de
RLMIX Arg. O gel e RLMIX Arg foram utilizados em concentragdes de 1% p/v no processo
de impregnacdo, conforme descrito com outras moléculas, como triclosan e esparfloxacino
(Fisher et al., 2015). Apos este periodo, foram transferidos para placas de Petri estéreis e secos
em estufa a 37 °C por 24 h. A formagdo de biofilme foi induzida, conforme descrito

anteriormente (5.5.1). A avalia¢do da contagem das coldnias foi realizada ap6s 24 h e apos 48
h.

5.6.1 Avaliacio da durabilidade do efeito antimicrobiano do RLMIX_Arg e seu gel

impregnados em cateteres

Os ensaios foram realizados de acordo com Raad et al. (2012) para verificacdo da
durabilidade de inibi¢ao da formagao de biofilme misto de C. albicans resistente ao fluconazol
e SARM em CVP. Apds a impregnagdo do cateter com RLMIX Arg e do seu gel por 24 ha 37
°C, os segmentos de cateteres foram mantidos em estufa por 7, 14, 21 € 28 dias a 37 °C. A cada
intervalo de uma semana, os cateteres foram submetidos as condi¢des de formagao do biofilme

misto descritas anteriormente.

5.7 Avaliacdo do mecanismo de acido do RLMIX_ Arg em células planctonicas de
SARM
5.7.1 Preparo das suspencées de SARM e tratamento com RLMIX Arg

Trés cepas de SARM (SARM 1, SARM 2 e SARM 4) representativas foram escolhidas
para serem submetidas aos testes de citometria de fluxo. As cepas foram incialmente semeadas
em agar Mueller Hinton e incubadas por 24 h a 37 °C. Posteriormente, as cepas foram suspensas
em 3 mL de caldo Infusdo cérebro coragdo (BHI) (HiMedia, Mumbai, ndia) e levadas a estufa
bacterioldgica por 24 h a 37 °C. Apos serem incubadas, os tubos contendo as suspensoes
bacterianas foram centrifugados a 3000 rpm por 5 min e lavadas com solugdo salina (0,9%).

Esse procedimento foi repetido por trés vezes. Apos a ultima lavagem, as células remanescentes
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foram ressuspensas em meio caldo BHI na concentragdo final de 10° células/mL (Neto et al.,
2014; Silva, Da et al., 2013).

As suspensdes bacterianas foram expostas aos tratamentos com RLMIX Arg isolado e
combinado a oxacilina. Para a cepa SARM 1 foram testados: controle (células sem tratamento),
oxacilina (256 ug/mL), RLMIX Arg (4 pg/mL ou CIM/2, 8 pg/mL ou CIM e 16 pg/mLou
2xCIM), RLMIX Arg (8 pg/mL ou CIM) + Oxacilina (256 pg/mL). Para a cepa SARM 2 foram
testados o controle (células sem tratamento), Oxacilina (32 pg/mL), RLMIX Arg (4 pg/mL ou
CIM/2, 8 ng/mL ou CIM e 16 pg/mL ou 2xCIM), RLMIX Arg (8 pg/mL ou CIM) + Oxacilina
(32 pg/mL). Para a cepa SARM 4 foram testados o controle (células sem tratamento), Oxacilina
(64pg/mL), RLMIX Arg (4 pg/mL ou CIM/2, 8 ng/mL ou CIM e 16 pg/mL ou 2xCIM),
RLMIX Arg (8 ug/mL ou CIM) + Oxacilina (64 pg/mL). Trés tubos contendo apenas meio
caldo BHI foram utilizados como controle de esterilidade do teste. As células expostas aos
tratamentos foram incubadas a 37 °C por 24 h. Todos os experimentos foram realizados em

triplicatas em trés experimentos distintos.

5.7.2 Avaliacao da viabilidade celular através de citometria de fluxo

A viabilidade das células de SARM foi avaliada utilizando o teste de exclusdo de iodeto
de propidio (IP) na concentragdo de 2 mg/L. de acordo com Neto et al. (2015). O IP ¢ uma
molécula que se liga ao DNA da célula, sendo capaz de emitir fluorescéncia, de forma que, se
houver perda da integridade da membrana, esse marcador ¢ capaz de penetrar na membrana e
ser visualizado.

Ap0s a incubagdo das células bacterianas com o RLMIX Arg, a fluorescéncia celular foi
determinada utilizando o equipamento de citometria de fluxo Fluorescence-activeted Cell
Sorting (FACS) e analisada através do software CytoSoft 4.1. Foram avaliados 10.000 eventos
celulares (Batista de Andrade Neto et al., 2019).

5.7.3 Avaliacido de fragmentag¢io no DNA

Os danos causados no DNA das células ap6s o tratamento das amostras com RLMIX Arg
foi analisado através do ensaio de Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick
end labeling assay (TUNEL) descrito por Neto et al. (2015). Inicialmente, as células foram
submetidas ao tratamento e fixagdo com paraformaldeido 7%, sendo posteriormente penetradas
com Triton X-100 na concentragdo de 1% durante 10 min em gelo. Apos esse periodo, as células

foram incubadas com a mistura reacional TUNEL por 1 hora a 37 °C. A utilizagao do Kit de
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ensaio foi realizada de acordo com as instrugdes do fabricante (Roche, Suiga). Posteriormente,
um numero final de 200 células foi contado por amostra para a determinacdo da porcentagem

de células positivas utilizando microscopio de fluorescéncia (Olympus, Tokyo, Japan).

5.7.4 Analise de dados

Os experimentos foram realizados em triplicata e os dados comparados através de analise
de variancia (ANOVA) seguidos pelo Student Newman Keuls (p<0,05) utilizando o software
Prism versdo 8.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.8 Anailise por microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A andlise foi realizada de acordo com Do Amaral Valente Sa et al. (2020). A cepa de
SARM 1 foi utilizada como representativa, sendo empregada uma placa de 24 pogos de
poliestireno para o ensaio. Primeiramente, os biofilmes de SARM pré-formados em cateteres
(0.5 mm) de acordo com o topico 5.5.1 foram tratados com 8 pug/mL e 80 pg/mL do
RLMIX Arg. O controle de crescimento de 100% do biofilme foi realizado com a cepa sem
exposi¢do a0 RLMIX Arg. Assim, os biofilmes pré-formados (48 h) nos cateteres e tratados
com RLMIX Arg por 24 h foram fixados com uma solucdo de glutaraldeido (Sigma-Aldrich
Co., MO, USA) a 2.5% diluida em tampao de cacodilato de sédio (Electron Microscopy
Sciences, PA, USA) a 0,15M.

Posteriormente, as placas contendo os cateteres fixados foram incubadas overnight a
temperatura de 4 °C. O proximo passo foi a desidratagdo das células, a qual foi realizada
utilizando-se uma série alcoodlica crescente (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e 100%) seguida
de secagem em estufa por 20 min. Apos a secagem dos cateteres, foi adicionado 150uL de uma
solucao de hexametildisilazano (HMDS) (Polysciences Europe, Hirschberg an der Bergstral3e,
Germany) em cada pogo da placa, sendo deixadas na cabine de fluxo até secagem total do
reagente. Apos a secagem, os cateteres foram transferidos para uma nova placa, com o auxilio
de uma pinga estéril, e devidamente identificados. As amostras foram entdo conduzidas a
central analitica da Universidade Federal do Ceara, sendo cobertas com 10 nm de ouro e
analisadas por FEI Inspect S50 Emitech Q150T (Quorum Technologies Ltd, Laughton, UK)
em alto vacuo.

Para a analise do biofilme misto formado em cateters, foi utilizada a combinacdo C.
albicans 1 + SARM 1. Para isto, o CVP foi impregnado com RLMIX Arg de forma isolada (10

mg/mL) e em gel (10 mg/mL da formulagdo). Foi realizado o mesmo procedimento descrito
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anteriormente, apenas com adi¢do do azul de Alcian 0,1% (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil)

a solucdo de fixacao.
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6. RESULTADOS

6.1 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana e interacio farmacoldgica

As concentragdes inibitdrias minimas (CIM) para o RLMIX Arg variaram de 4 - 16
pg/mL. As cepas ATCCs de SASM e SARM apresentaram CIM de 4 e 8 pg/mL
respectivamente para RLMIX Arg isolado (Tabela 4). Todas as cepas clinicas testadas
apresentaram resisténcia a oxacilina, com CIM variando de 16 - 256 pg/mL, em que uma CIM
> 4 para oxacilina ¢ classificado como resistente. A cepa de SASM utilizada como
controle apresentou CIM de 0,125 pg/mL, confirmando sua sensibilidade.

Comparando-se os resultados das CIM do RLMIX Arg e da Oxacilina observa-se que
o ramnolipideo apresenta valores até trinta e seis vezes menores de CIM em quatro cepas
testadas, dezesseis vezes menor em uma cepa, oito vezes menor em trés cepas € quatro vezes
menor em cinco cepas. Evidenciando assim a maior efetividade do RLMIX_ Arg em relagdo a
Oxacilina.

Com relagdo a vancomicina, apenas uma cepa mostrou resisténcia intermedidria com
CIM = 4 pg/mL (S. aureus 8) (Tabela 4), as demais foram consideradas sensiveis a
vancomicina, com valores de CIM < 2 (CLSI, 2021). No que se refere a Concentragao
Bactericida Minima (CBM), ou seja, a concentracao capaz de inibir 99,9% do crescimento das
colonias visivelmente em placas de agar, os valores variaram de 8 - 32 ng/mL (Tabela 4). As

razoes entre CBM/CIM variaram de 1 — 2, caracterizando uma atividade bactericida (Tabela 4).
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Tabela 4 - Avaliagdo da atividade antimicrobiana do RLMIX Arg isolado frente a cepas de

SARM de diferentes sitios anatdmicos.

