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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa € considerada um dos principais agentes etiol6gicos em
processos infecciosos no ambiente hospitalar. Se apresenta como uma bactéria oportunista
e com consideravel nivel de resisténcia aos antimicrobianos. Diante da diminuicdo da
eficacia dos antimicrobianos disponiveis na préatica médica, h4 uma crescente demanda de
compostos inovadores para o tratamento antimicrobiano. Neste contexto, a investigacdo de
biomateriais como a quitosana, que € um polissacarideo obtido pela desacetilacdo da
quitina e que possui propriedades fisico-quimicas e bioldgicas interessantes, representa
uma interessante alternativa devido & baixa propensdo dos micro-organismos
desenvolverem resisténcia, além do polimero e ser biocompativel, renovavel e
biodegradavel. Um dos fatores limitantes de sua utilizacdo é a baixa solubilidade em
condicao fisiolégica. Entretanto, a quitosana pode adquirir novas propriedades quando
modificada estruturalmente, expandindo suas formas de uso de acordo com o grupo ligado
a ela. Este trabalho objetivou avaliar as propriedades bioldégicas da quitosana e de
derivados quitosanico-guanilados com a avaliacdo da toxicidade pelo ensaio de letalidade
de Artemia salina e estudo da atividade antimicrobiana com a determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) e da concentracdo minima bactericida (CMB).
Posteriormente foram avaliados o perfil de formacao de biofilme pelos isolados clinicos de
P. aeruginosa e o efeito de concentragdes subinibitérias dos compostos na formacgéo de
biofilme por essas bactérias. Os resultados demonstraram que 0os compostos testados nao
apresentaram toxicidade para A. salina com CLs, acima de 1000 pug.mL™. Em relagéo a
atividade antimicrobiana, a quitosana apresentou CMI de 1,25 a 2,5 mg.mL™ e com CMB >
2,5 mg.mL*. As quitosanas-guaniladas mais ativas contra P. aeruginosa foram os
compostos 3b e 3c com CMI de 0,625mg.mL™. A quitosana ndo demonstrou atividade
bactericida contra os isolados de P. aeruginosa nas concentracfes testadas, sendo a CMB
> 2,5 mg.mL™. O composto mais ativo foi o derivado 3b com CMB de 0,625 mg.mL™ contra
a P. aeruginosa ATCC 27853 e variando entre 1,25 e > 2,5 mg.mL™" para os demais
isolados. A formagéo de biofilme foi observada nas 13 P. aeruginosa, sendo 6 classificadas
como formadoras fortes, 4 como formadoras moderadas e 3 como formadoras débeis. O
efeito dos compostos na formacdo de biofilme foi variavel nos 9 isolados testados. A
quitosana propiciou discreta diminuigdo das células viaveis nos biofilmes em 77,78% das P.
aeruginosa enquanto que as quitosanas-guaniladas 3a e 3b diminuiram o biofilme em
66,66% e 33,33% dos isolados, respectivamente. Os derivados quitosanico-guanilados nao
apresentaram melhora significativa nas suas caracteristicas de solubilidade em pH
fisiolégico em relacdo a quitosana. A quitosana e as quitosanas-guaniladas apresentaram
baixo grau de toxicidade e baixa atividade contra a formacdo de biofilme pelos isolados
clinicos de P. aeruginosa. Estudos posteriores devem ser realizados para corroborar nossos
achados.

Palavras-chave: Quitosana. Guanidina. Quitosana guanilada. Atividade bioldgica. Toxicidade.
Inibicdo. Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is considered one of the main etiological agents in infectious
processes in the hospital environment. It is an opportunistic pathogen with a considerable
level of antimicrobial resistance. With the decreasing effectiveness of antimicrobials
available in medical practice, there is a growing demand for innovative compounds for
antimicrobial treatment. In this context, the investigation of biomaterials such as chitosan,
which is a polysaccharide obtained by the deacetylation of chitin and which has interesting
physicochemical and biological properties, represents an interesting alternative due to the
low propensity of microorganisms to develop resistance, in addition to the polymer and be
biocompatible, renewable and biodegradable. One of the limiting factors of its use is its low
solubility under physiological conditions. However, chitosan can acquire new properties
when structurally modified, expanding its uses according to the group attached to it. This
work aimed to evaluate the biological properties of chitosan and chitosan-guanylated
derivatives with the evaluation of toxicity with Artemia salina lethality assay and study of the
antimicrobial activity with the determination of the minimum inhibitory concentration (MIC)
and the minimum bactericidal concentration (MBC). Subsequently, the profile of biofilm
formation by clinical isolates of P. aeruginosa and the effect of subinhibitory concentrations
of compounds on biofilm formation by these bacteria were evaluated. The results showed
that the tested compounds did not show toxicity to A. salina with LC50 above 1000 pg.mL*.
Regarding the antimicrobial activity, chitosan presented MIC from 1.25 to 2.5 mg.mL* and
with CMB > 2.5 mg.mL*. The most active guanylated chitosans against P. aeruginosa were
compounds 3b and 3c with MIC of 0.625mg.mL*. Chitosan did not demonstrate bactericidal
activity against P. aeruginosa isolates at the concentrations tested, with CMB > 2.5 mg.mL".
The most active compound was derivative 3b with CMB of 0.625 mg.mL* against P.
aeruginosa ATCC 27853 and ranging from 1.25 to > 2.5 mg.mL* for the other isolates.
Biofilm formation was observed in 13 P. aeruginosa, 6 were classified as strong formers, 4
as moderate formers and 3 as weak formers. The effect of the compounds on biofilm
formation was variable in the 9 isolates tested. Chitosan provided a slight decrease in viable
cells in biofilms in 77.78%, while chitosan-guanylated 3a and 3b decreased biofilm in
66.66% and 33.33% of the isolates, respectively. The chitosan-guanylated derivatives did
not show significant improvement in their solubility characteristics at physiological pH in
relation to chitosan. Chitosan and guanylated-chitosans showed a low degree of toxicity and
low activity against biofilm formation by clinical isolates of P. aeruginosa. Further studies
should be performed to corroborate our findings.

Keywords: Chitosan. Guanidine. Guanylated chitosan. Biological activity. Toxicity. Inhibition.
Antimicrobial activity.
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1. INTRODUGAO

Os polimeros naturais tém aplicabilidade em diversos campos de pesquisa,
um dos quais a sintese de farmacos devido a sua facil disponibilidade e
propriedades como degradabilidade, biocompatibilidade, atoxicidade, flexibilidade,
renovabilidade e possibilidade de inclusdo de sitios reativos para agregar novas
funcionalidades. Uma classe proeminente de polimeros sdo o0s polissacarideos
naturais, que sao biologicamente ativos, geralmente derivados de produtos
agricolas ou crustaceos. Dentre esses polissacarideos, pode-se destacar a quitina e
a quitosana (BILAL; IQBAL, 2019; AZEVEDO et al., 2007).

A quitina é encontrada principalmente em exoesqueletos de crustaceos,
insetos e paredes celulares de fungos (PATRULEA et al., 2015; PIRES; BIERHALZ;
MORAES, 2015). J4 a quitosana pode ser obtida através da desacetilacdo de seu
polimero base a quitina, que € o polissacarideo mais abundante na natureza apoés a
celulose (AVILA-FILHO et al., 2020; BARROS et al., 2016; SILVA; SANTOS;
FERREIRA, 2006).

O emprego de quitosana e derivados, em conjunto com outros polimeros
sintéticos ou naturais tém sido amplamente estudados para diversos fins, dentre
eles, a producdo de agentes antimicrobianos eficazes recebeu maior atencao por
parte dos pesquisadores (ZARAYNEH et al., 2018; XU; AOTEGEN; ZHONG, 2017,
ZILLE et al., 2014).

Micro-organismos patogénicos como Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) podem exibir fenétipos de multi-resisténcia e pan-resisténcia aos
farmacos, que limitam a eficacia da maioria dos antimicrobianos disponiveis
(ZAMPERINI et al., 2017; BOUCHER et al., 2013) e exigem o desenvolvimento de
novos compostos antimicrobianos complementares aos disponiveis (JACKSON;
CZAPLEWSKI; PIDDOCK, 2018; QUEIROZ et al., 2012; GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Introducéo
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A necessidade de compostos poliméricos inovadores com atividade
antimicrobiana incentiva o desenvolvimento de pesquisas para a compreensao dos
mecanismos de acéo e de resisténcia de micro-organismos (KAMARUZZAMAN et
al., 2019; JACKSON; CZAPLEWSKI; PIDDOCK, 2018; GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Neste contexto, este trabalho tem por objetivo avaliar as propriedades
biolégicas da quitosana e de derivados quitosanico-guanilados com a triagem de
toxicidade com ensaios de determinacao da concentracao letal a 50% da populacao
testada (CLsy) de Artemia salina e quanto a atividade antimicrobiana com a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI), concentracdo minima
bactericida (CMB) e inibicdo da formacgéo de biofilme bacteriano por diversas cepas

de Pseudomonas aeruginosa.

Introducéo
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2. REFERENCIAL TEORICO E REVISAO DA LITERATURA

2.1. Quitina e Quitosana

A quitina (Figura 1), ou poli (8- (1—4) -N-acetil-D-glucosamina), € um dos
biopolimeros mais abundantes encontrados na natureza (MONTER-MIRANDA et al.,
2016; YOUNES; RINAUDO, 2015) descrito pela primeira vez pelo professor Henri
Braconnot em 1811 (CRINI, 2019; DELEZUK, 2009).

Figura 1 - Representacdo da unidade polimérica da quitina.
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NHCOCH-
@)
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HO .-
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Fonte: Andrade, (2016).

E caracterizada por ser um polissacarideo, branco, duro, ineléastico e
nitrogenado, de cadeia linear, considerado um subproduto da indUstria pesqueira
(ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017; ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015) com
producdo anual de 10™° a 10 toneladas (RAMESHTHANGAM et al., 2018). E o
principal componente estrutural do exoesqueleto de varios animais invertebrados
(MORGANTI; COLTELLI, 2019; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010) como camarao,
caranguejo e lagosta (crustaceos), moluscos, insetos, pode ser encontrado também
em algas, fungos, nematoides e outros organismos relacionados (ISLAM; BHUIYAN;
ISLAM, 2017; ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015; SILVA; SANTOS; FERREIRA,

2006). Pode ser extraida destas fontes naturais através de um tratamento alcalino
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cuja concentracdo pode ser aumentada para produzir o derivado desacetilado da
quitina, quitosana (JONES et al., 2020; SALAMA; SAAD; SABAA, 2016).

Na natureza, a quitina ocorre em trés formas cristalinas, a-, — e y— com
diferentes orientacbes de fibrilas (Figura 2) (MONTER-MIRANDA et al., 2016;
CAMPANA-FILHO et al., 2007). A a quitina é a forma mais comum encontrada na
natureza, possuindo cadeias alinhadas de forma antiparalela, e esta presente em
exoesqueletos de moluscos, paredes celulares de fungos, no filo Arthropoda,
Porifera e Bryozoa (KAYA et al., 2017; AHMED; IKRAM, 2015; BATTISTI,
CAMPANA-FILHO, 2008). A forma B € arranjada paralela entre si, e obtida
principalmente de moluscos, como as lulas, nas paredes celulares das diatomaceas,
e nas estruturas esqueléticas dos cefalopodes, enquanto a forma y contém duas
fitas paralelas e uma antiparalela de quitina, e foi relatada nas fibras do casulo do
besouro Ptinus e no estbmago de Loligo sp (BRASSELET et al., 2019; KAYA et al.,
2017; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010).

Figura 2 - Representacdo das diferentes orienta¢6es de fibrilas da quitina.

N\ NM NN [ /M

N/

a-quitina B-quitina y-quitina

Fonte: Silva, (2011).

A quitina é um biopolimero biofuncional, sendo biorrenovavel, biocompativel,
biodegradavel, bioabsorvivel e ndo toxico (KAYA et al., 2017; ZARGAR; ASGHARI;
DASHTI, 2015; ; ZENG et al.,, 2012; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010). Possui
propriedades antioxidante, antimicrobiana, anti-oncogénica, cicatrizante, provoca
baixa imunogenicidade, € um composto termicamente estavel (ISLAM; BHUIYAN;
ISLAM, 2017; KAYA, et al., 2017; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010; KURITA, 2006;
RINAUDO, 2006).
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Tais caracteristicas permitem que a quitina e seus derivados sejam utilizados
em inumeras aplicagcbes economicamente importantes, em uma ampla variedade de
campos incluindo: biotecnologia (KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010), ciéncia de
materiais (STERN, 2017; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010), microbiologia
(RAMESHTHANGAM et al., 2018; STERN, 2017; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010),
sistemas de distribuicdo de drogas (RAMESHTHANGAM et al., 2018; STERN, 2017;
KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010), engenharia de tecidos (RAMESHTHANGAM et al.,
2018; STERN, 2017; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010), agricultura (KAYA et al.,
2017; STERN, 2017; ZENG et al., 2012; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010), medicina
(RAMESHTHANGAM et al., 2018; KAYA et al., 2017), industria alimenticia (KAYA et
al., 2017; STERN, 2017; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010), biomédica (STERN,
2017; ZENG et al., 2012), téxteis (KAYA et al., 2017), cosméticos (ARANAZ et al.,
2018; KAYA et al.,, 2017; ZENG et al.,, 2012), tratamento de aguas residuais
(STERN, 2017; ZENG et al., 2012; KHOUSHAB; YAMABHAI, 2010), biomimética
extrema e biorremediacdo (KAYA et al., 2017), veterinaria, odontologia (ARANAZ et
al., 2018), protecdo ambiental e producdo de papel (KHOUSHAB; YAMABHAI,
2010).