Valores de CIM* pg/mL
ISOLADOS NIVEL DE TOLERANCIA
Cepas Fonte RLMIX Arg Oxacilina  Vanco CBM"® CBM/CIM INTER®
SARM ATCC 8 8 2 8 1 Bactericida
ATCC
SASM ATCC 4 0,125 0,5 8 2 Bactericida
ATCC
SARM Sangue 8 256 1 8 1 Bactericida
1*#
SARM Secrecdo 8 32 0,5 8 1 Bactericida
2% Ocular
SARM Urina 8 256 1 8 1 Bactericida
3
SARM  Secregdo 8 64 0,5 8 1 Bactericida
4* Abcesso
SARM Fluido 8 64 1 8 1 Bactericida
5 pleural
SARM Sangue 4 64 1 8 2 Bactericida
6
SARM Sangue 4 128 2 8 2 Bactericida
7
SARM Sangue 16 64 4 16 1 Bactericida
8
SARM Secrecdo 8 32 1 16 2 Bactericida
9 pele
SARM Sangue 16 64 2 32 2 Bactericida
10
SARM Secregédo 8 16 1 16 2 Bactericida
11 pele
SARM Sangue 8 64 1 16 2 Bactericida
12
SARM Sangue 16 64 2 32 2 Bactericida
13
SARM Aspirado 8 256 1 16 2 Bactericida
14 Traqueal

2 CIM (concentragdo inibitoria minima) concentrag@o capaz de inibir 99.99% do crescimento visivel;

b CBM (concentragio bactericida minima) menos concentragio capaz de inibir 99.99% do crescimento bacteriano
em colOnias visiveis;

¢: CBM/CIM > 16 Bacteriostatico; CBM/CIM < 4 Bactericida;

*: Cepa utilizada no teste de biofilmes em placas, cateteres e citometria;

#: Cepa utilizada na microscopia eletronica de varredura;
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Para as cepas de Candida, foram obtidas CIM 50% entre 2 pg/mL e 13 pg/mL. Todas
as cepas de C. albicans com CIM > 8 pg/mL foram consideradas resistentes ao fluconazol
(Tabela 5). A cepa C. parapsilosis ATCC 22019 foi sensivel ao fluconazol e a cepa de C. krusei
ATCC 6258 foi resistente ao fluconazol. Observa-se também que para uma das cepas testadas
(C. albicans 2) a CIM para o RLMIX Arg foi vinte e seis vezes menor que para o fluconazol.
As outras cepas apresentaram CIMs para RLMIX Arg variando de quatro a duas vezes menores

que para a o fluconazol.

Tabela 5 - Avaliagdo da atividade antimicrobiana do RLMIX Arg isolado frente a cepas de C.

albicans.
Valores de CIM? ug/mL
Cepas CIM? 50% (ng/ml) FLC? CIM*50% (ng/ml)
RLMIX_ Arg

C. parapsilosis ATCC 22019 1 9
C. krusei ATCC 6258 16 7

C. albicans 1 21 5

C. albicans 2 53 2

C. albicans 3 32 9

C. albicans 4 12 7

C. albicans 5 21 13

% menor concentracdo que inibiu 50% do crescimento fingico
visualmente apds o periodo de incubagao.
b FLC: Fluconazol

Com relagdo as cepas de bactérias Gram-negativas, em nenhum dos géneros testados
RLMIX Arg apresentou boa atividade nas concentragcdes testadas. As CIMs para o
RLMIX Arg isolado foram maiores que 1024 pg/mL (maior concentragdo testada) para todas
as cepas de E. coli e K. pneumoniae, inclusive as ATCC. Como mostrado na tabela 6, todas as
cepas de E. coli testadas apresentaram sensibilidade ao meropeném (CIM < 1), ja as cepas de
K. pneumoniae apresentaram-se como resistentes (CIM > 4) a esse antibidtico. Todas as cepas
testadas, com exce¢do das ATCC foram classificadas como resistentes a ciprofloxacino (CIM
>1) (M100-S31) (CLSI, 2021). Nao foi observado sinergismo entre as combinagdes de drogas
testadas para nenhuma das cepas de bactérias Gram-negativas, porém foi observado uma

modulagdo negativa para a combinacdo RLMIX Arg e ciprofloxacino.
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No que tange ao teste de interagdo farmacologica, de acordo com a tabela 6 constatou-
se que 37,5% das cepas apresentaram sinergismo, 56,25% apresentaram relacdo aditiva, 6,25%
mostraram antagonismo e nenhuma das cepas apresentou relacdo de sinergismo parcial para a
combinacdo RLMIX Arg e Oxacilina. Os valores de FICI variaram de 0,25 — 2. A cepa que
apresentou relagdo de antagonismo foi a SARM ATCC. As maiores quedas nas CIM foram
observadas nas cepas SARM 6, pois o CIM para oxacilina caiu de 64 pug/mL (isolado) para 8
pg/mL (combinagdo), um valor trés vezes menor, e na cepa de SARM 9, com diminui¢do da
CIM para oxacilina de 32 pg/mL(isolado) para 4 pg/mL (combinagdo). Para a combinagao
RLMIX Arg e Vancomicina (tabela 7) foi observado que 50% das cepas apresentaram efeito
aditivo e 50% afeito antagonico. Observa-se que apesar do FICI traduzir um efeito antagonico,
ndo houve variagdes consideraveis nas CIM das cepas quando expostas a combinagdo

RLMIX Arg e vancomicina.



Tabela 6 - Avaliacdo do efeito sinérgico do RLMIX Arg com oxacilina e vancomicina frente a cepas de SARM.
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Valores de CIM?* pg/mL
COMBINADOS
Cepas Fonte RL-MIX- Oxacilina Y FICI® INTER® RL-MIX- Vanco Y FICI® INTER®
ARG ARG
SARM ATCC ATCC 8 8 2 ANT 4 1 1,00 ADD
SASM ATCC ATCC 2 0,0625 1 ADD 4 0,5 2,00 ANT
SARM 1*# Sangue 4 128 1 ADD 8 1 2,00 ANT
SARM 2* Secrecdo Ocular 4 16 1 ADD 8 0,5 2,00 ANT
SARM 3 Urina 4 128 1 ADD 8 1 2,00 ANT
SARM 4* Secregao 4 32 1 ADD 8 0,5 2,00 ANT
Abcesso
SARM 5 Fluido Pleural 2 16 0,5 SIN 4 0,5 1,00 ADD
SARM 6 Sangue 0,5 8 0,25 SIN 0,5 1,00 ADD
SARM 7 Sangue 1 32 0,5 SIN 4 2 2,00 ANT
SARM 8 Sangue 8 32 1 ADD 16 4 2,00 ANT
SARM 9 Secregdo pele 1 4 0,25 SIN 4 0,5 1,00 ADD
SARM 10 Sangue 4 16 0,5 SIN 8 1 1,00 ADD
SARM 11 Secregdo pele 4 8 1 ADD 4 0,5 1,00 ADD
SARM 12 Sangue 4 32 1 ADD 4 0,5 1,00 ADD
SARM 13 Sangue 4 16 0,5 SIN 8 1 1,00 ADD
SARM 14 Aspirado 4 128 1 ADT 8 1 2,00 ANT
Traqueal

2: CIM (concentragdo inibitéria minima) concentrag@o capaz de inibir 99.99% do crescimento visivel;
b S'FICI: Concentragdo inibitdria fracionada;
€. FICI £ 0,5 sinergismo (SIN); FICI > 0.5 mas <l sinergismo parcial (SYP); FICI = 1 aditivo (ADD); FICI >1 antagonismo (ANT);

*: Cepa utilizada no teste de biofilmes em placas, cateteres e citometria;
#: Cepa utilizada na microscopia eletronica de varredura.
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Para facilitar a visualizacdo e comparagdo a tabela 7 mostra de forma detalhada o
percentual de variagdo das CIM para oxacilina e vancomicina isolada e combinada ao
RLMIX Arg. A variagdo percentual foi calculada utilizando-se a seguinte férmula: variagao
(%) = [(OXA Combinada - OXA Isolada) / OXA Isolada] * 100 (igualmente para vancomicina)
de forma que os valores negativos indicam uma redu¢do na CIM da oxacilina quando
combinada com o RLMIX Arg e quanto mais negativo o valor, maior a potencializagdo do
efeito com a combinacdo. Uma redugdo de 50% da CIM nao implica necessariamente em efeito
sinérgico de acordo com o céalculo do FICI, mas sim em efeito aditivo, onde a combinagdo tem
efeito igual a soma das partes, sem poténcia aumentada, porém pode justificar dosagens
menores para reduzir toxicidade. Para ser considerada sinérgica a combinagdo precisa reduzir

em pelo menos quatro vezes o valor da CIM.

Tabela 7 — Comparagao do efeito sinérgico do RLMIX Arg com oxacilina frente a cepas de

SARM em valores de percentual de redu¢do de concentragdo inibitoria minima.

Cepas OXA O0XA Variacao Vanco Vanco Variacao
Isolada Combinada na CIM isolada combinada na CIM
pg/mL pg/mL (%) pg/mL pg/mL (%)

ix}lélé[ 8 8 0% 2 1 -50%

IS(}[%B(/% 0,125 0,0625 -50% 0,5 0,5 0%

fARM 256 128 -50% 1 1 0%

gARM 32 16 -50% 0,5 0,5 0%

?ARM 256 128 -50% 1 1 0%

EARM 64 32 -50% 0,5 0,5 0%

?ARM 64 16 -75% 1 0,5 -50%

EARM 64 8 -87.5% 1 0,5 -50%

?ARM 128 32 -75% 2 2 0%

SARM 64 32 -50% 4 4 0%

SARM 32 4 -87.5% 1 0,5 -50%

?(?RM 64 16 -75% 2 1 -50%

SARM

1 16 8 -50% 1 0,5 -50%
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szRM 64 3 -50% ! 0.5 -50%
%ARM 64 16 75% 2 ! -50%
?4ARM 256 128 -50% 1 1 0%

OXA: Oxacilina. Vanco: Vancomicina. CIM:

Concentragdo inibitério minima
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6.2 Efeito do RLMIX_Arg sobre biofilmes pré-formados em placas de 96 pocos

Para os biofilmes formados nas placas de 96 pocos foi observado diminuicio
significativa da viabilidade celular (p < 0.05) para as trés cepas testadas apds 12h e 24h de
tratamento. Essa diminui¢do foi notoriamente relevante nas concentragdes de 64 ug/mL e 80
pg/mL quando comparadas com as demais concentragdes utilizadas (Figura 15). Nenhuma das
cepas testadas apresentou reducdo significativa quando utilizados CIM/2 (4 pg/mL), CIM (8
pg/mL) e 2xCIM (16 pg/mL) nos tempos de incubagdo de 12h e 24h. Para o tempo de 24h, a
cepa SARM 1 mostrou reducio do crescimento de 91,7% e 95,1% nas concentracdes de 64
pg/mL e 80 pg/mL respectivamente. A cepa SARM 4 apresentou reducdo 77,6% e 80,9% para
64 ng/mL e 80 pg/mL respectivamente. SARM 2 apresentou os menores niveis de reducao,
52,5% e 69,4% para as concentracdes de 64 pg/mL e 80 ug/mL. As porcentagens relatadas
anteriormente referem-se a comparacdo com os grupos controle, ou seja, sem tratamento com

RLMIX Arg.



Figura 15 - Avaliacdo do efeito do RLMIX Arg na viabilidade

formados de SARM apds 12h e 24 h de tratamento.
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* P<0.05 comparado com controle / ** P<0.01 comparado com controle / *** P <(.001 comparado com controle

/# comparado com 4 pg/mL, 8 pg/mL e 16 pg/mL(p < 0.05).

O efeito na viabilidade celular também foi avaliado apds 12h de tratamento com

RLMIX Arg (Figura 15). Observou-se que para a cepa SARM 1, na concentragdo de 4 pg/mL

houve uma redu¢do de 15,3% da viabilidade celular entre os tempos de 12h e 24h, e na

concentragdo de 8 pg/mL a redugdo foi de 24% entre 12h e 24h de tratamento. Nas outras

concentragdes testadas ndo houve diferengas expressivas com relacdo ao tempo de exposi¢ao

ao RLMIX Arg. Apo6s 12h, as concentragoes de 64 pg/mL e 80 pg/mL permaneceram com
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redugdo significativa de viabilidade celular com relagdo ao controle, porém quando comparada
a variavel “tempo” (12h e 24h) ndo houve diferencas.