A hidrofobicidade e insolubilidade em solventes organicos comuns e
solventes aquosos diluidos, afeta a producdo de produtos a base de quitina e faz
com que ela seja menos empregada em industrias farmacéuticas (RODRIGUES;
SINGH; THAKUR, 2020; ROY et al., 2017; ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015). No
entanto, apds tratamento quimico para a melhora de suas propriedades fisico-
guimicas, biologicas e solubilidade, ha interesse cientifico significativo em seu uso
(OUYANG et al., 2017; SALAMA; SAAD; SABAA, 2016; CHEBA, 2011).

A quitosana, antes chamada de quitina modificada, teve sua descoberta
atribuida a Rouget em 1859, mas o nome quitosana foi introduzido em 1894 por
Felix Hoppe-Seyler (CRINI, 2019; RIEGGER et al.,, 2018; MUZZARELLI, 1977).
Semelhante a quitina, a quitosana (Figura 3) também é um polissacarideo linear e
pode ser definida como um copolimero de 2-amino-2desoxi-D-glicopiranose, unidas
por ligacbes B (1—4), de composigdo variavel em fungdo do grau residual de
acetilacdo (CAMPANA-FILHO; SIGNINI; CARDOSO, 2007; DOUSSEAU et al.,

2016). E obtida por meio do processo de desacetilagcdo da quitina, mas também
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pode ser encontrada em alguns fungos como aqueles pertencentes aos géneros
Mucor e Zygomicetes (BRASSELET et al.,, 2019; SILVA; SANTOS; FERREIRA,
2006).

Figura 3 - Representagdo da unidade polimérica da quitosana.
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Fonte: A autora.
Caracteristicas como biorrenovabilidade, biocompatibilidade,

biodegradabilidade, n&o-toxicidade, atividade antimicrobiana, dentre outras
(ARRUDA; PEREIRA; STEFANI, 2017; CHOI; NAM; NAH, 2016; SALAMA; SAAD;
SABAA, 2016; HURT et al., 2015; JIMTAISONG; SAEWAN, 2015) fazem com que a
guitosana tenha multiplas aplicacdes prospectivas em diversos campos como
agricultura (MUJTABA et al., 2020), produtos farmacéuticos (AHMED; ALJAEID,
2016), cosméticos (ARANAZ et al., 2018), industrias alimenticias (ARNAUD et al.,
2017), medicina (VARLAMOV; MYSYAKINA, 2018), medicina veterinaria (SENEL,;
MCCLURE, 2004), biologia (VARLAMOV; MYSYAKINA, 2018), odontologia
(ALIASGHARI et al., 2016), industria biomédica (WU; XU, 2018), industria téxtil
(SHARIATINIA, 2019), dentre outras (PENICHE; ARGUELLES-MONAL;
GOYCOOLEA, 2008).

A quitosana ndo é solivel em agua, mas é soluvel em solu¢cbes aquosas
acidas diluidas (pH< 6,5) o0 que limita 0 seu uso em areas farmacéuticas e médicas
(SHARIATINIA, 2018; VIEIRA et al., 2019).

Sua modificagdo quimica melhora suas caracteristicas de solubilidade, fisico-
guimicas e bioldgicas e pode conferir novas propriedades do grupo apresentado a
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eles, o que pode melhorar e ampliar suas formas de uso (DIAS, 2017; OUYANG et
al., 2017; SALAMA; SAAD; SABAA, 2016). Essas modificagbes podem ocorrer nos
grupos funcionais hidroxila (O-substituicdo), aminas (N-substituicdo), ou em ambos
os grupos (N,O-susbstituicdo) presentes na cadeia polimérica da quitosana (Figura
4) (AVILA FILHO et al., 2020).

Dentre essas modificacbes podemos destacar as reacfes de quaternizacao,
guanilacdo N-acetilacdo, N-alquilagcdo, N-carboxilacdo, N-sulfonacdo dentre outras
(BRASSELET et al., 2019; DIAS, 2017; ANDRADE, 2016). A quitosana contém trés
tipos de grupos reativos (Figura 4), que sdo os grupos hidroxila primaria e
secundaria e o grupamento amina primaria presente em sua estrutura (KIM, 2018;
ZHU et al., 2016; ARANAZ; HARRIS; HERAS, 2010). Dentre eles, o grupamento
amina é o grupo funcional mais consideravel para as atividades bioldgicas da
quitosana (KIM, 2018; HU et al., 2016; SALAMA; SAAD; SABAA, 2016).

Figura 4 - Representacdo dos grupos reativos da quitosana.
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Fonte: Andrade, (2016).

Certos estudos trazem em sua temética as propriedades, modificagbes e
aplicacdes da quitina e quitosana (BAKSHI et al., 2020; CHEBA, 2020; HU et al.,
2016). Além disso, na literatura encontra-se que 0s grupos amino protonados da
quitosana favorecem sua atividade antimicrobiana, (HU et al., 2016; AHMED;
IKRAM, 2015; SARWAR et al., 2015) tornando-a uma alternativa a bactericidas e
fungicidas quimicos por seu baixo risco para a saude humana e para 0 meio
ambiente (XU; AOTEGEN; ZHONG, 2017; MONTER-MIRANDA et al., 2016).
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Estudos apontam que existem diferentes mecanismos de acdo do efeito
antibacteriano da quitosana como: (BAKSHI et al., 2020; WANG; XUE; MAO, 2020)

e A interacdo entre quitosana e as células bacterianas que ocorre por meio
da interacdo eletrostatica (LI; ZHUANG, 2020; ROCHA; COIMBRA;
NUNES, 2017; HU et al., 2016) entre as cargas positivas da quitosana e
as fracbes negativas da parede celular bacteriana, altera a
permeabilidade da membrana externa e provoca lise celular (LI; ZHUANG,
2020; BAKSHI et al., 2018; TACHABOONYAKIAT, 2017; AHMED; IKRAM,
2015).

e A interacdo da quitosana com o micro-organismo pode afetar a expressao
do DNA microbiano inibindo o RNA e a sintese de proteinas, provocando
morte celular bacteriana (BAKSHI et al., 2020; MOEINI et al., 2020; BANO
et al., 2017; ROCHA; COIMBRA; NUNES, 2017).

e A interacdo pode ocorrer através da capacidade quelante da quitosana de
se ligar seletivamente a fons metalicos como célcio (Ca®"), magnésio
(Mg®"), dentre outros, que s&o constituintes essenciais para o crescimento
microbiano, inibindo a producdo de toxinas, o crescimento microbiano e
impedindo o fluxo de nutrientes vitais, levando a morte celular (BAKSHI et
al., 2020; HAMED et al., 2020; TAMER et al., 2016).

No entanto, fatores como peso molecular e grau de desacetilacdo, podem
afetar a solubilidade em meio aquoso e a atividade antimicrobiana da quitosana e
derivados (VERLEE; MINCKE; STEVENS, 2017; CHOI; NAM; NAH, 2016;
GONSALVES et al., 2011). Outros fatores intrinsecos e extrinsecos que também
podem desempenhar papel significativo na atividade antibacteriana da quitosana e
derivados sao: pH, a temperatura, solubilidade, tipo de micro-organismo, origem da
quitosana, concentracdo do polimero, produto quimico modificado da quitosana
(compostos derivados), idade celular, capacidade quelante, dentre outros (LlI;
ZHUANG, 2020; MOEINI et al., 2020; MATICA; MENGHIU; OSTAFE, 2017,
ASSAINAR; NAIR, 2014; KONG et al., 2010).
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21.1. Atividades biolégicas da quitina, quitosana e

derivados

Beck et al. (2019) avaliaram a atividade antimicrobiana da quitosana e a
cinética de proliferacdo celular ap6s a exposicdo a varias concentracbes de
quitosana contra a bactéria Streptococcus iniae (ARS-98-60). Foi observado que
houve atividade antibacteriana em concentracdes de 0,1% e superiores com CMI
observada em 0,2%, e foi letal em concentragcdes maiores ou iguais a 0,4%. O modo
de acdo da quitosana no nivel inibitério do crescimento microbiano aparenta
depender da interacdo eletrostatica entre a quitosana e a superficie bacteriana com

carga oposta.

Essa interagcdo provoca aglutinagcdo e foi observada grosseiramente e
macroscopicamente na concentracdo 0,1%. Ap6s a interacdo com a superficie
celular por meio de adsorcao, foi documentado um efluxo de (adenosina trifosfato)
ATP intracelular, que sugere que a quitosana provoca lise celular e por fim, morte
celular. Esses resultados sugerem que a quitosana pode ser avaliada como uma
alternativa natural ao antibiético contra a infeccdo de peixes por S. iniae (BECK et
al., 2019).

Okamoto et al. (2003), avaliaram os efeitos da quitina e quitosana na
coagulacao sanguinea e agregacédo plaguetaria. Como resultado observaram que a
quitina e quitosana, diminuiram o tempo de coagulagdo de maneira dose-
dependente e a quitina teve resultado mais forte na agregacao plaguetaria, além de
que foi observado que a quitina e a quitosana promoveram um aumento na
liberacdo do fator de crescimento plaquetario AB (PDGF-AB) e a quitosana
provocou aumento no fator de crescimento transformador 1 (TGF-B1), que
desempenham papel importante no processo de cicatrizagdo. A combinacao desses
polimeros pode resultar em boas aplicacées na area da saude para o tratamento de

feridas.

Badawi (2008) avaliou a atividade fungicida e inseticida da quitosana e
derivados heterociclicos contra os fungos patogénicos do solo Fusarium oxysporum,
Pythium debaryanum e Pyricularia grisea que foram fornecidos pelo laboratério de

microbiologia do departamento de Fitopatologia da Faculdade de Agricultura da
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Universidade de Alexandria (Egito), e a larva de algoddo Spodoptera littoralis, que
sdo considerados pragas agricolas, foram cedidas pelo departamento de
Entomologia da Faculdade de Agricultura da Universidade de Alexandria (Egito). Os
autores observaram melhor agdo dos derivados do que a quitosana contra 0s
organismos estudados, sugerindo que tais compostos poderdo ser uteis ndo s6 no

campo agricola, mas também em outras areas como a biomédica.

Vasyukova et al. (2010), avaliaram a atividade imunomoduladora da
quitosana e de derivados oligbmeros de quitina-quitosana modificados com &cido
salicilico, contra o oomiceto Phytophthora infestans((Mont). de Bary) e observaram
melhores resultados de protecao e estimulo de reparacédo do tecido da batata contra
a P. infestans dos derivados do que a quitosana, tornando promissora a busca de

novos eliciadores entre os derivados da quitosana.

Quando se observa os resultados de pesquisas anteriores, nota-se 0 quao
significativos sédo esses resultados, tanto para a compreensdo do mecanismo
antimicrobiano da quitosana quanto no desenvolvimento de uma nova geracédo de
agentes antimicrobianos (LI; ZHUANG, 2020).

2.2. Guanidina, compostos guanilados e guanidilados

As guanidinas (Figura 5) sdo uma classe importante de compostos organicos
nitrogenados, frequentemente encontrados na natureza, adequados para o
desenvolvimento de farmacos e amplamente utilizados como bases fortes (DO
ESPIRITO SANTO et al., 2019; FRINDY et al., 2016; CHEN et al., 2010).

Figura 5 - Representagdo da unidade polimérica guanidina.
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Fonte: Adaptado de Ishikawa, (2009).

Essa caracteristica basica permite que a guanidina forme uma interacdo néo

covalente com alguns componentes carregados negativamente, como fosfatos na
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superficie de células microbianas, metais e carboxilatos, além de serem muito
empregados na quimica organica, sintética e medicinal devido ao seu envolvimento
na interacdo entre complexos enzima/substrato, por sua natureza hidrofilica, alta
atividade antimicrobiana, eficiéncia biocida e atoxicidade (QIN; LI; GUO, 2020;
GUPTA, 2020; BERLINCK et al., 2017; MA; DE; CHEN, 2015; TAN; COLES, 2014;
QIAN et al., 2008).

A reacdo de guanilacdo ocorre quando o atomo de nitrogénio da amina é
incorporado a tioureia fornecendo a guanidina. J& a reacdo de guanidinacdo ocorre
guando o esqueleto estrutural da guanidina é alterado pela substituicdo de um ou

mais grupos presente em sua estrutura (Figura 6) (GOMES, 2014).

Figura 6 - Representacéo das rea¢cfes de guanilacdo e guanidilacédo.
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Fonte: Gomes (2014).

Muitos compostos naturais e sintéticos contendo esse grupo funcional tém
demonstrado uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana,
antifungica, antiviral, anti-inflamatoria, antitumoral, antiprotozoaria, dentre outras
(DO ESPIRITO SANTO et al., 2019; PATTARAWARAPAN et al., 2016;
SACZEWSKI; BALEWSKI, 2013; HU et al., 2007). O cation guanidinio pode interagir
com espécies anidnicas através da combinacdo de ligacbes de hidrogénio e
ligacbes ibnicas. Além disso, a guanidina possui caracteristicas doadoras e
aceitadoras para nucledfilos e eletréfilos (HOSOYA; ODAGI; NAGASAWA, 2018).

Quando fixada na quitosana, o grupo guanidina pode introduzir carga positiva
na estrutura polimérica, o que resultaria em melhor atividade antimicrobiana e
melhora da solubilidade aguosa em pH neutro (SALAMA; SAAD; SABAA, 2016;
SAHRIAH et al., 2015).
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Polimeros contendo o grupo guanidina com atividade antimicrobiana e
antifangica tém sido estudados nos ultimos anos como potenciais agentes médicos,
fitossanitarios e antissépticos (ESCAMILLA-GARCIA et al., 2017; QIAN et al., 2008;
HU et al., 2007).

Salama, Saad e Sabaa (2016), sintetizaram e avaliaram a atividade biologica
de quitosana reticulada biguanidina, carregada com nanoparticulas de prata e
cloridrato de quitosana biguanidina, contra os patdégenos Streptococcus pneumoniae
(RCMB 010010), Bacillus subtilis (RCMB 010067), Escherichia coli (RCMB 010052),
Aspergillus fumigatus (RCMB 02568), Geotricum candidum (RCMB 05097) e
Syncephalastrum recemosum (RCMB 05922) e a citotoxicidade foi avaliada contra a

linhagem celular de cancer de mama (MCF-7).

Observaram que os compostos obtiveram excelente atividade antimicrobiana
contra os patdgenos testados, sendo intensificada a atividade nos compostos que
continham as nanoparticulas de prata. O ensaio de citotoxicidade revelou que os
compostos apresentaram baixa toxicidade para as células do cancer de mama
(MCF-7) (SALAMA, SAAD E SABAA, 2016).

Sahariah et al. (2015), sintetizaram e avaliaram a atividade antimicrobiana de
derivados quitosanico guanidilados e derivados com trimetilamoénio contra
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Escherichia coli (ATCC 25922).
Observaram uma melhora na atividade antibacteriana dos compostos ativos a
medida que o grau de substituicdo na estrutura polimérica era maior e a distancia do

substituinte na cadeia polimérica era menor.

Outro fator observado foi com relagdo a natureza catibnica dos substituintes,
gue também influenciou a resposta antimicrobiana dos compostos. O
desenvolvimento de compostos potencialmente biocompativeis com propriedades
antimicrobianas, pode resultar ndo somente em aplicagdes in vivo, mas também em

aplicacoes externas industriais (SAHARIAH et al., 2015).

Salama, Hasanin e Hesemann (2020), sintetizaram e avaliaram as
propriedades antimicrobianas de quitosanas, contendo grupo guanidinio contra as
cepas Escherichia coli (NCTC-10416), Pseudomonas aeruginosa (NCID- 9016),
Staphylococcus aureus (NCTC-7447), Bacillus subtilis (NCID-3610) e Candida
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albicans (NCCLS 11) e observaram que todos os derivados exibiram alta atividade
antimicrobiana em comparac¢ao com a quitosana, abrindo novas perspectivas de uso

em biomateriais, para os compostos derivados de quitosana guanilada.
2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (Figura 7) € um patégeno Gram-negativo, néo
fermentador, aerébio (ROSHANI-ASL et al., 2018; BAHMANI et al., 2016),
pertencente a familia Pseudomonadaceae (BERNAL-ROSAS; OSORIO-MUNOZ;
TORRES-GARCIA, 2015). Embora seja comumente encontrada como isolado
ambiental, € também um patégeno oportunista capaz de colonizar plantas e
hospedeiros mamiferos (HA; O'TOOLE, 2015).

Figura 7 - Aspecto macroscépico do cultivo de Pseudomonas aeruginosa em agar cetrimide.

Fonte: A autora.

Dentre as espécies de Pseudomonas SSP. a P. aeruginosa é considerada a
de maior relevancia clinica e epidemiolégica, estando frequentemente associada a
infeccbes nosocomiais principalmente em pacientes imunocomprometidos (JUAN;
PENA; OLIVER, 2017; STREETER; KATOULI, 2016; RIVAS et al., 2015). A

versatilidade nutricional, necessidades nutricionais minimas para o crescimento,
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tolerancia de vida a ambientes hostis e resisténcia relativa a agentes
antimicrobianos contribuem para que a P. aeruginosa obtenha sucesso com seu
papel como agente oportunista (GONCALVES, 2015; GALES et al., 2001).

E responsavel por 10 a 15% deste tipo de patologias em todo o mundo
(GUEVARA; SAHAI; TEDESCO-MAIULLARI, 2015). As infeccbes podem ocorrer
agudamente devido a producado de toxinas, cronicamente devido a formacéo de um
biofilme espesso, ou podem ocorrer com ambas as formas, que combinadas podem
causar septicemia (SILVA et al., 2016). Em pacientes gravemente doentes, a P.
aeruginosa contribui com 3% a 15% das infec¢Bes da corrente sanguinea, com taxa
de mortalidade de 27% a 48%. Apesar dos recentes avancos na terapia, a
bacteremia por P. aeruginosa é fatal em mais de 20% dos casos e mais de 50% das

mortes acontecem em poucos dias apos a infeccdo (PRAGASAM et al., 2018).

Nos ultimos anos, a prevaléncia de infecgcBes causadas por P. aeruginosa
mostrou um aumento significativo, uma vez que essa bactéria tem a capacidade de
adquirir novos mecanismos de resisténcia aos agentes antimicrobianos
(HORCAJADA et al., 2019; GUEVARA; SAHAI; TEDESCO-MAIULLARI, 2015).

Do ponto de vista evolutivo, as bactérias podem ser intrinsecamente
resistentes a certos antibiéticos, mas também podem adquirir resisténcia por meio
de mutagcbes em genes cromossoOmicos, frequentemente associadas ao mecanismo
de acdo do composto e por aquisicdo de DNA codificando a resisténcia através da
transferéncia horizontal de genes (MUNITA; ARIAS, 2016; BLAIR et al., 2015). Entre
0S seus mecanismos de resisténcia, estdo a baixa permeabilidade da membrana
externa da parede celular, a presenca de bombas de efluxo, modificacéo do sitio de
ligacdo do antibidtico, a modificacdo de vias metabdlicas internas e producdo de
enzimas, tais como beta-lactamases, carbapenemases e metalobetalactamases
(NGUYEN et al., 2018; RIVAS et al., 2015).

2.3.1. Formacao de biofilme

A capacidade de formar um biofilme & uma caracteristica comum a uma
variedade de micro-organismos (HA; O'TOOLE, 2015). A P. aeruginosa € um

importante patdgeno oportunista humano e organismo modelo representativo para
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estudo de biofilme (KIM; LEE, 2016). O biofilme (Figura 8) € um agrupamento de
bactérias que vivem em superficies distintas e seu processo pressupde cinco fases
diferentes: (1) Adesao inicial de células individuais ou aglomerados de bactérias do
biofilme que foram destacadas; (2) Adesdo microbiana mediada pela producéo de
exopolissacarideos (substancias poliméricas extracelulares); (3) Desenvolvimento e
expansédo da arquitetura do biofilme; (4) Biofilme maduro quando o biofilme esta em
(pseudo) estado estacionario; (5) Dispersdo de células sésseis que poderao
ocasionar infeccbes ou formar biofilmes em outros locais (SANTAJIT,;
INDRAWATTANA, 2016; STOODLEY et al., 2013; STOODLEY et al., 2002).

Figura 8 - Etapas da formacéo de biofilme.

Fonte: Stoodley et al. (2013).

A matriz de exopolissacarideo fornece ao biofilme, protecdo mecénica e
bioguimica que viabiliza as condi¢cdes necessarias para atenuar a atividade dos
farmacos, tornando esta estrutura microbiana altamente resistente a
antibioticoterapia e permite que as bactérias sobrevivam em condicfes adversas
(SOUSA et al., 2017; VENKATESAN; PERUMAL,; DOBLE, 2015).

Usando um processo de comunicagcdo conhecido como quorum sensing, as
bactérias segregam e detectam pequenas moléculas sinalizadoras organicas, para
monitorar sua densidade populacional, viruléncia e para coordenar a conexao da
superficie e a subsequente formacéo de biofiime (ABOUELHASSAN et al., 2019).
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Diante das limitacBes dos antibibticos, existe uma necessidade crescente de
descoberta e desenvolvimento de agentes antimicrobianos com propriedades
inovadoras no controle e tratamento eficiente de doencgas infecciosas bacterianas
(RASAMIRAVAKA et al., 2015).

Os polimeros antimicrobianos a base de quitosana sdo interessantes devido a
baixa propensdo dos micro-organismos desenvolverem resisténcia a esses
compostos e tém se mostrado como agentes promissores no tratamento e
prevencao de diversas doengas. Para facilitar seu desenvolvimento, é necesséario ter
uma maior compreensao das propriedades biolégicas dos patdgenos e das células
dos hospedeiros (REN et al., 2017; SETTE-DE-SOUZA et al., 2015).

Derivados de quitosana, carboximetilquitosana, guanidina / sal biguanida
possuem atividades antibacterianas contra varios micro-organismos e tém sido
associados a diferentes polimeros antimicrobianos (SHARIATINIA, 2018; REN et al.,
2017).

24. Ensaio de letalidade com Arfemia salina para determinagao

da toxicidade preliminar

Artemia salina (Figura 9) é um microcrustdceo da ordem Anostraca (sem
carapaca) de agua salgada utilizada como alimento vivo para peixes, € seus ovos

séo facilmente encontrados em lojas de aquarios (SIQUEIRA et al., 1998).
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Figura 9 - Foto de nauplio de Artemia salina.

Fonte: Munteanu; Dumitrascu, (2011).

O ciclo da Artemia sp. tém inicio quando em ambiente natural e em
determinadas épocas do ano, as artémias produzem cistos que flutuam na
superficie da agua e que séo transportados pela acdo do vento e das ondas. Estes
cistos sdo metabolicamente inativos (estado de diapausa) e ndo se desenvolvem
enquanto forem mantidos secos. No entanto, apds a imersdo em agua salgada, 0s
cistos se hidratam, e retomam o0 metabolismo interrompido. Depois de
aproximadamente 20 h, a membrana externa do cisto estoura e o embrido aparece
e, enquanto o embrido é mantido debaixo da capa vazia (estagio de sombrinha),
ocorre o desenvolvimento do nauplio. Em um curto espaco de tempo, a membrana
de eclosdo se rompe e o nauplio (primeiro estagio larval) nasce. O desenvolvimento
de néauplio até a fase adulta é de aproximadamente oito dias (CORREA;
PENAFORT, 2011).

A Artemia salina consegue tolerar grandes quantidades de sal (até 300
gramas de sal por litro de agua) e consegue sobreviver em agua com alta
deficiéncia de oxigénio. Além disso, possuem a capacidade de reduzir a pressao
osmotica da hemolinfa pela excrecédo de NaCl contra o gradiente de concentracéo e
também foi demonstrado que desenvolveu um mecanismo para manter a hemolinfa
hipotbnica extrema em meios salinos extremos (MUNTEANU; DUMITRASCU,
2011).

A casca dos cistos é formada por 3 estruturas: o corion que atua protegendo
0s cistos contra rupturas mecanicas e radiacdo UV, a membrana cuticular externa
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protege o embrido da penetracdo de moléculas maiores que as de CO; e atua como
um filtro, atuando na permeabilidade, e a membrana cuticular embrionaria que
consiste em uma capa altamente elastica que se transforma em membrana de
eclos&o durante o processo de incubacdo (CORREA; PENAFORT, 2011).

A sua facil manutencdo em condicbes de laboratério faz com que seja
utilizada em bioensaios de toxicidade (SIQUEIRA et al., 1998). O teste consiste na
exposi¢cdo dos nauplios durante 24 a 48 horas, a concentracdes crescentes do
composto que se pretende avaliar, com a posterior analise do numero de
organismos mortos ao final do periodo de exposi¢cdo e o calculo da concentracdo

letal a metade da populagédo exposta (PIMENTEL et al., 2011).

O grau de toxicidade de compostos bioativos para as larvas de Artemia salina
podem ser usados como triagem preliminar rapida e de baixo custo no estudo de
compostos naturais e de sintese (RAHMAN; CHOUDHARY; THOMSON, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Avaliar a toxicidade preliminar e atividade antimicrobiana de compostos

guitosanico-guanilados contra diversas cepas de P. aeruginosa.

3.2. Objetivos especificos

e Verificar a toxicidade de compostos quitosanico-guanilados pelo ensaio de

letalidade em Artemia salina;

e Determinar a concentracdo minima inibitéria e a concentracdo minima

bactericida dos compostos;

e Avaliar a atividade inibitéria dos compostos quitosanico-guanilados em
concentracdes subinibitorias na formacéo de biofilme de P. aeruginosa.

Objetivos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtengao dos compostos quitosanico-guanilados

A quitosana foi adquirida da empresa Sigma Aldrich (Lote: #SLBF5331V - %
GA de 25% e massa molar viscosimétrica de 155000 g.mol™), e os derivados
guitosanico-guanilados foram sintetizados no Laboratério de Sintese, Isolamento e
Modificagcdo de Compostos Orgéanicos - LaBSIMCO / UEG campus central Anapolis,
por Andrade (2016) (Figura 10).
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Figura 10 - Representacao estrutural da quitosana e dos compostos quitosénico-guanilados.