Para a cepa SARM 2 ndo foi observada diferenca significativa no tempo de tratamento,
porém observa-se uma tendéncia de diminui¢cdo da agdo do RLMIX_ Arg. Na concentragdo de
80 pg/mL, por exemplo, houve um aumento da viabilidade celular de 10% e na concentragdo
de 64 pg/mL observou-se um aumento de 5% quando comparados os tempos de 12h e 24h.

A cepa SARM 4 foi a que apresentou maior tendéncia a aumento da viabilidade celular
quando comparado os tratamentos de 12h e 24h. Na concentracdo de 64 pg/mL, o aumento na
viabilidade celular foi de 24,8%, e na de 80 pg/mL o aumento foi de 15,2% em relagdo ao
tratamento por 12h. Nas outras concentragdes o aumento de viabilidade celular foi de: 4 pg/mL
(9,98%), 8 ng/mL (12,64%) e 16 pg/mL (8,5%) em relacdo ao tratamento por 12h. Nas cepas
de SARM 1, SARM 2 e SARM 4 mesmo ap6s 24 h de tratamento as concentragdes de 64 pg/mL
e 80 pg/mL permaneceram com reducdo bastante significativa de viabilidade celular com
relacdo ao controle.

Com relagdo a biomassa celular nos biofilmes pré-formados, duas das cepas testadas
demonstraram diminui¢do significativa ap6s os tratamentos (p < 0.05) apenas para as
concentragdes de 80 pg/mL. A menor biomassa observada apds o tratamento com cristal
violeta (24 h) foi na cepa SARM 2 na concentracdo de 80 pg/mL, mostrando diminui¢dao de
32% de biomassa, e na cepa SARM 1 quando tratada com 80 pg/mL, mostrando uma redugao

de 31,96 % na formacao da biomassa celular (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliagdo do efeito do RLMIX Arg na biomassa do biofilmes pré-formados de
SARM apds 24h de tratamento.
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* P<0.05 comparado com controle / ** P < 0.01 comparado com controle / *** P <(.001 comparado com controle.

6.3 Efeito do RLMIX_Arg sobre biofilmes em formacao em placas de 96 pocos

Na avalia¢do da atividade antibiofilme, ou seja, interferéncia do RLMIX Arg na fase
inicial de adesdo, todas as cepas testadas mostraram reducao significativa de viabilidade celular
nas concentracdes de 64 pg/mL e 80 pg/mL (p < 0.05) em relagdo ao controle (Figura 17) apos
24h de tratamento.

A cepa SARM 1 apresentou reducao de 96,8% e 96,9% nas concentragdes de 64 pg/mL
e 80 pg/mL, respectivamente apds 24h. A concentragdo de 16 pg/mL mostrou-se menos
eficiente, com reducdo de viabilidade de 27,7%, ndo sendo considerada significativa. A cepa
SARM 2 apresentou reducao de viabilidade celular de 96,9% e de 97,05% quando tratada com
64 ng/mL e 80 pg/mL de RLMIX Arg, respectivamente, por 24 h. A cepa SARM 4 apresentou
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redu¢do 90,7% e 93,86% quando tratada com 64 pg/mL e 80 pg/mL de RLMIX Arg,

respectivamente, por 24 h.

Figura 17 - Avaliacgdo do efeito do RLMIX Arg na viabilidade celular dos biofilmes de SARM

na fase inicial de formag¢@o apds 12h e 24 h de tratamento.
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/ # comparado com 4 pg/mL, 8 pg/mL e 16 pg/mL (p < 0.05).

O efeito na viabilidade celular também foi avaliado apds 12 h de tratamento com
RLMIX Arg (Figura 17). Observou-se um comportamento diferente entre as cepas testadas.
Para a cepa de SARM 1 nas concentragdes de 64 pg/mL e 80 pg/mL ndo houve diferencas

significativas na viabilidade celular (p > 0.05) quando comparados os tratamentos de 12h e 24
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h. J& para a concentracdo de 16 pg/mL nas cepas de SARM 1 e SARM 4 observou-se um
aumento exponencial na viabilidade celular entre os tempos de 12h e 24h. Na cepa de SARM
1 por exemplo, houve aumento de 66,84% da viabilidade celular em 24h, em relagdo a leitura
com 12h.

Para a cepa de SARM 2 ndo foram observadas diferencas significativas no crescimento
entre os tempos de 12h e 24h. Para a cepa SARM 4 também foi demostrado que na concentragao
de 16 pg/mL ap6s 24h de tratamento com o RLMIX Arg, hd um aumento consideravel na
viabilidade celular (70,28%) em relagdo ao tratamento por 12h. As concentracdes de 64 pg/mL
e 80 pg/mL permanecem com redugdo significativa de viabilidade celular em relacdo aos
controles em todas as cepas testadas nos tempos de 12h e 24h.

No que se refere a biomassa celular, ndo foi observada diminui¢do significativa em

nenhuma das concentragdes testadas (Figura 18).

Figura 18 - Avaliagdo do efeito do RLMIX Arg na biomassa dos biofilmes de SARM na fase

inicial de formacao apo6s 24h de tratamento.
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O efeito do RLMIX Arg na fase inicial de formacao do biofilme também foi testado
nas concentragdes subinibitorias (Figura 19). Observou-se que para a cepa SARM 1 houve as
seguintes redugdes: 0,5 ug/mL (23,4%), 1 pg/mL (44,2%) e 2 pug/mL(49,1%). Para a cepa
SARM 2: 0,5 pg/mL (38%), 1 pg/mL (54,3%) e 2 pg/mL (47,09%). Para a cepa SARM 4: 0,5
pg/mL (16,04%), 1 ng/mL(13,7%) e 2 ng/mL(22,8%).

Figura 19 - Avaliacdo do efeito do RLMIX Arg em concentracdes subinibitorias na viabilidade

celular dos biofilmes de SARM na fase inicial de formagao apds 24 h de tratamento.
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6.4 Efeito inibitorio na adesdo das células ao poliestireno (in vitro)

Para a cepa SARM 1, na concentracdo de 64 pg/mL foi observada a maior redugdo de

formagdo de biomassa 31,74%. Nas concentragdes de 16 ug/mL (19,90%) e 80 pg/mL (16,42%)
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também foram observadas reducdes significativas. Na cepa SARM 2 foi observada a maior
inibicdo na adesdo das células a superficie de poliestireno na concentracdo de 4 pg/mL
(44,67%), 8 pg/mL (40,05%) e 16 pg/mL (46,50%). Para a referida cepa, em todas as
concentragdes testadas houve reducdo na adesdo de biomassa: 64 pg/mL (33,67%) e 80 ug/mL
(25,87%). Observou-se que o aumento das concentragdes e a adesdao nessa cepa ao poliestireno
possuem relacdo inversa.

Para a cepa SARM 4 a unica concentragdo considerada significativa foi de 4 ug/mL,

com reducdo de 25,76% da biomassa celular (Figura 20).

Figura 20 - Efeito na adesdo da biomassa celular de biofilmes de SARM em placas de

poliestireno apds tratamento das placas com RLMIX Arg por 24h.
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6.5 Avaliacdo do efeito do RLMIX_ Arg na viabilidade celular de biofilmes mistos

de SARM e C. albicans pré-formados em placas apds 24 h de tratamento.
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O RLMIX Arg atuou reduzindo de forma significativa a viabilidade celular em biofilme
polimicrobiano de C. albicans resistente ao fluconazol e SARM (Figura 21). Para a combinacao
C. albicans 1 + SARM 1, o biofilme demostrou diminui¢do de atividade metabdlica
significativa de acordo com o aumento das concentracdes. Dessa forma, as atividades
metabolicas encontradas foram de 70% em CIM, 63,6% em 2x CIM, 54,3% em 4xCIM, 32,7%
em 8XCIM e 24,2% em 16xCIM. Para a combinagao C. albicans 2 + SARM 2, a viabilidade
celular encontrada foi de 66,8% em CIM, 49% em 2xCIM, 35,9% em 4xCIM, 27,06 % em
8xCIM e 18,2% em 16xCIM.

Figura 21 - Avaliacdo do efeito do RLMIX Arg na viabilidade celular de biofilmes mistos de

SARM e C. albicans pré-formados em placas de poliestireno apds 24h de tratamento.
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6.6 Efeito do RLMIX Arg sobre biofilmes de SARM isolado formados e em

formacao em cateteres venosos periféricos (CVP)

O RLMIX Arg diminuiu significativamente a quantidade de células vidveis (UFC/mL)

nos biofilmes pré-formados (48 h) e em processo inicial de formagao na concentragdo de 80

16x CIM A '3
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pg/mL apos incubagdo por 24 h (p < 0.0001) (Figura 22A). Para a cepa SARM 1, apenas a
concentragdo de 80 pg/mL foi significativa para o biofilme pré-formado (redugdo de 5,3 na
escala de Log) (Figura 23A) e as concentragdes de 64 pg/mL (reducdo de 2,2 log) e 80 pg/mL
(redugdo de 5,6 log) para os biofilmes em fase inicial de formacao (Figura 22B).

Para a cepa SARM 2, nas concentracdes de 8 pg/mL, 16 ug/mL e 64 pg/mL nao foi
observado diferenga significativa em relacdo ao controle (p < 0.05) para os biofilmes pré-
formados. Na concentragdo de 80 pg/mL observou-se inibicdo de cerca de 97% das UFC
(redugdo de 5,7 log) (Figura 22A). Ainda para a cepa SARM 2, a concentra¢dao de 80 pg/mL
mostrou-se eficiente em reduzir as UFC no biofilme em fase inicial de formacdo, com uma
queda de 5,6 na escala logaritmica. Na concentracdo de 64 pg/mL houve redu¢do de 2,4 log
(Figura 22B).

Para a cepa SARM 4 foram significativas as concentragdes de 80 pg/mL para o biofilme
pré-formado, com reducdo de 5,5 log (Figura 22A). Ja para o biofilme em fase inicial de
formagdo houve 5,6 na escala logaritmica (Figura 22B). Para todas as cepas testadas, a
concentracdo de 80 pg/mL foi capaz de desagregar o biofilme maduro, assim como impedir a

agregacao de células bacterianas ao cateter, dificultando a formagao de biofilmes.



97

Figura 22 - Efeito do RLMIX Arg nas UFCs de biofilmes maduros e na fase inicial de adesd@o em Cateter Venoso Periférico apds tratamento por

24h. A: Biofilmes maduros. B: Efeito antibiofilme (biofilme em formagao).
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A diminui¢do visual das coldnias bacterianas em decorréncia do aumento da

concentragdo de RLMIX Arg ¢ apresentada na Figura 23.

Figura 23 - Efeito do RLMIX Arg nas UFC de biofilmes maduros de SARM 4 em CVP apds
24h de tratamento.
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Fonte: Autor, 2024.