(Z)-N-(ciclohexil amino)-(quitosana)-metileno)-benzamida

|
o
7

QUITOSANA 1€ n

(Z)-1.2-Diciclohexil-3-(Quitosana)-Guanidina

= 20

Quito-guani 3d |

Quito-guani 3e

Fonte: A autora.

As solucbes estoque da quitosana e dos compostos quitosanico-guanilados
foram preparadas assepticamente com a dissolu¢do de 50mg de cada composto em
10 mL de acido acético a 1% (Sigma) sob agitacdo magnética durante 16 a 24h.
Apbs a dissolucdo completa dos compostos, o pH foi ajustado com uma solugéo de
carbonato de sédio (Na,COs) a 1 mol L™ para a realizacdo dos bioensaios com as
concentracdes 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 mg.mL™ de cada composto. Ao final, o pH
foi aferido com auxilio de pHmetro digital (Kasvi, Brasil) e a solugcdo permaneceu

sob agitacao por 15 minutos até sua utilizacéo.

Andrade (2016) relata em seu trabalho que os compostos poliméricos foram

solubilizados em acido acético 1% e neutralizados com Na,COg3 até o pH entre 7 e
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8. Entretanto, foi constatado que nessa faixa de pH, os compostos poliméricos
precipitaram ou ndo se dissolveram completamente. Portanto, os autores optaram
por trabalhar numa faixa de pH mais baixa, sendo 5,5 para os compostos 3b e 3C,
uma vez que estes compostos sao de dificil solubilizacédo, e pH 6 para os demais
compostos testados. Além disso, foi verificado que a neutralizacdo do pH dos

compostos nao induziu a morte dos micro-organismos testados.

4.2. Avaliagao preliminar da toxicidade de compostos
quitosanico-guanilados pelo ensaio de letalidade de

Artemia salina

Foi utilizado o método descrito por Molina-Salinas e Said-Fernandez, (2006)
com pequenas modificacdes, para determinar a toxicidade dos compostos pelo
ensaio de letalidade de Artemia salina. Neste teste foi utilizado meio de agua
marinha sintética preparado pela dissolucdo de sal marinho (36 g.L™") em agua
destilada, suplementado com extrato de levedura (6 mg.L™) e esterilizado em vidro
boeco préprio para autoclave. Foram pesados 0,3 g de cistos de Artemia salina e
incubados por 36 horas em 500 mL do meio com iluminagao artificial, com
temperatura ambiente e oxigenacdo constante. Apos a eclosédo, os nauplios foram
atraidos por fonte de luz, pipetados e transferidos para uma placa de Petri com 5 mL

de meio fresco.

O teste foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 pocos. Em cada
poco foram adicionados 10 individuos com 100 puL de agua marinha sintética e 100
ML de compostos dissolvidos em dgua marinha sintética nas concentracdes de 2,5,
1,25, 0,625 e 0,3125 mg.mL™. A placa permaneceu em temperatura ambiente por
24 horas em iluminacdo constante. O Esquema 1 ilustra como foi realizada a

diluicdo nas concentracdes testadas.
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Esquema 1 - Diluicdo dos compostos quitosanico-guanilados para o teste de letalidade em Artemia
salina.

Agua marinha
sintética

Solugao estogue 5mg.mL-1

Concentragéo Concentragéo Concentragdo  Concentragao
1: 2: 3: 4
2,5mg.mL-1 1,25mg.mL-! 0,625mg.mL" 0 3125mg.mL-"

Fonte: A autora.

Foram incluidos nos ensaios controles de viabilidade com pocos sem
compostos, de letalidade utilizando diluices de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 pg.mL™ de
dicromato de potéassio (K.Cr,07) e controle de técnica utilizando acido acético 1%
(CH3COOH) neutralizado com carbonato de sédio a 1 Mol.L™ (Na,CO3) em pH 6,0 -
5,5 nas concentracdes 0,5%, 0,25%, 0,125% e 0,0625% para excluir possiveis

interferéncias na acidificacdo necessaria para a dissolucdo dos compostos testados.

Os resultados permitiram o célculo da CLsy pelo método grafico para dose
resposta — Probito, no programa Statistica. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata e de maneira independente. O Esquema 2 ilustra como foi realizado o teste
de toxicidade dos compostos pelo ensaio de letalidade de Artemia salina.
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Esquema 2 - Ensaio de letalidade em Artemia salina.

{ ? 12 3 456 7 8 9101112
- A
—_— 10 nauplios em 5
cada pogo )
= > E
0,3g de cistos de é
Artemia salina H
( ]
Incubagao dos cistos de Concentragdes testadas:
Artemia salina por 36h em 2,5mg.mL"! Controles de técnicas:
500mL de AMS 1,25mg.mL-" AMS
0,625mg.mL" *AMS com &acido acético
0,3125mg.mL-" neutralizado
A|2345678910H|2
B
C
Calculo da ClLg, pelo Contagem dos nauplios D <
método PROBIT < vivos e mortos ¢ £
H

Incubagéo 24h em temperatura
ambiente e iluminac&o constante

Fonte: A autora.
Legenda:
AMS = agua marinha sintética
K,Cr,0; = Dicromato de potassio

4.3. Determinagao da concentragdao minima inibitéria (CMI) e da

concentragdao minima bactericida (CMB)

Os compostos foram submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo para a
determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI). Este ensaio foi realizado
conforme recomendacgdes do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) para

testes de susceptibilidade antimicrobiana de bactérias aerébias (CLSI, 2016).

A diluicdo da quitosana e dos compostos quitoséanico-guanilados em caldo
Mueller Hinton (MH) foi realizada em capela de fluxo laminar devidamente limpa e
desinfetada. Os compostos testes foram diluidos para a obtencdo das
concentracdes 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 e 0,15625 mg.mL * (Esquema 3). Os tubos
foram agitados até a completa homogeneizacdo da solugdo e foram incluidos
controles com acido acético neutralizado com pH na faixa de 6,0 — 5,5 para excluir
possiveis interferéncias na acidificacdo necesséria para a dissolucdo dos compostos
testados. Os controles com &cido acético neutralizado seguiram a mesma sequéncia

de diluicao.

Material e métodos



39

Esquema 3 - Diluicdo dos compostos quitosanico-guanilados em caldo Mueller Hinton.

1mL et oMb

Caldo
Miuieller
Hinton

Solugdo estoque quitosana
5 mg/mL - pH 6,0

Concentragdo 1 Concentragdo 2 Concentragdo 3 Concentragdo 4
2,5 mg/mL 1,25 mg/mL 0,625 mg/mL 0,3125 mg/mL

Fonte: A autora.

Os micro-organismos foram mantidos conforme descrito por Silva, Costa e
Reche (2008) com pequenas modifica¢des. Inicialmente, as cepas foram repicadas
em agar cetrimide pela técnica de esgotamento por estrias e incubadas a 35,5 °C
por 24 horas a fim de obter col6nias isoladas. Em seguida, 3 a 5 colonias isoladas
tipicas foram transferidas para um tubo com 10 mL de caldo BHI (Brain Heart
Infusion) com 20 % de glicerol, seguidas de homogeneizacdo em agitador de tubos
(vortex) por 15 segundos, apos este procedimento os tubos foram incubados por 12
horas a 35,5 °C. Em seguida, foram transferidas fracdes de 1 mL para microtubos
tipo Eppendorf esterilizados e devidamente rotulados. Posteriormente as fragdes

foram armazenadas a 8 °C por sete dias e congeladas em freezer a - 20 °C.

Um total de 13 Pseudomonas aeruginosa foram testadas, sendo 11 isolados
clinicos gentilmente cedidos pela profd. Lilian Carneiro do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias, IPTSP/UFG e as cepas
padrédo American Type Culture Collection (ATCC) de P. aeruginosa ATCC 27853 e
ATCC 9027 mantidas nos Laboratérios de Bioensaios da Universidade Estadual de
Goias (UEG) foram reativadas em agar Mueller Hinton (MH), pela técnica de
esgotamento por estrias. As placas foram semeadas com auxilio de alca
bacteriologica e em seguida incubadas a 35,5 °C por 24 horas. Os inéculos

bacterianos foram preparados, com a suspensao de colénias em tubo com 4,5mL de
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solucdo fisiologica estérii (NaCl 0,9%) até obtencdo de uma turvacao

correspondente a 0,5 da escala nefelométrica de McFarland.

Em seguida, foram transferidos 100uL do in6culo para tubo com 9,9mL de
caldo Mueller Hinton, obtendo-se assim a concentracdo de células de 1,5x10°
unidades formadoras de coldnia (ufc) por mL™. Logo apés 50pL desse caldo
inoculado foi adicionado nos pocos da microplaca de poliestireno seguido da adicao
de 50puL dos compostos nas concentragcbes previamente descritas, obtendo-se
assim a concentracdo final de 1,5x10° ufc por poco. Ap6s as inoculacdes as
microplacas foram incubadas por 24 horas a 35,5°C. Ao final do periodo de
incubacdo, foram realizadas leituras visuais do crescimento e a confirmacdo de
auséncia de crescimento nos pogos controle de esterilidade nédo inoculados. Apés
incubacao das microplacas a 35,5 °C durante 24 horas, a CMI foi determinada de
forma visivel como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano
da amostra em mg.mL™. Os testes foram acompanhados de controle de viabilidade
dos micro-organismos na auséncia dos compostos testados, controle de esterilidade
e controle de técnica com gentamicina (Sigma Aldrich) (CLSI, 2016). Adicionalmente
foram testadas concentracdes de 0,5, 0,25 e 0,125 % de acido acético neutralizado
com pH na faixa de 6,0 — 5,5 para excluir possiveis interferéncias na acidificacéo

necessaria para a dissolu¢do dos compostos testados.

Apbs a determinacdo da CMI, foi realizado o teste de concentracdo minima
bactericida (CMB) dos compostos. As CMB foram avaliadas com a transferéncia de
100 pL do caldo MH dos pocos sem turvacdo visivel a partir da CMI de cada
composto para cada cepa em placas de Petri contendo agar MH para a verificacao
da acao bactericida dos compostos. As bactérias com crescimento na placa de agar
MH na CMB foram transferidas através da al¢a de platina para placas contendo agar
cetrimide para exclusdo do crescimento de micro-organismos contaminantes no

ensaio.

Todos os testes foram realizados em triplicata. O experimento do ensaio de
determinacdo da concentragdo minima inibitoria e da concentragdo minima

bactericida estd esquematizado no Esquema 4 abaixo.
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Esquema 4 - Ensaio da concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima bactericida
(CMB).

"

v

W
a8 gs|

L
Compostos-teste

Preparo do inéculo

5 Estufabacteriolégica Determinag&o da menor
24ha 35‘5ocg ——> concentragéovisivel a

olho nu (CMI)

Determinagao da menor
Confirmagao da concentragéo bactericida (CMB) do

pureza dos inéculos inéculo microbiano recuperado de

concentragbes =a CMI

Fonte: A autora.

Legenda:

CMI = Concentragdo minima inibitoria
CMB = Concentra¢éo minima bactericida

44. Quantificacdo da biomassa total e do numero de células

associadas ao biofilme de P. aeruginosa

A biomassa total dos biofilmes foi avaliada pelo método do cristal violeta
descrito por Stepanovi¢ et al. (2000) com algumas modificagfes. Cada uma das 13
P. aeruginosa foi ressuspendida em tubo com 4,5mL de solucéo fisiologica estéril
(SFE 0,9%) até a obtencdo de uma turvacdo correspondente a 0,5 da escala de
McFarland. Em seguida, 0,1mL da suspensao bacteriana foi transferida para outro
tubo com 9,9mL de caldo trypticase soy broth (TSB) e apdés, 50uL do inéculo
ajustado foram colocados em pocos de uma microplaca de poliestireno de 96 pocgos
com fundo chato contendo 50uL de caldo TSB fresco por poc¢o. O inéculo inicial foi
ajustado para aproximadamente 1,5x10° unidades formadoras de colénias (ufc) por

poco. Apos as inoculacdes as microplacas foram incubadas por 24 horas a 35,5°C.
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Ao final do periodo de incubacédo, foram realizadas leituras visuais do
crescimento e a confirmacdo de auséncia de crescimento nos poc¢os controle de
esterilidade néao inoculados. O processamento das placas foi realizado segundo
metodologia descrita por Naves et al. (2008) com modificacdes. O caldo TSB foi
retirado e os pocgos foram lavados trés vezes com 150 yL com SFE 0,9% em
lavadora automatica de microplacas Aquari® (MA 615, Brasil) para a remocéo das
células ndo aderidas. Em seguida, foram adicionados 200 pL do corante cristal
violeta 1% nas placas por 10 minutos. ApGs este periodo, o corante foi desprezado
e 0s pocos lavados cinco vezes com 200 pL de agua destilada, com o descarte do
volume total e secagem das placas a 355 °C por 20 minutos em estufa.
Posteriormente foram adicionados 200 pL de etanol absoluto (Neon) em cada pogo
para a coloracdo das bactérias aderidas e a placa incubada durante 10 minutos.
Posteriormente, foram realizadas as leituras das densidades opticas (DO) dos pocos
a 492 nm no espectrofotdbmetro de microplacas BioTech Epoch™. O experimento

esta esquematizado abaixo:

Esquema 5 - Determinacao da biomassa total de biofilme de P. aeruginosa pelo método cristal

violeta.
Caldo TSB SN [ . .
L > 0 > Leitura visual
a Confirmagao de
Preparo e ajuste crescimento bacteriano
do indculo o Determinagao de
| Estufa bacteriologica biomassa total

24h a 35,5°C
Adicao de 200pL -~ J

— corante cristal  g———mnu
violeta 1% por
10min Lavar 3x com
Lavar 5x com SFE0,9%
agua destilada

Tabulagéo dos

S g Adigao de 200 uL dados e
ecagem das Etanol absoluto e levar = i
— | E —3 classificagao das
placasa 355°C =———> para estufa = — cepas de%cordo
por 20 minutos em bacteriologica por 10 com Stepanovic et
estufa mina 35,5°C al. (2000)

Fonte: A autora.

As leituras de DO obtidas permitiram a classificacdo das cepas quanto a
formacdo de biofilme em quatro categorias: ndo formadora (NF), formadora débil
(FD), formadora moderada (FM) e formadora forte (FF) de acordo com as seguintes
formulas (Stepanovic et al. 2000):
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NF = DOga < DOpc

FD = DOga > DOpc < 2x DOpc
FM = DOga > 2X DOpc < 4Xx DOpc
FF = DOga > 4x DOpc

Sendo que DOpc = densidade 6ptica do poco controle e DOga = densidade

Optica da bactéria aderida.

Para realizacdo da contagem de células associadas ao biofiime os 13
in6culos bacterianos foram ajustados conforme a metodologia descrita para o
estudo da determinacdo da biomassa total pelo método cristal violeta.
Posteriormente, 600 pL dos in6culos ajustados foram transferidos para microtubos
Eppendorf que foram incubados a 35,5°C durante 24 horas. Apés a incubacéo, os
caldos crescidos foram retirados e os microtubos lavados, assepticamente, com 600
pL de SFE 0,9%. Em seguida, foram adicionados 600 pL de SFE 0,9% nos
microtubos e estes foram submetidos a sonicacdo em banho de ultrassom a 40KHz
(Ultroniqgue Q 5.9/40A, Indaiatuba, Sao Paulo) por 5 minutos em temperatura
ambiente, para o desprendimento dos micro-organismos associados ao biofilme

aderido a parede.

A suspensdo bacteriana foi diluida e plagueada em &gar cetrimide para
contagem das células bacterianas associadas ao biofilme. As placas foram
incubadas em estufa bacteriol6gica por 24 horas a 35,5°C e ap0s esse periodo foi
realizada a contagem das colénias com o contador de colénias Marconi MA-6000.
Foram incluidos controles de esterilidades para descartar contaminacdo do caldo
TSB. O esquema a seguir mostra 0 esquema da contagem de células na formacéao

de biofilme.
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Esquema 6 - Contagem do nimero de células associadas ao biofilme de P. aeruginosa.

Preparo do
inoculo

Descarte do caldo

crescido e Ressuspenséo
lavagem do em 600 pL de
microtubo 1x com SFE
Incubacéo SFE 0.9%

24ha 35,5°C

Incubacgao

24h a 355°C &—— Diluicao seriada e—nou—

e plaqueamento

5 min. de banho
Contagem ufc.mL-" ultrassoénico

Fonte: a autora.
Legenda:
SFE 0,9% = Solucéo fisioldgica estéril a 0,9%
ufc = unidade formadora de colénia

4.5. Efeito de concentragdées subinibitérias dos compostos na

formacao de biofilme por P. aeruginosa

Um total de 9 P. aeruginosa, sendo 3 isolados de cada grupo, foi selecionado
para avaliar o impacto das concentragdes subinibitérias dos compostos na formacgéo

de biofilme.

Os compostos foram dissolvidos conforme descrito previamente na etapa de
dissolugcéo da quitosana e dos compostos quitosanico-guanilados. Posteriormente,
600 pL dos compostos foram transferidos para microtubos Eppendorf que foram
incubados em estufa por 24 horas a 35,5°C. Em seguida, os compostos foram
descartados e 600 pL dos indculos bacterianos, obtidos conforme descrito nos
ensaios de formacéo de biofilme, foram transferidos para os microtubos que foram

novamente incubados por 24 horas a 35,5°C.
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Logo apos esse periodo, o caldo com crescimento bacteriano foi retirado e os
microtubos, lavados assepticamente uma vez com 600 pL de SFE 0,9%. Em
seguida, os microtubos foram preenchidos com 600 pL de SFE 0,9% e submetidos a
sonicacdo em banho de ultrassom a 40KHz (Ultronique Q 5.9/40A) por 5 minutos
em temperatura ambiente. A suspensao bacteriana obtida foi diluida e plaqueada
em agar cetrimide para contagem das P. aeruginosa associadas ao biofilme.

Esquema 7 - Avaliagdo do efeito de concentra¢des subinibitérias dos compostos quitosanico-
guanilados na formacao de biofilme de P. aeruginosa.

Preparo do Tratamento do
inoculo microtubo

Descarte do caldo

; Ressuspenséao
—_ crescido e

lavagem do em 600 pL de

microtubo 1x com SFE
Incubagao SFE 0,9%
24h a 35,5°C
Incubagéo I .
&—— Diluicao seriada e—nu
24ha 35,5°C e plagueamento
5 min. de banho
Contagem ufc.mL-’ ultrassénico

Fonte: A autora.
Legenda:
SFE 0,9% = Solucéo fisiologica estéril a 0,9%
ufc = unidade formadora de col6nia

4.6. Analises estatisticas

Nos ensaios de determinacdo da CMI, CMB e da contagem do numero de
células associadas ao biofilme, foram incluidos controles de esterilidade para
descartar contaminacdo dos compostos teste. Os dados foram organizados em
tabela facilitando a comparagéo entre o controle sem tratamento com a quitosana e
os derivados. Todos os testes foram realizados em triplicata e em trés séries de
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repeticdes independentes. A CLs foi calculada através do software STATISTICA

criado pela Statsoft.

As varidveis quantitativas geradas: CLso, determinagdo da biomassa total, do
namero de células associadas ao biofilme e o efeito de concentragdes subinibitérias
dos compostos na formacédo de biofilme foram analisadas descritivamente com o
célculo das médias e desvios padrdo. Foi realizado o teste de normalidade para
verificar a distribuicdo dos dados tanto no método cristal violeta quanto no método

contagem.

O teste ANOVA de uma via foi utilizado para comparar os resultados do
método de contagem viavel na presenca de auséncia dos compostos. A ANOVA de
uma via e o teste de normalidade foram realizados usando GraphPad Prism versao

5.04. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagcdao da toxicidade dos compostos quitosanico-

guanilados pelo ensaio de letalidade em Artemia salina

Em sua estrutura, a quitosana apresenta trés tipos de grupos reativos que

sdo 0s grupos hidroxila primaria e secundaria e o grupamento amina primaria
presente em sua estrutura (KIM, 2018; ZHU et al., 2016; ARANAZ; HARRIS;

HERAS, 2010). A entrada dos substituintes guanilados ocorreu através da

transformacao do grupamento amino primario em amino secundario para receber 0os

substituintes guanilados. Estes derivados quitosanico-guanilados tém substituintes

doadores e retiradores de elétrons ligados ao grupo guanidina em diferentes

posicdes que podem ou nao estar em ressonancia eletronica.

Quadro 1 - Quitosana e grupos substituintes dos compostos quitosanico-guanilados.

Estruturas

Descricdo dos grupos substituintes

QUITOSANA

OH OH
Q o]
* = o] O«
OH OH

5.

HC

—

- Grupo amina da quitosana que foi
modificado para dar origem aos compostos

quitosanico-guanilados.

BCWo

Rxr_ ~

e

A—F

on

Rq

- Por¢cbes modificadas na guanidina para
dar origem aos compostos quitosénico-

guanilados.

- Grupo amina da quitosana que foi
modificado para dar origem aos compostos

guitosanico-guanilados

(Continua)
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Quito-guani 32

-Grupo substituinte da porcdo Ry
Metoxifenila. Grupo substituinte retirador de

elétrons que entra em ressonancia eletrénica.

-Grupo substituinte da porcdo Ry:
Benzamida. Grupo substituinte retirador de

elétrons que entra em ressonéancia eletrénica.

Quito-guani 3b

-Grupo substituinte da por¢éo R,: Cicloexil.
Grupo substituinte doador de elétrons que néo

entra em ressonancia eletronica.

Grupo  substituinte da por¢cdo Ry:
Cicloexilamina. Grupo substituinte doador de
elétrons que ndo entra em ressonancia

eletrbnica.

Quito-guani 3c

-Grupo substituinte da porcdo Ry
Metoxifenila. Grupo substituinte retirador de

elétrons que entra em ressonancia eletrénica.

-Grupo substituinte da porcdo Ri: Benazil.
Grupo substituinte retirador de elétrons que

entra em ressonancia eletrénica.

(Continua)
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Quito-guani 3d

- Grupo substituinte da por¢do Ry

Metoxifenila. Grupo substituinte retirador de

elétrons que entra em ressonancia eletrénica.

- Grupo substituinte da porgdo Ry:
Metilenocarbamato. Grupo substituinte retirador

de elétrons que entra em ressonancia eletronica.

10H

Quito-guani 3e

- Grupo substituinte da por¢cdo Ry:
Cicloexil. Grupo substituinte doador de elétrons

gue nao entra em ressonancia eletronica.

- Grupo substituinte da por¢cdo R;:
Metilenocarbamato. Grupo substituinte retirador

de elétrons que entra em ressonancia eletronica.

Fonte: A autora.

Os resultados do teste de letalidade da quitosana e dos compostos

guitosanico-guanilados sobre Artemia salina sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentracéo Letal (CL50) da quitosana e dos compostos quitosanico-guanilados para
Artemia salina.

Compostos testados

Quitosana 1,26
Quito-Guani 3a 1,47
Quito-Guani3b 1,33
Quito-Guani 3c 1,33

Clsg (mg.mL'l)

95% CL
1,12 - 1,41
1,25 - 1,69
1,24 - 1,41
1,24 - 1,42

(Continua)
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Tabela 1 - Concentracéo Letal (CLs) da quitosana e dos compostos quitosanico-guanilados para
Artemia salina.

Compostos testados CLso (Mmg.mL™) 95% CL
Quito-Guani 3d 1,05 0,74 - 1,35
Quito-Guani 3e 1,31 1,25-1,36

Fonte: A autora
Legenda:
Quito-Guani = quitosana guanilada;
Quito-Guani 3a = (Z)-N-((Ciclohexil amina)—(quitosana)-metileno)-benzamida;
Quito-Guani 3b = (2)-1,2-Diciclohexil-3-(quitosana)-guanidina;
Quito-Guani 3c = (Z2)-N((benzilamina)-(4-metoxifenil))-(quitosana) 4-carboxamidina;
Quito-Guani 3d = (2)-Etil-(4-metoxifenilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;
Quito-Guani 3e = (Z)-Etil-(ciclohexilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato.

Os controles de viabilidade e de técnica apresentaram resultados esperados
(auséncia de mortalidade esponténea) e o controle com dicromato de potéssio
(K2Cr,0) obteve valores referentes ao controle interno do laboratério com CLso de
0,03456 mg.mL™* para A. salina.

A quitosana apresentou CLso de 1,26 mg.mL™ para A. salina. Em um trabalho
prévio foi observado que a quitosana foi atoxica para A. salina com percentual de
mortalidade menor que 10% em concentragdes < 1mg.mL™ e que os derivados
apresentaram boa compatibilidade confirmada pela baixa taxa hemolitica (<5%) e
pelo indice significativo de atividade antioxidante (PEREIRA et al., 2019).

O derivado da quitosana mais toxico foi a quito-guani 3d que apresentou CLsg
1,05 mg.mL™. Esse composto possui em sua estrutura dois substituintes retiradores
de elétrons. Essa toxicidade elevada pode ser devido a reacdo de hidrolise que
possivelmente ocorreu no substituinte R; do composto 3d. Ja o composto que
apresentou menor toxicidade foi a quito-guani 3a que também possui em sua
estrutura, dois substituintes retiradores de elétrons (Figura 11). Em um trabalho
prévio, Andrade (2016) afirma que grupos doadores de elétrons apresentam maior
nivel de toxicidade nas guanidinas, no entanto em nosso trabalho nado foi constatado

0 aumento da toxicidade dos compostos com substituintes doadores de elétrons.
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Figura 11 - Representacéo dos substituintes R; e R, dos compostos quito-guani 3a e quito-guani 3d.

Fonte: A autora.
Legenda:

- Grupo substituinte da porcao R,: Metoxifenilamina. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletrénica.

- Grupo substituinte da porcdo R;: Benzamida. Grupo substituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletronica.

Grupo substituinte da porcdo R;: Metilenocarbamato. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletrénica.

Em trabalho prévio Rustici, Caramori e Galembeck (2006), observou que
substituintes doadores ou retiradores de elétrons em R; do composto 3-
Hidroxipropenal levam a um aumento na ressonancia e na for¢ca da ligacdo de
hidrogénio, e substituintes em R, apresentam um efeito muito menor do que os

localizados em R; e ndo apresentam qualquer padrdo de comportamento.