6.7 Efeito do cateter impregnado com o RLMIX_Arg isolado e em gel de Pluronic
F-127 + RLMIX_ Arg sobre a formacio de biofilmes em cateteres venosos

periféricos

6.7.1 Efeito do cateter impregnado com RLMIX _ Arg isolado sobre a formacio de
biofilme de SARM em CVP

Apo6s impregnacao dos cateteres nas concentragdes de 4 pg/mL, 8 ng/mL, 16 pg/mL, 64
pg/mL e 80 pg/mL, ndo foram encontradas redugdes significativas no crescimento do biofilme
(Figura 24A). A concentragdo de 4 mg/mL apresentou maior redu¢do na adesdo de células para
a formagao de biofilme isolado de SARM. Para SARM 1 houve redugao de 28,1% de adesao,
para SARM 2 obteve-se a maior reducgdo, 36,85%, e SARM 4 uma reducao de 23,75%. Na
concentracdo de 8 mg/mL as taxas de reducdo na formagado de biofilme foram inferiores as de

4 mg/mL. Um halo de inibi¢do utilizando meio 4gar Mueller Hinton foi observado apenas nas
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concentragdes mais altas, 4 mg/mL e 8 mg/mL, comprovando a efetividade do processo de
impregnacao do cateter. Nao foi observado halo de inibi¢do no cateter utilizado como controle

(Figura 24B).

Figura 24 — A) Efeito do cateter impregnado com o RLMIX Arg sobre a formagao de biofilmes
de SARM em CVP. B) Antibiograma com cateteres impregnados.
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6.7.2 Efeito do cateter impregnado com RLMIX_Arg isolado e da formulagio em gel

sobre a formacao de biofilme misto em CVP

Na avaliagdo do efeito do CVP impregnado com RLMIX Arg isoladamente (10 mg/mL)
sobre a formacao de biofilmes mistos de SARM e C. albicans (Figura 25), constatou-se que
houve reducdo de UFC variando entre 90.5% a 97.4 % em C. albicans e entre 89.5% e 97.8%
para SARM nos cateteres no periodo final avaliado, o qual corresponde a 28 dias. O efeito
inibitorio na adesao das células foi constatado nos tempos de 24h. Para as contagens de unidades
formadoras de colonias em 48 h observou-se uma tendéncia de aumento na contagem para
alguns tratamentos. Com relacdo a durabilidade, houve manutenc¢io do efeito antimicrobiano
durante o periodo avaliado, tendo em vista que apds 28 dias observou-se significativo
percentual inibitorio das UFCs ap6s 48h. Para a combinacdo SARM 1 e C. albicans 1 ap6s 28
dias manteve-se reducao na adesao de 71,4% (SARM 1) e 33,4% (C. albicans 1). Para a outra
combinagdo utilizada as redu¢des observadas foram de 84,4% para SARM 2 e 80,5% para C.

albicans 2.
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Figura 25 — Avalia¢do da atividade e da durabilidade do efeito antimicrobiano do cateter
impregnado com o RLMIX Arg isolado sobre a formagdo de biofilmes mistos de SARM e C.
albicans em CVP.
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* P < 0.05 comparado com controle. UFC: Unidades formadoras de colonia por mL. Foram utilizadas as
combinag¢des SARM 1 + C. albicans 1 ¢ SARM 2 + C. albicans 2.0 controle refere-se ao cateter estéril sem

contato com o RLMIX Arg.

Para o cateter impregnado com o gel contendo RLMIX Arg 0,9 pg/mL, a reducao de UFC
variou entre 87.6% a 100% para C. albicans e entre 99.1% e 100% para SARM na tltima analise

de 28 dias (Figura 26), apresentando evidente manutencao do efeito inibitorio apds 28 dias de
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armazenamento. Para a combinacdo SARM 1 e C. albicans 1 ap6s 28 dias na contagem de 48h
observou-se reducdo na adesdo de 98% e 100% respectivamente. Para a outra combinagao
obteve-se reducao de 99% para SARM 2 e de 68% para C. albicans 2. Observou-se também

que para o tempo de 48h houve tendencia ao aumento na contagem das UFC.

Figura 26 — Avalia¢do da atividade e da durabilidade do efeito antimicrobiano do cateter
impregnado com o gel Pluronic F-127 + RLMIX Arg sobre a formagao de biofilmes mistos de
SARM e C. albicans em CVP.
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6.8 Avaliacio de viabilidade celular através de citometria de fluxo

Nas trés cepas testadas houve reducao significativa da viabilidade celular (p < 0.05). A
oxacilina, a qual foi utilizada como controle, gerou redugdo da viabilidade celular de 60%,
41,94% e 36,04% nas cepas SARM 1, SARM 4 e SARM 2 respectivamente nas concentragdes
de CIM para cada cepa em comparacdo com os controles negativos (Figura 27).

O RLMIX Arg diminuiu a viabilidade celular de forma concentragdo dependente em
todas as cepas. Para a cepa SARM 1: 4 ng/mL (9,9%), 8 ug/mL (24,58%), 16 ng/mL (42,18%).
A combinagdo RLMIX Arg 8 pg/mL + Oxacilina 256 pg/mL diminuiu a viabilidade celular
em 81,40%.

Para a cepa SARM 2 observou-se diminui¢des de: 4 pg/mL (15,83%), 8 pg/mL
(32,04%), 16 pg/mL (43,09%). A combinacdo RLMIX Arg 8 pg/mL + Oxacilina 32 pg/mL
diminuiu a viabilidade celular em 59,31%. Para a cepa SARM 4 observou-se diminuigdes de:
4 pg/mL (18,50%), 8 ng/mL (33,60%), 16 ng/mL (46,15%). A combinacdo RLMIX Arg 8
pg/mL + Oxacilina 64 pg/mL diminuiu a viabilidade celular em 62,27%.

6.9 Teste de TUNEL

Nas trés cepas testadas observou-se fragmentagdo significativa do DNA celular (p <
0.05) (Figura 28). O RLMIX Arg demostrou aumentar a fragmentagdo no DNA de forma
concentracdo dependente, de forma que a combinacdo RLMIX Arg e oxacilina mostrou os
maiores niveis de células TUNEL positivas, 68,31% (SARM 1), 57,36% (SARM 4) e 63,39%
(SARM 2).

Para SARM 1 observamos: 4 pg/mL (15,39%), 8 pg/mL (30,54%), 16 pg/mL (39,15%).
A combinagdo RLMIX Arg 8 pg/mL + oxacilina 256 pg/mL aumentou o numero de células
TUNEL positivas em 68,31%. Para SARM 2: 4 ug/mL (11,72%), 8 pg/mL (26,72%), 16 pg/mL
(38,81%). A combinagdo RLMIX Arg 8 pg/mL + oxacilina 32 pg/mL aumentou o numero de
células TUNEL positivas em 63,39%. Para SARM 4: 4 pg/mL (9,82%), 8 ng/mL (23,22%), 16
pg/mL (33,73%). A combinacdo RLMIX Arg 8 pg/mL + oxacilina 64 pg/mL aumentou o
namero de células TUNEL positivas em 57,36%. Para oxacilina observamos os valores de

56,75% (SARM 1), 44,72% (SARM 2) e 42,99% (SARM 4).
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Figura 27 - Avaliacdo dos danos causados por RLMIX Arg nas membranas de células de SARM apds 24 h de tratamento.
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Figura 28 - Avaliacdo da fragmenta¢do do DNA causada ap6s tratamento com RLMIX Arg em células de SARM apos 24h de tratamento.

seanisod _m.m._wh sen) «\00
W00,
{ =
. o,o\ &w%\
v&\ow ovv#
[}, ° %
..... e o.\\oo+0
T T T i @&w
&8 8 8 & ° oe\o
(24) seapisod [aun |, sen) ,oomu

* P < 0.05 comparado com controle negativo (células sem tratamento).



106

6.10 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV)

A analise por MEV realizada em cateteres submetidos a formagao de biofilmes e apds
tratamento com RLMIX Arg confirmou a redu¢ao celular. Na concentracdo de 8 pg/mL foram
identificados ainda alguns agregados celulares, com danos em seu formato original (Figura 29
C/D). No tratamento com a concentragcdo de 80 pg/ml foi possivel observar apenas restos de
fragmentos celulares e destruicao significativa da matriz exopolimérica (Figura 29 E/F).

No cateter ndo tratado € possivel observar a complexa rede de matriz exopolimérica que

une as cé¢lulas, a qual ¢é fundamental para a adesdo celular a superficies (Figura 29 A /B).

Figura 29 — Avaliacdo da acdo do RLMIX Arg em biofilmes maduros de SARM formados em
CVP apo6s 24h de tratamento por MEV.

A e B- Cateteres sem tratamento (A 2000x; B 10000x). C e D - Cateteres tratados com 8 pg/mL do
RLMIX Arg (C 2000x; D 10000x). E e F - Cateteres tratados com 80 pg/mL do RLMIX Arg (E 2000x;
F 10000x). Barra 10 pm (magnificagdo de 10000x) e 50 um (magnifica¢do de 2000x).
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A formagdo do biofilme misto composto por C. albicans resistente ao fluconazol e
SARM evidenciou-se sobre a superficie do cateter, demonstrando células integras com
aglomerados celulares de leveduras e células bacterianas aglomeradas em cachos, arranjo ao
qual S. aureus se dispde, nos cateteres controles (Figura 30A-B e 31A-B). Para as impregnagdes
realizadas com RLMIX Arg isolado e gel de RLMIX Arg, foi visualizada redug¢do no nimero
de células microbianas e presenga de dano celular. A Figura 30 C e 30 D mostra o resultado da
formacao de biofilmes em cateteres impregnados com 10 mg/mL de RLMIX Arg, de forma

que sdo constatadas evidéncias de restos celulares e intensa destrui¢ao celular.

Figura 30 — Avaliacdo da agdo de cateteres impregnados com RLMIX Arg 10 mg/mL na
prevencao da formagdo de biofilme mistos de SARM e C. albicans em cateteres venosos

periféricos ap6s 48h de incubagao.

A e B - Cateteres controle (A 8000x; B 25000x). C e D - Cateteres impregnados com 10mg/mL (C
8000x; D 25000x). Barra 10 um (magnificagdo de 8000x) e 5 um (magnificagdo de 25000x).



108

A Figura 31 C e 31 D apresenta o resultado da visualizagdo microscopica dos biofilmes
formados em cateter impregnados com gel Pluronic F-127 + RLMIX_Arg. Observa-se também
alteracdo na morfologia de células fungicas e bacterianas, com diminuicdo da formacao de

biofilmes.

Figura 31 — Avaliacdo da agdo de cateteres impregnados com gel de RLMIX_ Arg (0.9 pg/ml)
na preven¢do da formagdo de biofilme mistos de SARM e C. albicans em cateteres venosos

periféricos ap6s 48 h de incubagao.

A e B — Cateteres controle (A 8000x; B 25000x). C e D - Cateteres impregnado com gel Pluronic F-
127 + RLMIX_ Arg (0.9 pg/ml) (C 8000x; D 25000x). Barra 10 um (magnificagdo de 8000x) e 5 um
(magnificacdo de 25000x).
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7 DISCUSSAO

Os RL, definidos como uma classe de biossurfactantes produzidos por microrganismos,
sdo caracterizados por duas porgdes, uma delas ¢ uma ramnose (parte hidrofilica), constituida
por moléculas de mono ou di-ramnose que estdo conectadas por ligagdes al-2-glicosidicas
(Abdel-Mawgoud, Lépine e Déziel, 2010). A outra por¢ao € constituida por acidos graxos (parte
hidrofobica) com C8-C24 cadeias saturadas/insaturadas. Tendo em vista essas carateristicas,
sabe-se que os biossurfactantes sdo capazes de acumular-se nas interfaces e reduzir a tensao
superficial entre duas fases de diferentes polaridades (Gudiia et al., 2015).

Além disso, os biossurfactantes tém sido qualificados como agentes terapéuticos em
virtude de sua capacidade de: promover a ruptura das membranas celulares, resultando em lise
e extravasamento de metabdlitos; alterar a conformagao de proteinas essenciais para fungdes de
membrana, como transporte e geracdo de energia e formagdo de um filme superficial que
modifica a molhabilidade e a energia da superficie original, impactando as propriedades de
adesdo de microrganismos (Sanchez et al., 2010; Satpute et al., 2019). O carater biodegradavel
¢ outro ponto positivo dos biossurfactantes, os quais também apresentam baixa toxicidade
(Soberon-Chévez et al., 2021).

Evidenciou-se que o RLMIX Arg, um RL produzido por P. aeruginosa, complexado
com o aminoacido arginina, possui propriedade bactericida contra cepas planctonicas de SARM
em concentragdes que variaram de 4 - 16 pg/mL. Nossos dados corroboram com os achados de
Ramos da Silva ef al. (2019), os quais encontraram CIMs de 8 pg/mL para SASM e 32 pg/mL
para SARM quando expostos a0 RLMIX Arg. No mesmo estudo observou-se que a mistura de
RL, sem a presenca da arginina, ndo apresentou atividade bactericida na maior concentragao
testada: CIM > 250 pg/mL. Samadi et al. (2012) encontrou CIM de 50 pg/mL, uma
concentra¢cdo menor que a relatada no estudo de Ramos da Silva et al. (2019), para uma mistura
de mono e di-ramnolipideos, sem funcionalizagdo com aminoacidos, também produzido por P.
aeruginosa frente a S. aureus. Observa-se que a incorpora¢do do aminoacido arginina aumentou
significativamente a a¢do antimicrobiana, pois em nosso estudo demonstramos que a CIM
diminui cerca de 84% se comparada com os resultados de Samadi et al. (2012).

Na literatura sdo relatadas outras formas de exploracdo da agdo antibacteriana dos RL.
Malakar et al. (2021), por exemplo, utilizou nanoparticulas de oxido de zinco revestidas com
um RL também produzido por P. aeruginosa, obtendo resultados de CIM de 500 pg/mL para o
RL sozinho e de 250 pg/mL quando o RL foi revestido com oxido de zinco para SASM.

Observa-se que valores de CIM encontradas em nosso estudo sdo significativamente menores.
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Tantawy et al. (2018) sintetizaram moléculas de surfactantes cationicos através da
complexagdo de acidos graxos com grupamentos aminas derivados de N,N-dimetil-1,3-
propanodiamina. Todos os surfactantes catidnicos apresentaram uma alta atividade
antimicrobiana contra a maioria dos microrganismos testados, em que as moléculas sintetizadas
mostraram zonas de inibicdo de didmetro de 13-27 mm para cepas de S. aureus. Outro estudo
conduzido por De Freitas Ferreira, Vieira e Nitschke (2019) mostrou a atividade antimicrobiana
de um RL obtido comercialmente contra os microrganismos Bacillus cereus (CIM = 19,5 ug/mL)
e Listeria monocytogenes (156,2 pg/mL), com CBM de 39,1 pg/mL e 312,5 ug/mL,
respectivamente. Nesse estudo, o crescimento de S. aureus nao foi completamente inibido (sem
CIM), porém a densidade optica foi reduzida em 57% quando comparada ao controle.

Além da arginina, o uso de outros aminoacidos catidnicos complexados a surfactantes
também ¢ relatado na literatura. Colomer et al. (2011) sintetizou diferentes composi¢des
moleculares de surfactantes complexados com o amino4cido lisina, o qual possui dois grupos
amino de diferentes valores de pKa/basicidade. Nesse estudo foram observadas CIMs entre 125
pg/mL e 250 pg/mL para SASM, mostrando ainda que eficdcia antimicrobiana e potencial
hemolitico dependem da densidade de carga, do tipo de aminoacido na regido polar e da
localizagdo da carga positiva na molécula. Diante do exposto, a complexagdo com aminoacidos
catidnicos torna-se uma estratégia interessante para diminuicdo dos valores de CIM e da
toxicidade das moléculas (Ramos da Silva et al., 2019).

Todas as cepas de bactérias Gram-negativas testadas, E. coli e K. pneumoniae, nao
mostraram inibi¢do de crescimento por RLMIX Arg nas faixas de concentragdes testadas,
confirmando os achados de Ramos da Silva ef al. (2019), os quais relataram CIM > 250 pg/mL
para o composto. Outro estudo encontrou CIM > 1000 pg/mL para cepas de E. coli 683/693
para um RL vendido comercialmente (Chlumsky et al., 2021). Shen et al. (2020) também nao
encontrou CIM para E. coli e P. aeruginosa em concentracdes de até 10 mg/mL de um RL,
assim como Silva et al. (2022) encontrou CIM > 500uM (maior concentracao testada) para
surfactantes cationicos derivados de serina frente a cepas de E. coli. Esses dados corroboram
com os achados do nosso estudo, o qual também nao encontrou efeito inibitério do RLMIX Arg
sobre células de bactérias Gram-negativas.

A classificacdo das bactérias em Gram-positivas e Gram-negativas baseia-se nas
diferengas estruturais de suas paredes celulares. As Gram-positivas exibem uma espessa
camada de peptidoglicano (~30 nm) rica em polissacarideos e 4cidos teicoicos, enquanto as
Gram-negativas possuem uma camada mais fina (~10 nm) recoberta por uma membrana externa

complexa, contendo proteinas e fosfolipideos (Araujo et al., 2010). Apesar da presenca de
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cargas negativas na superficie das bactérias Gram-negativas, a baixa densidade de cargas pode
explicar a fraca interacdo e, consequentemente, a agdo reduzida dos surfactantes catidnicos
nessas bactérias (Pinazo et al, 2016). Evidéncias também sugerem que bactérias Gram-
negativas sdo muito mais dificeis de tratar em comparacao com os patdgenos bacterianos Gram-
positivos devido a presenga de membrana externa adicional, suas bombas de efluxo e outros
mecanismos de resisténcia (Hajipour et al., 2012; Saxena et al., 2023).

Com relagdo ao sinergismo, observamos queda das CIM quando o RLMIX Arg ¢
utilizado concomitantemente com a oxacilina. Nossos resultados corroboram com os achados
de Samadi et al. (2012), o qual utilizando uma mistura de RL e oxacilina obtiveram 42,8% de
sinergismo e 57,2% de relagdo sinérgica parcial. Sabe-se que os surfactantes se intercalam nas
membranas das células-alvo, prejudicando a homeostase celular, com consequente aumento da
permeabilidade na membrana, dessa forma, o efeito da oxacilina seria maximizado, pois haveria
maior facilidade a droga penetrar nas paredes bacterianas (Otzen, 2017).

Um estudo de Radlinski et al. (2019) utilizando concentragdes de 30 pg/mL e 40 pg/mL
de uma mistura de mono e di-RL adicionadas de 58 pg/mL do aminoglicosideo tobramicina
foram capazes de erradicar cerca de 99.9% das células planctonicas de S. aureus. O acentuado
sinergismo observado pode ser atribuido a perda de integridade da membrana bacteriana
provocada pelo RL com aumento da penetragao da tobramicina, a qual se liga a subunidade 30S
do ribossomo prejudicando a sintese proteinas.

O mesmo estudo ndo demostrou uma relagdo sinérgica significativa quando utilizadas
oxacilina e a mesma mistura de RL. A adi¢do do aminoécido arginina, com sua carga cationica,
a mistura de RL pode explicar essa diferenca de achados. A arginina, um composto basico e de
carater catidnico, interage fortemente com as moléculas carregadas negativamente da
membrana bacteriana (acido lipotecdico/Gram positivas), aumentando a permeabilidade da
membrana, favorecendo a liberagdo de ions celulares (Alalaiwe et al, 2018).
Consequentemente, ha potencializagdo da a¢do do biossurfactante, assim como favorecimento
da entrada da oxacilina nas c¢lulas, aumentando sua concentragao no local de acdo (Patrone et
al., 2010; Pinazo et al., 2016; Serpa Sampaio Moreno et al., 2021).

Existem poucos relatos em relagdo ao sinergismo de biossurfactantes com a
vancomicina. Faqri, Hayder e Hashim (2019) relataram sinergismo em cepas de S. aureus
utilizando disco de vancomicina (30 pg/mL) combinados com 250 pg/mL de mono-RL, porém
apenas uma cepa foi testada. A estrutura ciclica e complexa da vancomicina pode ser uma das
razdes pelas quais verificou-se a prevaléncia de relagdes aditivas e antagOnicas no presente

estudo (Williams, D. H., 1984).
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Verificou-se que o RLMIX Arg afeta a fase inicial de formacao do biofilme microbiano
em placas de poliestireno de forma concentra¢do dependente. Assim como possui uma boa
atividade de dispersao das células de SARM em biofilmes maduros nas concentra¢des de 64
pg/mL e 80 pg/mL. Serpa Sampaio Moreno et al. (2021) sintetizaram surfactantes tendo como
base aminoacidos catidnicos com cabegas polares compostas por pares de aminodcidos:
arginina-fenilalanina e arginina-triptofano, os quais mostraram uma propriedade de dispersao
de biofilmes maduros de Candida spp. resistentes ao fluconazol na concentragdo de 81,2
pg/mL, proxima a encontrada em nosso estudo.

Sabarinathan et al. (2021) demostraram que 100 pg/mL de um RL obtido de cepas de
P. plecoglossicida BP03 foi capaz de inibir a formag¢ao do biofilme de S. aureus em 83,5% em
placas. Shen et al. (2020) também mostraram que um RL obtido comercialmente foi capaz de
desagregar em cerca de 30% o biofilme maduro de S. aureus na concentragcdo de 5000 pg/mL
com atividade antibiofilme (fase inicial de formac¢do do biofilme) na concentragdo de 310
pg/mL. Em nosso estudo, uma concentragdo menor, 80 ng/mL, foi capaz de inibir a formacao
do biofilme em mais de 90%.