Os substituintes das quitosanas-guaniladas 3a e 3d estdo em ressonancia
eletrbnica em R; e Ry, porém, o substituinte R, da quito-guani 3a apresenta uma
estrutura de cadeia fechada indicando que os elétrons estdo mais envolvidos com a
ressonancia eletrénica e dessa forma acaba tendo menor possibilidade de interacéo
com outros meios e com 0s nauplios sendo outra justificativa para a sua baixa
toxicidade. Ja a quito-guani 3d possui uma cadeia aberta no substituinte R;
indicando uma menor ressonancia e maior disponibilidade de interacdo dos elétrons
com os nauplios, sendo esta outra possibilidade para justificar a toxicidade da

quitosana-guanilada 3d.

As quitosanas-guaniladas 3d e 3e possuem substituintes retiradores de
elétrons iguais em R;. Estes substituintes possuem cadeia aberta, menor

ressonancia e maior disponibilidade de interacdo com o meio quando comparado
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aos outros compostos quitosanico-guanilados e também podem estar sofrendo a
reacdo de hidrolise. Aléem disso, foram o0s compostos que obtiveram menores
valores de CLso, sendo o composto quito-guani 3d CLsy de 1,05 mg.mL™ e o
composto quito-guani 3e CLsp de 1,31 mg.mL™ (figura 12).

Figura 12 - Representacéo dos substituintes R; e R, dos compostos quito-guani 3d e quito-guani 3e.

Fonte: A autora.

Legenda:

- Grupo substituinte da porcdo R,: Metoxifenilamina. Grupo substituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.

Grupo substituinte da porcdo R;: Metilenocarbamato. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletrénica.

Grupo substituinte da porgdo R,: Cicloexilamina. Grupo substituinte doador de elétrons que
ndo entra em ressonancia eletronica.

As quito-guanis 3b e 3c (figural3) possuem substituintes distintos, tendo o
composto 3b substituintes doadores de elétrons em R; e R, e 0 composto 3c
substituintes retiradores de elétrons em R; e R, no entanto ambos apresentaram o
mesmo valor de Clso 1,33mg.mL™. A partir dos resultados obtidos podemos inferir
gue os grupos retiradores e doadores de elétrons nao explicam as diferencas de

resultados obtidos neste ensaio.
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Figura 13 - Representacéo dos substituintes R; e R, dos compostos quito-guani 3b e quito-guani 3c.

3b

Fonte: A autora.
Legenda:

- Grupo substituinte da porcdo R,: Metoxifenilamina. Grupo susbtituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.

Grupo substituinte da porgcdo R;: Benzilamina. Grupo susbtituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.

Grupo substituinte da porcéo Rj: Cicloexilamina. Grupo substituinte doador de elétrons que
ndo entra em ressonancia eletrbnica.

Grupo susbtituinte da porgdo R;: Cicloexilamida. Grupo substituinte doador de elétrons que
ndo entra em ressonancia eletronica.

Tavares (2004) relata que o efeito terapéutico dos farmacos se deve a
interacdo com os sistemas bioldgicos e é dependente de fatores relacionados com
sua estrutura quimica e suas propriedades fisico-quimicas. Sejam estes fatores de
carater eletroénico, hidrofébico ou estérico afetardo a interacdo do farmaco com a
fase biologica. Portanto, dois farmacos estruturalmente semelhantes, diferenciando-
se apenas por um atomo ou posicdo que este ocupa na molécula, podem
apresentar diferencas em suas propriedades fisico-quimicas e na atividade

bioldgica.

As quito-guanis 3a e 3c possuem substituintes parecidos, diferindo-se apenas
pela auséncia da dupla ligacdo do carbono na posi¢cdo 21 ao elemento oxigénio na
estrutura do composto quito-guani 3c. Esse ultimo apresentou maior toxicidade do
gue o derivado quitosanico-guanilado 3a. Tal resultado pode estar sendo
influenciado pelo elemento oxigénio (O) na estrutura do composto quito-guani 3a,
uma vez que o atomo de oxigénio € eletronegativo e promove um aumento na forca

da ressonancia deixando o composto 3a menos disponivel para interagir com o
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meio do que o substituinte R; do composto quito-guani 3c. O mesmo fundamento de
Tavares (2004) pode ser levado em consideracdo para as quito-guanis 3b e 3e, uma

vez que possuem substituintes iguais em R e distintos em R; (Figural4).

Figura 14 - Representacéo dos substituintes R; e R, dos compostos quito-guani 3a, 3b, 3c e 3e.

Fonte: A autora.

Legenda:

- Grupo substituinte da porcdo R,: Metoxifenilamina. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletronica.

Grupo substituinte da por¢do R;: Benzamina. Grupo substituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.

Grupo substituinte da por¢cdo R;: Benzilamina. Grupo substituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.

Grupo substituinte da porgdo R,: Cicloexilamina. Grupo substituinte doador de elétrons que
ndo entra em ressonéancia eletrénica.

Grupo substituinte da porcdo R;: Cicloexilamida. Grupo substituinte doador de elétrons que
nao entra em ressonancia eletrénica.

- Grupo substituinte da por¢cdo R;: Metilenocarbamato. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletrénica.

Resultados e discussao



5.2.

55

Determinagao da concentragdao minima inibitéria (CMI) e da

concentragao minima bactericida (CMB)

Os resultados da CMI e CMB da quitosana e dos compostos quitosanico-

guanilados estéo dispostos nas tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 - Concentracdo minima inibitéria da quitosana e dos compostos quitosanico-guanilados
contra Pseudomonas aeruginosa.

Compostos quitosanicos-guanilados

mg.mL™*

P. aeruginosa  Quitosana 3a 3b 3c 3d 3e
Pa3 1,25 >2,5 0,625 ND >2,5 2,5
Pa5 1,25 >2.5 0,625 ND >2,5 2,5
Pa6 2,5 >2.5 ND ND >2,5 >2,5
Pal0 2,5 >2,5 ND ND >2.5 >2.5
Pall 2,5 >2.5 ND ND >2,5 >2,5
Pal3 2,5 >2.5 ND ND >2,5 >2,5
Pa20 2,5 >2,5 0,625 ND >2.5 >2.5
Pa22 2,5 >2.5 0,625 ND >2.5 2,5
Pa23 1,25 >2,5 0,625 0,625 >2.5 2,5
Pa28 2,5 >2,5 0,625 0,625 >2,5 25
Pa29 2,5 >2,5 0,625 0,625 >2,5 25

Pa ATCC 27853 2,5 >2.5 0,625 ND >2.5 >2.5

Pa ATCC 9027 2,5 >2,5 0,625 ND >2,5 >2,5

Legenda:

Pa = Pseudomonas aeruginosa;
Quito-Guani 3a = (Z)-N-((Ciclohexil amina)—(quitosana)-metileno)-benzamida;
Quito-Guani 3b = (2)-1,2-Diciclohexil-3-(quitosana)-guanidina;

Fonte: A autora.
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Quito-Guani 3c = (Z)-N((benzilamina)-(4-metoxifenil))-(quitosana) 4-carboxamidina;
Quito-Guani 3d = (Z)-Etil-(4-metoxifenilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;
Quito-Guani 3e = (2)-Etil-(ciclohexilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;

ATCC = American Type Culture Collection.

ND = N&o determinado

As CMI da quitosana variaram entre 1,25 a 2,5 mg.mL™. J4 as CMI dos
compostos quito-guani 3b e 3c foram menores que a da quitosana, apesar de
algumas cepas nao apresentarem valor determinado. As CMI das quito-guanis 3a,
3d e 3e foram maiores que a da quitosana, sendo que a maioria das leituras foram
superiores a maior concentracao testada.

Tabela 3 - Concentragdo minima bactericida da quitosana e dos compostos quitosanico-guanilados
contra Pseudomonas aeruginosa.

Compostos quitosanicos-guanilados

mg.mL™*
P. aeruginosa  Quitosana 3a 3b 3c 3d 3e
Pa3 >2.5 >2,5 >2,5 >2,5 >2,5 >2,5
Pa5 >2.5 >2,5 >2.5 1,25 >2,5 >2.5
Pa6 >2.5 >2,5 >2,5 >2,5 >2,5 >2.5
Palo >2.5 >2,5 >2,5 >2,5 >2,5 >2.5
Pall >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2,5 >2.5
Pal3 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2,5 >2.5
Pa20 >2.5 >2,5 >2,5 1,25 >2,5 >2.5
Pa22 >2.5 >2,5 1,25 1,25 >2.5 >2.5
Pa23 >2.5 >2.5 1,25 >2.5 >2.5 >2.5
Pa28 >2.5 >2.5 1,25 >2.5 >2.5 >2.5
Pa29 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5 >2.5
Pa ATCC 27853 >2.5 >2.5 0,625 1,25 >2.5 >2.5

(Continua)
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Tabela 3 - Concentragdo minima bactericida da quitosana e dos compostos quitosanico-guanilados
contra Pseudomonas aeruginosa.

Compostos quitosanicos-guanilados

mg.mL'l
P. aeruginosa  Quitosana 3a 3b 3c 3d 3e
Pa ATCC 9027 >2,5 >2,5 1,25 1,25 >2,5 >2,5

Fonte: A autora.
Legenda:
Pa = Pseudomonas aeruginosa;
Quito-Guani 3a = (Z)-N-((Ciclohexil amina)—(quitosana)-metileno)-benzamida;
Quito-Guani 3b = (2)-1,2-Diciclohexil-3-(quitosana)-guanidina;
Quito-Guani 3c = (Z)-N((benzilamina)-(4-metoxifenil))-(quitosana) 4-carboxamidina;
Quito-Guani 3d = (2)-Etil-(4-metoxifenilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;
Quito-Guani 3e = (Z)-Etil-(ciclohexilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;
ATCC = American Type Culture Collection.

A CMB da quitosana foi superior ao maximo testado. As quito-guanis
apresentaram o mesmo padréo, exceto: 3b com CMB de 0,625 mg.mL™ para Pa
ATCC 27853 e de 1,25 mg.mL™* para Pa22, Pa23, Pa28 e Pa ATCC 9027; a quito-
guani 3c apresentou CMB de 1,25 mg.mL™ para Pa5, Pa20, Pa22, Pa ATCC 27853
e Pa ATCC 9027. Os controles de viabilidade, de técnica e com o farmaco
antimicrobiano gentamicina (ug.mL™) para as cepas padrdo ATCC 9027 e ATCC

27853 mostraram resultados preconizados pelo CLSI.

Helander et al. (2001) relatam que por ser uma macromolécula polimérica, a
guitosana se torna incapaz de passar pela membrana externa das bactérias Gram-
negativas, uma vez gque esta atua como barreira de permeabilidade externa eficiente
contra macromoléculas tornando inviavel o acesso direto da quitosana as partes
intracelulares da bactéria. Portanto, sua atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-negativas deve ser analisada em termos de suas propriedades quimicas e
estruturais. A carga positiva do grupo amino da quitosana no pH 6,3 faz com que a
sua estrutura seja policationica, levando a interagir com 0s componentes
predominantemente anidnicos, lipopolissacarideos com grupos fosfato e pirofosfato,
gue compdem a membrana externa das bactérias Gram-negativas e produzem uma
densidade maior de cargas negativas na superficie bacteriana. A ligacdo de

moléculas policatibnicas pode interromper a integridade da membrana externa,
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resultando na perda da funcdo de barreira, mas sem atividade bactericida direta
(MATICA; MENGHIU; OSTAFE, 2017; HELANDER et al., 2001).

Outros estudos sugerem que em concentracdes mais baixas (<0,2 mg.mL™),
a quitosana policatiénica pode levar a aglutinacdo no momento em que se liga a
superficie bacteriana carregada negativamente, e quando em concentracfes mais
altas, aquela pode manter as bactérias em suspensdo devido ao maior niumero de
cargas positivas o que confere uma carga positiva liquida a superficie das bactérias
(BAKSHI et al., 2020; WANG; XUE; MAO, 2020; DAI et al., 2011; RABEA et al.,
2003), justificando os resultados da CMI e CMB da quitosana nas concentracfes

testadas neste estudo.

Andrade (2016) relatou em seu trabalho que o0s compostos quitosanico-
guanilados ndo se adequaram a técnica de microdiluicdo em caldo, uma vez que ao
fazer a diluicdo dos compostos com o caldo MH havia a precipitacdo dos mesmos, o
gue inviabilizou o uso desta técnica para determinar a concentracdo minima
inibitéria dos compostos. No entanto, apesar das limitagdes dos compostos quanto a
solubilidade e pH, foi possivel realizar a determinacdo da CMI e da CMB de forma
gue nao houvesse a precipitacdo dos compostos e que o pH nao inviabilizasse o

crescimento das bactérias, uma vez que estas tendem a ser neutrofilicas.

A vista disso, foi possivel observar que 0os compostos que possuem grupos
substituintes retiradores de elétrons ndo obtiveram bons resultados na inibi¢cao
contra as cepas testadas. Ambos 0os compostos quito-guani 3a e 3d obtiveram tanto
a CMI como a CMB determinadas em > 2,5 mg.mL™>. A similaridade entre os
compostos quito-guani 3a e 3d (Figura 15) € que ambos possuem substituintes
retiradores de elétrons ligados ao nitrogénio do grupo guanidina na posicéo R, além
disso, ambos os substituintes em R; e R, entram em ressonancia eletrébnica no

entanto o substituinte R; do composto 3d possui cadeia aberta.
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Figura 15 - Representacéo dos substituintes R; e R, dos compostos quito-guani 3a e quito-guani 3d.