Diferentemente do caso com bactérias planctdnicas, os antibidticos convencionais sdo
menos eficazes no tratamento de bactérias em biofilmes devido a resisténcia a penetragao,
porém observamos que o RLMIX Arg consegue erradicar de forma eficiente as células do
biofilme. O DNA extracelular desempenha um papel fundamental na producdo de biofilme,
atuando como um quelante de moléculas cationicas, de forma que a incorporagdo da arginina
pode aumentar a afinidade do RL com essas moléculas, favorecendo a desintegragdo dos
biofilmes (Alalaiwe et al., 2018; Baelo et al., 2015). Observou-se também que em 12h e 24 h
de tratamento o RLMIX Arg ainda permanece com boa atividade tanto sobre biofilmes
maduros quanto em biofilmes na fase inicial de formacgao.

Os ramnolipidios sdo secretados por P. aeruginosa e desempenham um papel dual na
formacdo de biofilme: inicialmente, promovem a motilidade e inibem a fixacdo, enquanto
mantém canais para agua e oxigénio (Banat, Rienzo e Quinn, 2014). No entanto, em biofilmes
estabelecidos, a adi¢do externa de ramnolipidios pode levar a degradagdo da matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) e a destruicdo de microcolonias. Essa acdo ¢
mediada pela alteragdo do ambiente do biofilme devido as propriedades de superficie ativa dos
ramnolipidios, bem como pela modificacdo das propriedades de carga (Diaz De Rienzo ef al.,
2016). Esse mecanismo de agdo amplo e ndo especifico também pode reduzir a probabilidade

das bactérias desenvolverem resisténcia por meio de mutagdes espontaneas (Ceresa et al., 2023)
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A adesdo das células a placas de poliestireno também foi prejudicada apds tratamento
da placa com RLMIX Arg por 24 h, porém cada cepa apresentou um padrdo de inibi¢ao
diferente, inversamente proporcional a concentracdo do RLMIX Arg. Um estudo de Zezzi do
Valle Gomes e Nitschke (2012) mostrou que a adesdo de S. aureus em placas de poliestireno
foi reduzida em 67.8% quando as placas foram pré-tratadas com um RL na concentragdo de 1%
(w/v). Sabe-se que um dos principais fatores envolvidos na adesdo microbiana ¢ a reducao da
hidrofobicidade da superficie (Shao et al., 2017). Sendo assim, pode-se supor que, apos o
tratamento com o RLMIX Arg, em concentragdes subinibitorias hd uma reducdo na
hidrofobicidade da superficie de poliestireno, prejudicando a adesdo das células bacterianas.

Observou-se também que concentragdes subinibitorias, 1 pg/mL e 2 pg/mL, sdo capazes
de diminuir a primeira fase de formagao do biofilme, com a adesdo em placas de poliestireno
reduzindo em até 49%. Outro estudo investigou a a¢do antibiofilme de uma mistura de mono e
di-RL produzidas por P. aeruginosa M15 e verificou que em concentragdes de 6,25 pg/mL
houve redugao de cerca de 70% da adesdo das células de SASM a placas de poliestireno. Para
células de SARM verificou-se que na concentragdo de 6,25 pg/mL (Y4 CIM) houve redugdo da
adesdo de 25%, e na concentragdo de 12,5 pg/mL (1/2 CIM) houve cerca de 80% de inibi¢ao
da adesdo (Buonocore et al., 2023). Para biofilmes pré-formados (maduros) o mesmo estudo
citado acima observou que apds 72h o RL manteve atividade contra SASM, com 60% de
degradagdo de 25 pg/mL a 100 pg/mL e 50% a 12,5 pg/mL (CIM). Menor atividade foi
registrada contra a cepa SARM, com 50% de degradagdo a 50 pg/mL e 100 pg/mL, e 35% de
atividade a 25 pg/mL (CIM).

Avaliou-se, também, a eficicia do complexo RLMIX Arg contra biofilmes
polimicrobianos pré-formados, constituidos por C. albicans resistente ao fluconazol e MRSA.
Observou-se uma redu¢ao de até¢ 81,8% na viabilidade celular na combinacdo de C.
albicans e SARM (2:2), utilizando 16 vezes a concentragdo inibitéria minima (CIM),
equivalente a 112 pg/mL. Esses achados corroboram dados da literatura que demonstram o
potencial dos ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa como agentes antiadesivos e
dispersantes eficazes contra biofilmes fungicos e bacterianos ja estabelecidos. A incorporagao
de ramnolipidios em revestimentos de superficies tem sido sugerida como estratégia promissora
para prevenir a fixacdo inicial de fungos e bactérias (Abdel-Mawgoud, Lépine e Déziel, 2010;
Nickzad e Déziel, 2014)

Sabe-se que a associacdo confere vantagens a ambos os microrganismos, resultando em
efeitos prejudiciais ao hospedeiro, no entanto, foi apenas recentemente que o principal

promotor de letalidade e seu mecanismo de ativagdo foram identificados. Estudos mostram que
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o catabolismo da ribose por C. albicans, resultando na alcaliniza¢do do meio extracelular, induz
a ativacao do sistema agr de S. aureus (Arévalo-James e Torrents, 2024). Apesar do mecanismo
preciso que desencadeia a ativagdo do sistema agr ainda ndo estar totalmente elucidado, seu
efeito final ¢ a produ¢do de a-toxina, molécula efetora capaz de induzir danos a membrana
celular, liberacdo de eicosanoides, ruptura de jungdes intercelulares, agregagdo plaquetéria e
disfuncdo hemostatica. Esses eventos culminam na disfungdo organica e, eventualmente, na
faléncia de multiplos 6rgaos (Paul et al., 2024).

Estudo complementar conduzido por Tambone ef al. (2021) demonstrou a eficacia de
um biossurfactante derivado de ramnolipidios (R89BS) aplicado ao revestimento de discos de
titdnio para inibir a formagdo de biofilmes mistos de C. albicans e S. aureus, observando
inibi¢do superior a 90% em 24 horas. Similarmente Ceresa et al. (2019) investigaram o efeito
inibitéorio de trés biossurfactantes (lipopeptideo (AC7BS), ramnolipidio (R89BS) e
soforolipidio (SL18) contra biofilmes mistos de C. albicans—S. aureus e C. albicans—S.
epidermidis. Todos os biossurfactantes avaliados apresentaram efetiva atividade inibitoria
contra a formacgdo desses biofilmes, evidenciada pela reducdo da biomassa, atividade
metabolica, alteracdo da arquitetura microestrutural e diminui¢ao da viabilidade celular, por até
72 horas, em placas de poliestireno e discos de silicone.

O RLMIX Arg afetou a fase inicial de formagao de biofilme de SARM em CVP de
forma concentragdo dependente, em que 80 pg/mL foi capaz de eliminar 99.9% das células.
Sodagari et al. (2013) identificou em seus estudos que uma mistura de mono e di-RL (Delia,
AB, Canadd) nas concentragdes de 10 a 200 mg/L ¢é capaz de prejudicar a adesdo de diversos
microrganismos Gram negativos (E. coli e P.aeruginosa) e Gram positivos (B. subtilis e S.
epidermidis) a superficies de vidro.

Rodrigues et al. (2004) estudou as propriedades antiaderentes de um biossurfactante, o
qual mostrou reduzir a adesdo inicial de S. aureus em proteses vocais em até 86%. Ha uma
reducdo de 85% na adesdo de S. aureus em discos elastoméricos de silicone incubados
concomitantemente com uma mistura de mono e di-RL (R89BS) produzidos por P. aeruginosa
apos 72 h, assim como uma diminui¢do da atividade metabolica das células de 68-89% em
concentragdes entre 0.12 - 2 mg/mL (Allegrone et al., 2021). Esses dados corroboram com os
demostrados no presente estudo, os quais apontam que CVP incubados com RLMIX Arg na
concentragdo de 4 mg/mL diminuem a adesdo de células bacterianas (23%), consequentemente,
diminuindo a formag¢ao de biofilmes. Além disso mostrou a agdo frente biofilmes de SARM,

fato pouco relatado na literatura.
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Os biossurfactantes podem afetar as interagdes entre microrganismos e superficies por
meio de varios modos de ac¢do, entre eles a modificagdo das propriedades fisico-quimicas, como
por exemplo, carga de superficie e hidrofobicidade, o que reduz a adesdo microbiana (Janek et
al., 2018; Zhang et al., 2021). O RLMIX Arg demonstrou prejudicar a formagao de biofilmes
de SARM como também potencial para desagregacao do biofilme maduro em CVP. E Silva et
al. (2017) demonstrou que um RL obtido comercialmente (147858-26-2) ¢ capaz de remover
88.9% do biofilme formado por SASM em placas, tendo o leite como fonte de carboidrato, e
35% quando utilizado um meio nutriente convencional.

Com relagdo as andlises dos cateteres impregnados com RLMIX Arg e seu gel frente a
biofilmes polimicrobianos formados por SARM e C. albicans, foi demonstrado o efeito
preventivo sobre os cateteres, assim como foi verificado que, mesmo apds 28 dias de
armazenamento, os compostos ainda preservam sua atividade antibiofilmes. Dardouri et al.
(2022) analisou a impregnagao de superficies de polidimetilsiloxano (PDMS) com uma mistura
de mono e di-RL (5 mg, 0.008 mmol) obtidos comercialmente. Foi observado uma reduc¢do de
log nas UFC/mL de 4,20 (99,99%) para adesao de células de SASM nessa superficie, bem como
quando analisado a formacdo de biofilmes mistos de C. albicans e SASM houve redugdo de
1,69 log (97,95%).

De acordo com Sidrim et al. (2019) cateteres tratados com antimicrobianos para
prevencao da colonizagdo microbiana ¢ uma estratégia interessante para redugdo da formacao
de biofilmes, entretanto podem ter sua eficdcia reduzida contra patdgenos resistentes e
durabilidade limitada da atividade antimicrobiana (Mansouri et al., 2013). Sendo assim, tanto
os cateteres impregnados com RLMIX Arg isolado como incorporado ao gel de Pluronic-F127
demonstraram boa atividade contra patdogenos resistentes, mesmo apds 28 dias de
armazenamento.

O gel contendo RLMIX Arg exibiu atividade antibiofilme comparavel a do
biossurfactante isolado, porém em concentracdes aproximadamente 1000 vezes menores.
Considerando que a microbiota cutdnea promove o desenvolvimento de comunidades
microbianas, especialmente na forma de biofilmes, em éareas de pele com integridade
comprometida, ressalta-se a importidncia para o desenvolvimento de novas estratégias
alternativas para a preven¢ao da formacao de biofilmes em dispositivos médicos implantados.
Alvarado-Gomez ef al. (2018) também demonstraram a efetividade de nanoparticulas de prata
estabilizadas em Pluronic F-127 (um veiculo biocompativel) na inibicdo da formacdo de
biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa em apenas 30 minutos, utilizando 250 ppm do gel,

apresentando também auséncia de citotoxicidade em até 4 horas.
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A aplicacdo de Pluronic F-127 em formulacdes para o combate a biofilmes mistos
também ¢ mencionada na literatura. Estudos demonstram a eficidcia desse polimero na
encapsulacdo de curcumina durante a terapia fotodindmica antimicrobiana. Esse tratamento se
mostrou eficiente no controle de biofilmes mistos compostos por Streptococcus mutans e C.
albicans (dos Santos et al., 2022). O Pluronic F-127 é um surfactante ndo idnico composto de
copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno, sendo um exemplo de gel termorreversivel,
cuja capacidade de sofrer transi¢des de estado fisico em resposta a temperatura tem
possibilitado seu uso como veiculo em diversas vias de administragdo, incluindo oral, topica e
intranasal (Agrawal et al., 2018; Riess, 2003).

Nos ultimos anos, o Pluronic F-127 tem despertado particular interesse no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo dérmica e transdérmica. Suas propriedades permitem
modular a permeacdo de farmacos através da pele. Em formulagdes topicas, busca-se a
deposi¢do cutanea com minima penetragdo sistémica (Alvarado-Gomez et al., 2018; Escobar-
Chavez et al., 2006). No caso do presente estudo, foi utilizada uma nova abordagem, no qual o
gel foi utilizado para impregnar os CVP com a finalidade de aumentar a agdo do RLMIX Arg.

A atividade antibiofilme dos RL contra uma variedade de microrganismos ja foi
relatada, porém o mecanismo de agdo ndo foi totalmente elucidado (Thakur et al., 2021). De
acordo com Nickzad e Déziel (2014), os RL interagem com estruturas presentes na superficie
celular, como lipopolissacarideos, proteinas e fosfolipideos, resultando em mudanga na
hidrofobicidade celular e consequente diminui¢do da adesdo a superficies. Dessa forma, os
biossurfactantes possuem potencial para retardar o desenvolvimento de biofilmes de S. aureus
em cateteres, assim como em outros materiais médicos, diminuindo o uso de antibidticos de
largo espectro e a evolugdo da resisténcia microbiana (Rodrigues et al., 2006).

Com relagdo aos possiveis mecanismos de acdo em células planctonicas, foi observado
que o RLMIX Arg possivelmente causa rupturas na membrana das células de SARM de forma
concentragcdo dependente. Tais dados complementam os achados de outros estudos, os quais
demonstram que o principal mecanismo de acdo dos RL ¢ a ruptura da parede celular (Allegrone
etal.,2021; Bjerk et al., 2021). Esses dados também confirmam o sinergismo do RLMIX Arg
com oxacilina observados nos testes de checkboard in vitro. Outro ponto observado foi um
aumento da fragmentagdo do DNA celular. A presenca de grupos basicos, como a arginina,
pode favorecer o aumento da interacdo da molécula de RL com o DNA, devido a presenca de
cargas positivas (Bera, Zhanel e Schweizer, 2010; Serpa Sampaio Moreno et al., 2021).

Sendo assim, sugere-se que hd a ocorréncia dos eventos concomitantes: prejuizo de

integridade da membrana e fragmentacdo do DNA, com consequente perda da homeostase e
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morte celular. De acordo com Pérez et al. (2020) e Tantawy et al. (2018), os surfactantes
catidnicos podem lisar a membrana celular, afetando gravemente a integridade da célula
bacteriana. Primeiramente, o monomero de surfactante ¢ adsorvido @ membrana e entdo penetra
na estrutura, levando a alternancia na permeabilidade da membrana e prejudicando o equilibrio
osmotico.

Com relagao a citotoxicidade, Da Silva et al. (2020) mostrou que a viabilidade de células
de mamiferos (L929) ndo ¢ prejudicada em concentragdes de 25 ng/mL do RLMIX Arg, sendo
a toxicidade uma das caracteristicas fundamentais para o desenvolvimento de novas moléculas
com potencial terapéutico. A andlise utilizando MEV confirmou o potencial desagregativo do
RLMIX Arg em biofilmes de SARM em CVP, de forma que ha uma destruicao visivel da
matriz extracelular apos o tratamento com 80 pg/mL, assim como o efeito sobre biofilmes
polimicrobianos apo6s a impregnacdo de cateteres tanto com o RLMIX Arg isolado como na
formulagdo em gel. O efeito na morfologia de microrganismos causados por ramnolipidios
produzidos por P. aeruginosa € reconhecido na literatura, a exemplo do estudo de Singh, Patil
e Rale (2019), no qual o MEV exibiu uma interrup¢ao na densa rede de células de Candida,
tubo germinativo, hifas e pseudo-hifas, envolvidas na matriz exopolissacaridica no biofilme
pré-formado de C. albicans tratado com o biossurfactante RL-2 na concentracio de 5 mg/mL.

Dessa forma o RLMIX Arg mostra-se como uma alternativa eficiente dentro do
contexto das novas estratégias terapéuticas, podendo ser utilizado possivelmente tanto para
erradicacdo de biofilmes de SARM isolados e associado a C. albicans, como para evitar que

essas comunidades se formem em matrizes abidticas, como cateteres.
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8 CONCLUSAO

Os resultados da presente pesquisa demonstraram que o RLMIX Arg, produzido por P.
aeruginosa e complexado com o aminodcido arginina, apresenta um notavel potencial
antimicrobiano contra SARM, tanto na forma planctonica como em biofilmes formados em
placas de poliestireno e em CVP. Acrescenta-se a esse fato a agdo do RLMIX Arg também
sobre biofilmes mistos de SARM e C. albicans. Esses resultados fornecem evidéncias robustas
de que a introdu¢do de um grupo cationico na estrutura do biossurfactante se configura como
uma estratégia promissora para aumentar a atividade antimicrobiana da molécula sem
comprometer sua seguranga, ou seja, sem aumentar a toxicidade.

A pesquisa demonstrou que 0 RLMIX Arg ¢ capaz de interferir em diferentes estagios da
formagdo de biofilmes, atuando tanto na desintegracdo de biofilmes ja estabelecidos em
cateteres e placas quanto na reducdo da adesdo bacteriana, impedindo a formacao inicial do
biofilme. Cateteres impregnados com RLMIX Arg isolado e com RLMIX Arg incorporado a
gel de Pluronic F-127 também apresentaram diminuicdo da adesdo de células bacterianas em
sua estrutura em comparagao com o controle, assim como excelente estabilidade e manutengao
de atividade microbiana ap6s 28 dias de armazenamento, representando uma possivel
alternativa a ser explorada no contexto das infecgdes relacionadas a assisténcia a saude.

O estudo indica que o principal mecanismo de acdo do RLMIX Arg envolve a ruptura das
membranas celulares bacterianas e a fragmentagdo do DNA, processos que sdo potencializados
pela presenga do aminoacido arginina. A compreensdo da dindmica e do potencial dos RL se
torna crucial para o desenvolvimento de novas aplicagdes para essas moléculas na industria
farmacéutica, com foco no combate a resisténcia bacteriana e na preven¢ao de infecgdes.

Nosso estudo apresenta também algumas limitagdes como quantidade de cepas utilizadas
para os testes de biofilmes e utilizacdo exclusiva de testes in vitro, de forma que o
comportamento das cepas clinicas de SARM também pode variar frente aos diferentes
tratamentos devido, por exemplo, a aquisi¢do de genes de resisténcia ou outras caracteristicas
moleculares individuais.

Neste contexto, as perspectivas futuras apontam para o desenvolvimento e a aplicacdo de
formulagdes contendo RLMIX Arg como uma estratégia promissora para a prevencao da
formagdo de biofilmes de SARM em dispositivos médicos, como cateteres, proteses e
implantes. Sendo assim, nossos resultados contribuem para a busca constante por novas

alternativas terapéuticas.
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ANEXO II - RESULTADOS PARA BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

ANEXOIL1: Avaliagdo da atividade antimicrobiana do RLMIX Arg isolado e combinado a

meropeném e ciprofloxacino frente a cepas de E. coli e K. pneumoniae.

Valores de CIM?* pg/mL
ISOLADOS COMBINADOS
Cepas Fonte RL- Merop Ciproflo RL- Merop Ciproflo
MIX- eném xacino MIX- eném xacino
ARG ARG
E. coli ATCC ATCC >1024  0,0625 0,625 >1024  >0,062 >32
8739 5
E. coli1 Urina >1024  0,0625 32 >1024  >0,062 >32
5
E. coli 2 Hemocult  >1024  0,0625 >32 >1024  >0,062 >32
ura 5
E. coli 3 Urina >1024  0,0625 >32 >1024  >0,062 >32
5
E. coli 4 Urina >1024  0,0625 32 >1024  >0,062 >32
5
E. coli 5 Secregdo >1024  0,0625 >32 >1024  >0,062 >32
Abcesso 5
K. pneumoniae ATCC >1024  0,0625  0,0625 >1024 >32 >32
ATCC 10031
K. pneumoniae 1 Urina >1024 >32 >32 >1024 >32 >32
K. pneumoniae 2 Urina >1024 >34 >32 >1024 >32 >32
K. pneumoniae 3 Ponta >1024 16 >32 >1024 >32 >32
Cateter
K. pneumoniae4 Hemocult >1024 >32 >32 >1024 >32 >32
ura
K. pneumoniae S Urina >1024 >32 >32 >1024 >32 >32

CIM: Concentragdo Inibitoria Minima capaz de inibir 99,9% do crescimento visivel.
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ANEXOIIL.1. Viabilidade celular em isolados de SARM em biofilme formado ap6s 24 horas

de exposi¢do ao RLMIX Arg.

% viabilidade celular

Cepas | CIM/2 CIM 2x CIM 8x CIM
SARM 1  105,1 £(0,4) 111,6£(1,4) 70,9+(6,8) 53+£(0,7)
SARM 2 | 101,2 £ (8,2) 94,9 +(2,5) 92,5+(1,2) 43,4+(3,5)
SARM 4 | 94,9 + (2,8) 87,9 +(2,7) 90,5+ (2,7) 4,2+(1,8)

10xCIM
3,8 +(0,5)

15,2 + (3,5)

2.4 +(0,2)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIIL.2. Viabilidade celular em isolados de SARM em biofilme formado ap6s 48 horas

de exposi¢do ao RLMIX Arg.

% viabilidade celular

Cepas | CIM/2 CIM 2x CIM 8x CIM
SARM 1 | 93,8 + (4,24) 47,8 £(7,8) 85,8+ (3,1) 8,3 £(0,8)
SARM 2 | 103,0+4,9) 64,8 +(7,4) 60,2 +(3,7) 47,5+ (4,2)
SARM 4 | 110,7 £(8,7) 1059+ (3,5) 96,7+ (3,61) 224+(8,6)

10xCIM
4,9 +(4,2)

30,6+ (6,3)

19,1 % (5,1)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIIL3. Viabilidade celular em isolados de SARM em biofilme em formacao apds 24

horas de exposi¢do ao RLMIX Arg.