Fonte: A autora.
Legenda:

- Grupo substituinte da por¢do R,: Metoxifenilamina. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletrénica.

- Grupo substituinte da porgcdo R;: Benzilamida. Grupo substituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletronica.

Grupo substituinte da por¢édo R;: Metilenocarbamato. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletrénica.

Em estudo realizado por Cele et al. (2020), os pesquisadores sintetizaram,
caracterizaram e avaliaram o potencial antibacteriano (CMI e CMB) da quitosana e
de polimeros fluorados e fluorados quaternizados contra isolados clinicos de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus sanguinis ATCC 10556,
Salmonella enterica ATCC 10708, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Bacillus subtilis ATCC 6051 e Staphylococcus aureus ATCC 29213 e ATCC 43300.
Os pesquisadores observaram que a quitosana apresentou atividade discreta contra
todas as cepas testadas, ao passo que os derivados poliméricos fluorados
sintetizados exibiram atividade significativamente maior, mas contra apenas as
bactérias Gram-positivas testadas, enquanto que para as Gram-negativas néao,
sendo essa baixa atividade atribuida a baixa hidrofobicidade dos compostos além
da seletividade da quitosana fluorada a bactérias Gram-positivas. Ja 0s compostos
fluorados quaternizados foram, em geral, mais ativos contra as Gram-positivas do
gue contra as Gram-negativas e quando comparados aos derivados fluorados, ainda
permanecem com melhores resultados contras as Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo essa melhora da atividade antibacteriana atribuida a uma variagéo

nos grupos de fldor nos derivados fluorados quaternizados.
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O fluor é o elemento mais eletronegativo do grupo dos halogénios (NARVAI,
2000), e seu efeito retirador de elétrons contribui com diversas atividades biolégicas,
dentre elas a atividade antimicrobiana (CELE et al., 2020). Quando comparamos 0s
resultados desses compostos que possuem grupos retiradores de elétrons,
podemos observar que ambos os compostos fluorados quanto dos compostos
guitosanico-guanilados 3a e 3d ndo obtiveram resultados de inibicdo contra a cepa
Gram-negativa Pa. A auséncia de atividade microbiana pode estar relacionada com
o efeito retirador de elétrons dos grupos substituintes, promovendo uma
estabilizacao entre o efeito retirador e a membrana extracelular da bactéria fazendo

com que 0 composto perca a atividade.

O composto quito-guani 3e teve a CMI determinada entre 2,5 e > 2,5 mg.mL™*
e CMB > 2,5 mg.mL™. Este possui dois grupos substituintes distintos, sendo o grupo
metilenocarbamato - retirador de elétrons - ligado ao nitrogénio da guanidina na
posicdo R; e um substituinte ciclohexil - doador de elétrons - ligado ao nitrogénio do
grupo guanidina na posi¢cao R»; Aquele possui similaridade com os compostos quito-
guani 3d (Figura 16), onde o substituinte ligado ao nitrogénio da guanidina na
posicdo R; trata-se de um grupamento metilenocarbamato - retirador de elétrons - e
com o composto 3b onde ambos possuem um substituinte ciclohexil — doador de
elétrons - ligado ao nitrogénio do grupo guanidina na posicdo R,. O resultado
positivo daquele derivado (3e) pode estar relacionado com o substituinte ciclohexil
ligado ao grupo guanidina na posi¢do R, uma vez que tanto 0 composto quito-guani

3e quanto o composto quito-guani 3b séo 0s Unicos que possuem tal estrutura.

Figura 16 - Representacéo das estruturas dos compostos 3b, 3d e 3e.

Fonte: A autora.

Legenda:

- Grupo substituinte da porcdo R,: Cicloexilamina. Grupo substituinte doador de elétrons que
nao entra em ressonancia eletrénica.
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- Grupo substituinte da porgdo R;: Cicloexilamida. Grupo substituinte doador de elétrons que
ndo entra em ressonancia eletrénica.

- Grupo substituinte da porgdo R,: Metoxifenilamina. Grupo substituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.

- Grupo substituinte da por¢cédo R;: Metilenocarbamato. Grupo substituinte retirador de elétrons
gue entra em ressonancia eletrénica.

O derivado quitosanico-guanilado que obteve o melhor resultado de CMI foi o
composto quito-guani 3b. Mesmo ap0s agitacdo e apesar de ter apresentado corpo
de fundo no poco da microplaca de microtitulacdo o que impossibilitou a
determinacdo da CMI em quatro bactérias, nas demais a CMI foi determinada em
0,625 mg.mL™. A CMB variou entre 0,625 a >2,5 mg.mL™. Esse derivado apresenta
substituintes doadores de elétrons na posicdo R, e R; ligadas aos nitrogénios do

grupo guanidina.

O derivado quito-guani 3c também apresentou dificuldades na determinacéo
da CMI devido ao seu aspecto turvo nas concentracdes mais elevadas, no entanto
trés bactérias tiveram a CMI determinada em 0,625 mg.mL™ e a CMB variou entre
1,25 e >2,5 mg.mL™. Esse composto derivado possui em sua estrutura dois
substituintes retiradores de elétrons, um na posicao R; ligada ao nitrogénio do grupo
guanidina e outro ligado ao grupo guanidina na posi¢ao R; (Figura 17).

Figura 17 - Representacdo dos compostos quito-guani 3b e 3c.

3b

Fonte: A autora.
Legenda:

Grupo substituinte da por¢ao R,: Metoxifenilamina. Grupo substituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.

- Grupo substituinte da porcao R;: Benzilamina. Grupo susbtituinte retirador de elétrons que
entra em ressonancia eletrénica.
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- Grupo substituinte da porgdo R,: Cicloexilamina. Grupo substituinte doador de elétrons que
ndo entra em ressonancia eletrénica.

Grupo susbtituinte da por¢éo R;: Cicloexilamida. Grupo substituinte doador de elétrons que
ndo entra em ressonancia eletrénica.

Os dois compostos com melhores resultados tanto de CMI quanto de CMB
nao possuem similaridade estrutural que explique sua boa atividade antimicrobiana,
0 que poderia levar a postulacéo de que seu desempenho tenha relacdo direta com
o pH, haja vista que os compostos quito-guani 3b e 3c foram os mais acidos (pH
5,5) devido a sua precipitacdo em pH mais elevado. No entanto, os controles de
viabilidade na presenca de &cido acético 1% neutralizado em Na,COsz a 1 Mol.L™

foram incluidos e foi possivel constatar o crescimento microbiano.

Como ndo ha similaridade entre as estruturas desses compostos, ha a
possibilidade de que o resultado da menor concentragéo visivel capaz de inibir o
crescimento microbiano venha dos diferentes substituintes ligados a estrutura da
guitosana. No composto quito-guani 3b a boa atividade antimicrobiana pode estar
relacionada a presenca dos grupos ciclohexil em ambos os substituintes R; e R, que
sdo doadores de elétrons, e no composto quito-guani 3c a boa atividade pode estar
relacionada ao substituinte benzamina ligado ao grupo guanidina na posi¢cdo R;
onde h& auséncia da dupla ligacdo do carbono 21 ao elemento oxigénio.

Hu et al. (2007) sintetizou através da reacdo de guanidilacdo, derivados de
guitosana guanidilada com diferentes pesos moleculares, realizou a caracterizacéo
das moléculas e avaliou a atividade antimicrobiana (CMI e CMB) dos derivados
contra as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Bacillus
subtilis, e Gram-negativas Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. A quitosana e a quitosana guanidilada obtiveram melhores resultados
antimicrobianos com a diminuicdo do pH, mas mesmo assim, a quitosana
guanidilada inibiu o crescimento de S. aureus e B. subtilis em (pH 6,6). Em soluc&o
de acido cloridrico (pH 5,4) a quitosana e a quitosana guanidilada apresentaram
atividade antimicrobiana contra todas as cepas testadas, mas quando comparados,
os derivados guanidinilados apresentaram valores de CMI quatro vezes menor do

gue o valor da quitosana.
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Apesar da limitacdo apresentada pelos compostos, foi possivel observar um
resultado satisfatério de alguns dos compostos sintetizados contra as bactérias
testadas, haja vista que a Pa é um patdégeno oportunista que faz parte da lista de
“‘patogenos prioritarios” resistentes a antibidticos da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) e que é frequentemente isolado de pacientes imunocomprometidos
hospitalizados ha mais de 1 semana, sendo causas frequentes de infeccdes
nosocomiais (PANG et al., 2019; SAFEYAH; MAQBUL; SAFEYAH, 2018;
SUBHASWARAJ et al., 2018; OMS, 2017).

5.3. Quantificacao da biomassa total e do numero de células

associadas ao biofilme de P. aeruginosa

A Tabela 4 apresenta os resultados das leituras das densidades Opticas da
biomassa total, classificacdo conforme capacidade de formar biofilme e contagem

das bactérias associadas ao biofiime.

Tabela 4 - indice de formagc&o de biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa DOug2 nm Formacgao de Logo ufc.m Lt

(MED+DP) biofilme (MED+DP)
Pa03 0,278+0,075 Forte 6,47+0,09
Pa05 0,175+0,081 Moderada 6,76+0,55
Pa06 0,184+0,067 Forte 7,11+0,58
Pal0 0,079+0,049 Débil 6,73+0,30
Pall 0,278+0,092 Forte 6,36%0,34
Pal3 0,063+0,013 Débil 6,91+0,19
Pa20 0,178+0,046 Forte 6,36+0,57
Pa22 0,190+0,073 Forte 6,7940,62

(Continua)
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(Concluséao)

Tabela 4 - indice de formagc&o de biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa DOu92 nm Formacgéo de Logo ufc.m Lt
(MED+DP) biofilme (MED+DP)
Pa23 0,168+0,084 Moderada 6,46+0,92
Pa28 0,197+0,141 Forte 6,16+0,09
Pa29 0,148+0,052 Moderada 6,12+0,62
Pa ATCC 27853 0,079+0,027 Débil 5,94+0,56
Pa ATCC 9027 0,149+0,052 Moderada 5,22+0,67

PC 0,044+0,004 - -

Fonte: A autora.
Legenda:
Pa = Pseudomonas aeruginosa;
ATCC = American type culture collection;
DOg92nm = Densidade 6ptica a 492 nan6metros;
MED = Média
DP = desvio padréao;
PC = Poco controle n&o inoculado.

As bactérias Pa03, Pa06, Pall, Pa20, Pa22 e Pa28 foram classificadas
como formadoras fortes de biofilme; Pa05, Pa23, Pa29 e Pa ATCC 9027 formadoras
moderadas; e Pal0, Pal3 e Pa ATCC 27853 formadoras débeis. Em outro trabalho
do grupo, Caixeta et al. (2019) identificaram que a P. aeruginosa ATCC 9027
apresentou melhor desempenho na producéo de biofilme quando comparada a P.
aeruginosa ATCC 27853, corroborando nossos resultados.

Por outro lado, quanto ao numero de células viaveis associadas ao biofilme
observamos que a Pa ATCC 9027 foi a que obteve menor contagem com 5,22+0,67
Logsoufc.mL™ seguido da Pa ATCC 27853 com 5,94+0,56 Logio ufc.mL™. A cepa
que obteve maior nimero de células viaveis foi a Pa06 7,11+0,58 Logio ufc.mL™
seguida da Pa13 com 6,91+0,19 Log, ufc.mL™. As contagens de células viaveis das

demais pseudomonas variaram de 6,79 a 6,12 Log;oufc.mL™.

Resultados e discussao



65

O processo de formacao de biofilme € lento e dependendo das condicdes da
cultura, pode levar horas, dias ou meses para atingir o equilibrio. No entanto,
geralmente um biofilme maduro pode ser estabelecido de 24 a 48 horas e pode
conter até 10 células cm® e 20 a 30 camadas de bactérias (MENDONCA et al.,
2012). A quantidade de micro-organismos presentes em uma superficie € um
parametro determinante para comprovacdo da formacdo de biofilme maduro ou
apenas adesdo bacteriana (DALLA COSTA et al.,, 2017). Para Ronner e Wong
(1993) sdo necessarias 10° células aderentes cm? para que ocorra a formacéo de
biofilme. J& Wirtanen, Husmark e Mattila-Sandholm (1996) e Andrade, Bridgeman e
Zottola (1998) acreditam que sdo necesséarias aproximadamente 10° e 10’ células

aderentes cm?, respectivamente, para a formacao de biofilme.

O método cristal violeta consiste na utilizacdo de um corante protéico basico
gue cora moléculas de superficie carregadas negativamente e matriz extracelular de
polissacarideos. Diferentes espécies de células sdo coradas de forma diferente pelo
cristal violeta, isto é, células coradas com intensidade mais alta sdo estimadas com
maior formacdo de biofilme, ou seja, a matriz extracelular, células viaveis ou néo
viaveis podem ser tingidas pelo cristal violeta, demonstrando que este ensaio mede
a quantidade de biofilme, mas n&o o biofilme funcional (XU et al., 2016; NARISAWA
et al., 2005).

Apesar do método contagem de ufc apresentar algumas desvantagens como
a dificuldade de dissociacdo dos aglomerados de biofilme em suspensdes
unicelulares para contagem em placas e a lise de algumas células (ABBAS, SERRY
E EL-MARSY 2012), pode ser considerado como uma alternativa estratégica
complementar a determinacdo da biomassa total de biofilme pelo método cristal
violeta para enfrentamento de infec¢cdes nosocomiais, uma vez que este visa

guantificar as células viaveis do biofilme.

O perfil de resisténcia dos mesmos isolados clinicos avaliados em nosso
trabalho, foi verificado por Santos (2018) que encontrou que as P. aeruginosa foram
sensiveis a maioria dos antimicrobianos testados, exceto para gentamicina com
resisténcia dos isolados Pa5, Pa22 e Pa23, para aztreonam com resisténcia da

Pa23 e sensibilidade intermediaria da Pa20 e Pa22 e resisténcia da ceftazidima da
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Pa20. Nao observamos relacdo entre as categorias de formacédo do biofilme e o
perfil de resisténcia das P. aeruginosa.

O teste de correlacdo de Pearson demonstrou que nao foi encontrada
correlacdo entre os resultados obtidos pelas duas técnicas. (Figura 18).

Figura 18 - Grafico de disperséo entre contagem ufc Log10 e leituras de DO 492nm.
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Fonte: A autora

Abbas, Serry e El-Marsy (2012) compararam trés métodos de formacédo de
biofilme de 23 isolados clinicos de P. aeruginosa sendo eles: método cristal violeta,
método contagem e método tubo. Os autores observaram que houve forte
correlacdo entre os resultados do método tubo e do método espectrofotométrico, ao
contrario do método contagem viavel. A baixa correlagdo entre os resultados de

biomassa total de biofilme e da contagem de ufc.mL™ também foi encontrada.

De acordo com Luo et al. (2017) os biofilmes compreendem mais de 80% de
todas as infeccbes microbianas associadas a cateteres, implantes, infec¢cées no
trato urinario dentre outras, sendo a P. aeruginosa comumente associada a
infec¢des nosocomiais. A taxa de mortalidade de P. aeruginosa varia de 27% a 48%
principalmente em pacientes imunocomprometidos com fibrose cistica, feridas de
gueimaduras, implantes, e apesar dos avancos na terapia, a bacteremia por P.

aeruginosa permanece fatal em mais de 20% dos casos, sendo que 50% das
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mortes acontecem em poucos dias apos a infeccdo (PRAGASAM et al., 2018).
Diante disso, se faz necessario o controle de infec¢des por P. aeruginosa e impedir
a formacao de biofilme é uma estratégia interessante no controle das infeccbes

causadas por esses micro-organismos.

5.4. Efeito de concentragdées subinibitérias dos compostos na
contagem de células viaveis associadas ao biofilme de P.

aeruginosa

Os resultados da contagem de células viaveis na auséncia e na presenca da
guitosana e dos compostos quitosanico-guanilados estdo dispostos na tabela 5.

Tabela 5 - Namero de células vidveis associadas ao biofilme na presen¢a dos compostos estudados.

Logyo ufc.mL™ (MED+DP)

Pa NT Quitosana QG 3A QG3B QG3C QG3D QG3E

Pa3 6,47+0,09 6,60+0,19 6,07+0,33 6,76+x0,04 > 9,00* > 9,00* > 9,00*

Pal0 6,73+0,30 6,37+0,16  6,09+0,26 6,85+0,36 > 9,00* > 9,00* > 9,00*

Pall 6,36+0,34 6,05+0,11 6,40+0,52 5,84+0,45 > 9,00* > 9,00* > 9,00*

Pal3 6,91+0,19 6,16+0,32 5,86+0,33 6,40+0,39 >9,00r 6,83+0,64 > 9,00*

Pa23 6,46+0,92 6,41+0,44 6,02+0,19 6,88+0,39 > 9,00* > 9,00* > 9,00*

Pa28 6,16+0,09 5,65+0,15 5,88+0,41 6,22+0,08 > 9,00* > 9,00* > 9,00*

Pa29 6,12+0,62 5,75+0,35 5,91+0,44 6,02+0,40 > 9,00* > 9,00* > 9,00*

Pa ATCC 5,94+0,56 5,45+0,48 6,08+0,03 6,09+0,33 >9,00* 6,82+0,77 > 9,00*

27853

Pa ATCC 5,22+0,67 5,80+0,70 5,85+0,82 5,97+0,10 >9,00* 6,34+1,22 > 9,00*
9027

Fonte: A autora.
Legenda:
NT = Controle néo tratado;
Pa = Pseudomonas aeruginosa;
MED = Média;
DP = Desvio Padrao;
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Quito-Guani = composto quitosanico-guanilado;

Quito-Guani 3a = (Z)-N-((Ciclohexil amina)—(quitosana)-metileno)-benzamida;
Quito-Guani 3b = (2)-1,2-Diciclohexil-3-(quitosana)-guanidina;

Quito-Guani 3¢ = (Z)-N((benzilamina)-(4-metoxifenil))-(quitosana) 4-carboxamidina;
Quito-Guani 3d = (2)-Etil-(4-metoxifenilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;
Quito-Guani 3e = (2)-Etil-(ciclohexilamina)-(quitosana)-metileno-carbamato;

ATCC = American type culture collection.

* = Diferenca significativa (p>0,05)

A analise de variancia ndo demonstrou diferencas significativas nas
contagens de unidades formadoras de colonias das quito-guanis 3a e 3b quando
comparadas a quitosana e ao controle ndo tratado. Apesar disso, foi possivel
observar uma diminuicdo no numero de células viaveis nas bactérias Pal0, Pall,
Pal3, Pa23, Pa28, Pa29 e Pa ATCC27853 quando expostas a quitosana. O mesmo
ocorreu para Pa03, Pal0, Pal3, Pa23, Pa28 e Pa29 na presenca da quito-guani 3a,
para Pall, Pal3 e Pa29 com a quito-guani 3b e para Pal3 com a quito-guani 3d.

A formacdo de biofilme é uma estratégia de vital importancia para a
sustentabilidade microbiana (XU et al.,, 2016; MELLIANI, BENSOLTANE, 2015;
SHARMA et al., 2015; BRANDENBURG et al.,, 2013) uma vez que dentro do
biofilme, as bactérias podem exibir 1000 vezes mais resisténcia ao tratamento com
antibidticos do que em sua forma planctonica (BRANDENBURG et al., 2013) . A
atenuacao na formacéao de biofilme pode ser considerada como uma forma potencial
de tornar a populacédo microbiana mais suscetivel aos antibiéticos para que possam
ser removidas do local alvo sem causar grandes complicacbes para o paciente
(SHARMA et al., 2015).

O aumento do numero de células associadas aos biofilmes tratados com a
quitosana (Pa03 e Pa ATCC9027), quito-guani 3a (Pall, Pa ATCC27853 e Pa
ATCC9027), quito-guani 3b (Pa03, PalO, Pa23, Pa28, Pa ATCC27853 e Pa
ATCC9027) e as quito-guanis 3c, 3d (exceto a Pal3) e 3e pode estar relacionado
com a resisténcia adaptativa da P. aeruginosa, uma vez que esta bactéria é
altamente adaptavel e consegue alterar sua resposta de acordo com o ambiente em
gue esta inserida (AZAM; KHAN, 2019).

A resisténcia adaptativa € uma resisténcia induzivel que pode ocorrer em
resposta a presenca de agentes antimicrobianos ou outros estresses ambientais

(quimicos ou fisicos), como uma mudanca no meio, pH, temperatura, oxigénio e
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outras condi¢cbes de crescimento. Além dos antibibticos, varios fatores ambientais,
como choque térmico, estresse do DNA, poliaminas, deficiéncias de nutrientes,
biocidas, anaerobiose, niveis de cations, mudancas nas fontes de carbono e
comportamentos sociais, como formacao de biofilme e motilidade em enxame, pode
desencadear resisténcia adaptativa (AZAM; KHAN, 2019). Os mecanismos de
resisténcia adaptativa atuam impedindo o acesso de antibidticos aos alvos
intracelulares. Nas bactérias Gram-negativas a parede celular consiste em
membranas internas e externas, que ap0s mutacdo podem atuar como uma barreira
de permeabilidade aos antibidticos, levando a reducédo da penetracdo nas células
microbianas (ABOUELHASSAN et al., 2019).

Em sua composicdo o biofilme além de conter células bacterianas também
consiste em uma matriz de exopolissacarideos constituida por polimeros como 0s
polissacarideos e substancias protéicas que formam uma estrutura tridimensional
envolvendo as membranas da célula protegendo-as do dessecamento e outros
estresses ambientais, além de possuirem capsulas de natureza iGnica para ajudar
na fixacdo de minerais e nutrientes proximos a célula bacteriana (SHARMA et al.,
2015; BRANDENBURG et al., 2013; LI et al., 2019; OTOBONI, 2007).

As quitinases sao enzimas secretadas com diferentes especificidades para
despolimerizar a quitina e utilizar os produtos de degradacdo como fonte de
nutrientes. Diversos micro-organismos podem secretar quitinases, inclusive a P.
aeruginosa. Os microrganismos podem sintetizar quitinases como enzimas
extracelulares induziveis como endoquitinases e exoquitinases. Nas bactérias, as
guitinases também sdo produzidas como defesa contra fungos ou para colonizar
outros organismos contendo quitina, incluindo insetos e nematéides (SALEH et al.,
2020; KARTHIK, BINOD, PANDEY, 2017).

As possiveis justificativas para o aumento do namero de células viaveis
associadas ao biofilme de algumas P. aeruginosa por alguns compostos testados,
podem estar relacionadas ao fato dos compostos serem polissacarideos produzidos
a partir da desacetilagdo da quitina e/ou que nas concentragOes testadas, essas

moléculas possam ter sido usados como substrato para as bactérias.
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6. CONCLUSOES

A quitosana e o0s derivados quitosanico-guanilados nao apresentaram
toxicidade consideravel contra A. salina. A quitosana-guanilada 3d foi
considerada o derivado com maior toxicidade pois apresentou a menor CLsg
(1,05mg.mL™), por outro lado, a quitosana-guanilada 3a apresentou a maior
CLso (1,47mg.mL™).

Os compostos quitosanico-guanilados néo apresentaram melhora
significativa nas suas caracteristicas de solubilidade em pH fisiologico em

relacdo a quitosana.

A quitosana apresentou CMI entre 1,25 e 2,5 mg.mL™. As quitosanas-
guaniladas mais ativas contra P. aeruginosa foram os compostos 3b e 3c
com CMI de 0,625mg.mL™. Os derivados menos ativos foram as quitosanas-

guaniladas 3a e 3d com CMI >2,5 mg.mL™.

A quitosana ndo demonstrou atividade bactericida contra os isolados de P.
aeruginosa nas concentracbes testadas, sendo a CMB > 2,5mg.mL™. O
composto mais ativo foi a quitosana-guanilada 3b, com CMB de 0,625mg.mL"
! contra a P. aeruginosa ATCC 27853 e variando entre 1,25mg.mL™ e >
2,5mg.mL™ para os demais isolados. As quitosanas-guaniladas 3a e 3d n&o
mostraram atividade antimicrobiana contra a Pseudomonas aeruginosa nas

concentracoOes testadas.

Todas as 13 P. aeruginosa foram capazes de formar biofilme nas condicdes
testadas, sendo 6 classificadas como formadoras fortes, 4 como formadoras

moderadas e 3 como formadoras débeis.

As bactérias Pa3 e Pall foram as maiores formadoras de biofilme com
resultados de 0,278+0,075 e 0,278+0,092, respectivamente. As bactérias
Pal3 e Pa ATCC27853 foram as menores formadoras com resultados de
0,063+0,013 e 0,079+0,027, respectivamente.
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As bactérias Pa06 e Pal3 foram as que apresentaram 0s maiores numeros
de células viaveis associadas ao biofiime com contagens de 7,11+0,58 e
6,91+0,19 Log;o ufc.mL™, respectivamente. As bactérias Pa ATCC9027 e Pa
ATCC27853 foram as que obtiveram as menores contagens com 5,22+0,67 e

5,94+0,56 Logio ufc.mL™, respectivamente .

N&o foi encontrada correlacdo entre os resultados obtidos na formacdo de
biofilme pelo método cristal violeta que determina a biomassa e a contagem

do numero células viaveis associadas ao biofilme de P. aeruginosa.

A quitosana ndo diminuiu de forma significativa o nimero de células viaveis
associadas ao biofilme para PalO, Pall, Pal3, Pa23, Pa28, Pa29 e Pa
ATCC27853. Nas bactérias Pa03 e Pa ATCC9027 a quitosana propiciou

aumento na contagem de células viaveis.

O efeito dos derivados da quitosana no numero de bactérias associadas ao
biofilme foi variavel. A quitosana-guanilada 3a diminuiu o numero de células
viaveis nos biofilmes da Pa03, Pal0, Pal3, Pa23, Pa28 e Pa29. A quitosana-
guanilada 3b inibiu o nimero de bactérias nos biofiimes da Pall, Pal3 e
Pa29. A quitosana-guanilada 3d diminui o nimero de células viaveis para
Pal3, mas para as demais bactérias houve aumento significativo. As
guitosanas-guaniladas 3c e 3e propiciaram um aumento significativo no
namero de bactérias associadas ao biofiime de todas as P. aeruginosa
testadas.

N&o foi observada relagcdo entre as categorias de formacgéo do biofilme e o
perfil de resisténcia das P. aeruginosa.

Os resultados encontrados demonstraram que em concentragoes
subinibitérias as quitosanas-guaniladas apresentaram baixa atividade contra

a formacdo de biofilme de isolados clinicos de P. aeruginosa.
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