% viabilidade celular

Cepas | CIM/2 CIM 2x CIM 8x CIM
SARM 1 | 112,5+(4,84) 94,2 +(3,5) 5,4+ (3,1) 3,2+(0,2)
SARM 2 | 83,4+ (8,5) 84,2 £(6,41) 76,5+(6,49) 3,3+(0,7)

10xCIM
3,1 (0,10)

2,9 +(0,41)
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SARM 4 | 91,9 £ (9,3) 72,4 +(9,4) 2,1 +£(0,34) 1,9+(0,44) 1,6+(0,15)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIIIL4. Viabilidade celular em isolados de SARM em biofilme em formacao apds 48
horas de exposi¢do ao RLMIX Arg.

% viabilidade celular

Cepas | CIM/2 CIM 2x CIM 8x CIM 10xCIM
SARM1 91,3 (£23)  882(£62) 51,8+ (3,8)  3,6(£02) 3,5(x0.2)
SARM2 | 992 (£82)  84,6(+£3,2) 76,1 (£4,5)  2,9(£0,4) 2.9 (+0,6)
SARM 4  104,1 (£83) 1062 (+10,1) 76,7 (£10,6) 92 (*54) 6,1 (+1,3)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIILS. Viabilidade celular em isolados de SARM em biofilme em formacao apds 24

horas de exposi¢cao ao RLMIX Arg em concentragdes subinibitorias.

% viabilidade celular

Cepas | 0,5ug/mL 1 pg/mL 2 pug/mL 4 ng/mL
SARM 1 | 73,4 (+3,8) 51,1 (£5,1) 48,4 £ (2,2) 73 (£7,6)
SARM 2 | 62,5 (£ 1,5) 46,2 (x4,7) 55,2 (£7,7) 63,8 (£1,1)
SARM 4 | 79,4 (£9,2) 83,4 (x4,1) 72,2 (+ 6,0) 98,9 (£ 2,8)

Os dados correspondem a média = desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIIIL.6. Contagem Logaritmica de Unidades Formadoras de colonia (UFC/mL) de

biofilmes em formagdo em cateteres com exposi¢cao ao RLMIX Arg por 24h.

Cepas | Controle CIM/2 CIM 2x CIM 8x CIM 10 x

CIM

SARM 1 | 5,22 5,64 5,71 5,56 5,05 0
(+0,27) (+0,31) (+0,07) (+£0,21) (+0,02)

SARM 2 | 5,86 5,74 5,49 5,60 5,16 0
(+0,04) (+0,02) (+0,10) (+0,16) (+0,08)
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SARM 4 | 6,09 5,75 5,65 5,75 4,67
(+0,22) (+0,07) (£ 0,04) (+0,10) (+0,07)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIIL.7. Contagem Logaritmica de Unidades Formadoras de colonia (UFC/mL) de

biofilmes formados em cateteres apds exposi¢do ao RLMIX Arg por 24h.

Cepas | Controle CIM/2 CIM 2x CIM 8x CIM 10x
CIM
SARM 1 | 5,68 4,32 5,55 5,38 340 (= 3,84
(£ 0,06) (= 0,09) (+0,04) (+0,30) 0,39) (
0,01)
SARM 2 | 6,09 5,75 5,65 5,75 (£ 4,67 (+
(+0,22) (+0,07) (+0,04) 0,10) 0,07)
SARM 4 | 5,73 5,31 5,17 5,20 3 3
(+0,06) (+0,06) (+0,07) (+0,05) *0) *0)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIIIL8. Contagem Logaritmica de Unidades Formadoras de colonia (UFC/mL) de

biofilmes formados em cateteres apds impregnacao com RLMIX Arg.

Cepas | Controle CIM/2 CIM 2x CIM  8x 10 x 4 mg 8mg
CIM CIM
SARM | 5,69 5,69 5,06 5,31 5,017 5,01 4,17 5,06
1 (£1,07) *1,68) (2,15 (£1,03) (= (+0,73) (= (£0,10)
0,15) 0,80)
SARM | 5,692 5,62 5,47 5,37 6,07 5,57 3,60 5,10
2| (= (+0,49) (£1,75) (£1,46) (£ (+1,03) (£ (£ 1,46)
2,16) 2,13) 0,10)
SARM | 5,77 5,90 5,55 5,72 5,77 5,76 4,43 5,11
4| (= (= 1,20) (£2,39) (090 (= (*1,07) (= (+1,33)
2,46) 1,76) 1,13)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.
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ANEXOIIL9. Porcentagem de Biomassa em isolados de SARM em biofilme formado apos

exposi¢do ao RLMIX Arg

% Biomassa

Cepas | CIM/2 CIM 2x CIM
SARM1 | 111,2(£9,2) 101,6(=2,6) 104,7 + (4,5)
SARM 2 | 73,7 (£5,7)  82,4(£9,1) 92,0 (+£9,43)
SARM 4 | 83,3 (£2,4) 729 (+7.8) 84,1 (£5,4)

8x CIM
125 (+2,6)

79,6 (+ 8,3)

71,7 (£ 8,8)

10xCIM
87,0 (+ 7,7)

68,0 (+ 8,9)

76,3 (= 8,37)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.

ANEXOIIIL.10. Porcentagem de Biomassa de biofilmes de SARM apo6s tratamento da placa de

poliestireno com RLMIX Arg.

% Biomassa

Cepas | CIM/2 CIM 2x CIM
SARM 1 | 100 (+7,9) 90,6(+ 9,4) 80,1 £ (4,0)
SARM 2 | 553 (=3,1) 59,9 (£ 6,6) 53,5(+£9,2)
SARM 4 | 74,2 (£ 1,5) 103,2 (+9,2) 84,2 (£9,9)

8x CIM

68,3 (= 5,8)

66,3 (+9,2)

93,3 (+9,7)

10xCIM

83,6 (9,3)

74,1(+9,9)

88,6 (+3,21)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes.
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ANEXOIII.11. Porcentagem de células de SARM iodeto de propidio positivas apds tratamento

com diferentes concentragdes de RLMIX Arg.

% células PI positivas

Cepas | Controle Oxacilina  CIM/2

SARM1 3,13  6331( 13,03
1,57) 2,56) (£ 1,44)

SARM2 | 238(+ 3841(+ 1820
1,11) 5,42) (+2,93)

SARM4 | 224 (+ 44,17+ 20,73
0,13) 2,66) (+ 1,86)

CIM

27,72 (+
4,64)

34,42 (&
7,62)

35,83 (+
3,21)

2xCIM

4531 (=
4,87)

45,46 (+
6,32)

48,38 (&
6,33)

RL-Mix-Arg (8ug)
+ Oxa (32ug)
84,54 (+2,80)

61,69 (+ 3,32)

64,51 (+ 1,85)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes

ANEXOIIIL.12. Porcentagem de células de SARM TUNEL positivas apds tratamento com

diferentes concentracdes de RLMIX Arg.

% células TUNEL positivas

Cepas | Controle Oxacilina CIM/2

SARM 1| 1,92 (=  5849(+ 17,31 (=
1,09) 4,55) 4,13)

SARM2 | 255 4727 (+ 14,33 (+
0,26) 4,91) 2,40)

SARM 4 | 3,99 (+ 46,98 (+ 13,81 (=
0,60) 4,06) 2,52)

CIM

32,46 (&
4,85)

29,27 (£
4,74)

27,21 (&
4,00)

2xCIM

41,07 (=
7,30)

41,35 (=
3,20)

37,72 (&
5,99)

RL-Mix-Arg (8ug)
+ Oxa (32ug)
70,22 (£ 2,75)

65,94 (+ 3,63)

61,35 (+ 3,84)

Os dados correspondem a média = desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes
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ANEXOIIIL.13. Porcentagem de viabilidade celular em biofilmes mistos de SARM e C.
albicans em placas de poliestireno tratados com diferentes concentragdes de RLMIX Arg.

% Viabilidade Celular

Combinagdes de CIM 2x CIM 4x CIM 8x CIM 16x CIM
cepas
SARM 1+ C. 70,07 (+ 63,62 (+ 54,26 (+ 32,73 (£ 24,20 (+
albicans 1 3,92) 2,00) 0,86) 4,80) 3,78)
SARM 2 + C. 66,80 (+ 48,92 (£ 35,90 (£ 27,06 (£ 18,00 (+
albicans 2 2,48) 6,25) 1,57) 0,96) 4,01)

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes

ANEXOIII.14. Contagem de Unidades Formadoras de colonias de biofilmes mistos de SARM

e C. albicans formados em cateteres venosos periféricos impregnados com RLMIX Arg

10mg/mL.
SARM 1 24H 07 DIA 14 DIA 21 DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 10000 14000 24000 14000 15000
TRATAMENTO 0 0 0 0 1000
CONTROLE 48H 14000 15000 29000 16000 19000
TRATAMENTO 0 0 1000 1000 4000
C. albicans 1 24H 07 DIA 14DIA 21 DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 5000 22000 24000 29000 18000
TRATAMENTO 2000 2000 0 0 1000
CONTROLE 48H 6000 23000 24000 29000 21000
TRATAMENTO 2000 2000 0 1000 4000
SARM 2 24H 07 DIA 14DIA 21 DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 51000 4,732394 59000 54000 155000
TRATAMENTO 0 0 0 4000 7000
CONTROLE 48H 51000 4,732394 66000 70000 157000
TRATAMENTO 0 0 1000 5000 8000
C. albicans 2 24H 07 DIA 14 DIA 21DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 41000 56000 61000 24000 150000
TRATAMENTO 3000 10000 0 5000 8000
CONTROLE 48H 41000 57000 63000 26000 155000
TRATAMENTO 4000 10000 1000 7000 8000
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Os dados correspondem a média = desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes

ANEXOII.15. Contagem de Unidades Formadoras de colonias de biofilmes mistos de SARM

e C. albicans formados em cateteres impregnados com gel Pluronic F-127 + RLMIX Arg.

SARM 1 24H 07 DIA 14DIA 21 DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 58000 36000 76000 20000 56000
TRATAMENTO 0 15000 3000 9000 0
CONTROLE 48H 58000 38000 79000 21000 58000
TRATAMENTO 1000 15000 9000 11000 1000

C. albicans 1 24H 07 DIA 14DIA 21 DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 77000 13000 28000 21000 35000
TRATAMENTO 0 0 1000 5000 0
CONTROLE 48H 79000 13000 29000 22000 38000
TRATAMENTO 1000 0 1000 3000 0

SARM 2 24H 07 DIA 14DIA 21 DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 213000 71000 63000 30000 130000
TRATAMENTO 0 2000 1000 0 0
CONTROLE 48H 215000 71000 70000 32000 132000
TRATAMENTO 0 2000 2000 1000 1000

C. albicans 2 24H 07 DIA 14 DIA 21DIA 28 DIA
CONTROLE 24H 14000 63000 154000 23000 182000
TRATAMENTO 0 1000 7000 0 44000
CONTROLE 48H 14000 65000 172000 28000 185000
TRATAMENTO 0 2000 7000 1000 46000

Os dados correspondem a média + desvio padrao médio (DPM) de 3 experimentos diferentes



