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Resumo

Os biofilmes sdo comunidades complexas de microrganismos que residem dentro de uma
matriz de substancias poliméricas extracelulares, produzida pelos proprios, e aderem a
superficies bidticas ou abidticas. Os biofilmes sdo altamente tolerantes a agentes
antimicrobianos e sdo uma das principais causas de infecOes persistentes e recorrentes por
agentes patogénicos clinicamente importantes, por exemplo, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Recentemente, a nanotecnologia surgiu como um meétodo promissor para erradicar infecGes
bacterianas associadas a biofilmes. Existem diferentes tipos de nanoparticulas e nesta revisao
sdo abordadas as nanoparticulas poliméricas que tém sido amplamente estudadas como
sistemas de entrega de agentes antimicrobianos e mostraram vérias vantagens, incluindo
elevada biocompatibilidade, libertacdo sustentada, targeting, elevada concentracdo de
farmaco no local da infecdo, veiculacdo de farmacos tanto lipofilicos como hidrofilicos e
melhoria da biodisponibilidade do farmaco.

A presente monografia tem como objetivo efetuar uma reviséo da literatura sobre a utilizagao
de nanoparticulas poliméricas como sistemas de veiculacdo de farmacos para o tratamento de
biofilmes. Primeiramente, é apresentada a definicdo de biofilme, a sua composicdo e o
processo de formacdo de biofilmes bacterianos. De seguida, sdo referidos exemplos de
infecBes humanas associadas a biofilmes nomeadamente periodontite, fibrose quistica e
infecBes por biofilme associadas a cateteres urinarios. E discutido o interesse terapéutico da
nanotecnologia nesta area e sdo abordados diferentes tipos de nanoparticulas poliméricas,
métodos de preparacdo e tipos de polimeros utilizados. Posteriormente sdo discutidos varios
estudos in vitro e in vivo que revelam o interesse deste tipo de nanoparticulas, incluindo
parametros importantes para o tratamento de biofilmes, como a eficiéncia de encapsulacao,
capacidade de carga, controlo da libertacdo de farmacos, influéncia do tamanho das particulas
e a sua mobilidade em biofilmes. Por fim sdo descritos alguns exemplos de nanoparticulas

poliméricas contendo antibidtico para tratamento de biofilmes associados a Fibrose Quistica.

Palavras-chave: Biofilmes; InfecBes associadas aos biofilmes; Nanoparticulas poliméricas;

Antibidticos.



Abstract

Biofilms are complex communities of microorganisms that reside within a matrix of
extracellular polymeric substances, produced by themselves, and adhere to biotic or abiotic
surfaces. Biofilms are highly tolerant to antimicrobial agents and a major cause of persistent
and recurrent infections by clinically important pathogens, for example, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, and Staphylococcus aureus.

Recently, nanotechnology has emerged as a promising method to eradicate bacterial
infections associated with biofilms. There are different types of nanoparticles and this review
addresses polymeric nanoparticles that have been widely studied as delivery systems for
antimicrobial agents and have shown several advantages, including high biocompatibility,
sustained release, targeting, high drug concentration at the site of infection, delivery of both

lipophilic and hydrophilic drugs and improved drug bioavailability.

The present work aims to review the literature on the use of polymeric nanoparticles as drug
delivery systems for the treatment of biofilms. First, it is presented the definition of biofilm,
its composition and the process of bacterial biofilm formation. Next, it is mentioned examples
of human infections associated with biofilms, namely periodontitis, cystic fibrosis and biofilm
infections associated with urinary catheters. The therapeutic interest of nanotechnology in this
area is discussed and different types of polymeric nanoparticles, preparation methods and
types of polymers used adressed. Subsequently, several in vitro and in vivo studies are
discussed, studies that reveal the interest of this type of nanoparticles, including important
parameters for the treatment of biofilms, such as encapsulation efficiency, drug loading, drug
release control, influence of particle size and their mobility in biofilms. Finally, some
examples of polymeric nanoparticles containing antibiotics for the treatment of biofilms

associated with Cystic Fibrosis are described.

Keywords: Biofilms; Biofilm-associated infections; Polymeric Nanoparticles; Antibiotics.



Agradecimentos

A minha orientadora Professora Doutora Ana Bettencourt por toda a disponibilidade,

reunides, esclarecimento de duvidas e orientagdes.
Obrigada aos meus amigos por todo o0 apoio e carinho ao longo destes anos.

Ao lgor pelo apoio incondicional durante estes 5 anos e a Susana e ao Telmo por estarem

sempre presentes e prontos para me ajudar.

Por fim, 0 meu maior agradecimento vai para a minha familia por serem incriveis e estarem

sempre aqui para mim, especialmente a minha mée, pai e mano, sem vocés ndo seria possivel.



Abreviaturas
AB- Antibiotico

AmB- Anfotericina B

AHL- Lactonas N-acil-homoserinas

BAT- Biofilm antibiotic tolerance

CFU- Unidades de formadoras de colonias
CIP- Ciprofloxacina

DL- Drug Loading

DNA- Acido desoxirribonucleico

DNase I- Desoxirribonuclease |

DS- Sulfato de Dextrano

eDNA- DNA extracelular

EE- Eficiéncia de encapsulacéo

ESE- Evaporacdo do solvente da emulsdo
EPS- Substancias poliméricas extracelulares
FQ- Fibrose Quistica

GD- Grau de desacetilacdo

HGT- Transferéncia horizontal de genes
IMP- Imipenem

LEV- Levofloxacina

LNC- Nanocéapsulas de nucleo lipidido
MBC- Concentragdo minima bactericida
MBEC- Concentracdo minima de erradicagdo do biofilme
MBIC- Concentragdo minima inibitdria de biofilme
MIC- Concentracdo minima inibitéria

NIH- National Institute of Health



NPC- Nanoprecipitacéo

NPs - Nanoparticulas

NPPs- Nanoparticulas Poliméricas
Oxa- Oxacilina

PDI- indice de polidispersdo
PCL- Poli(e-caprolactona)

PEG- Polietilenoglicol

PLA- Acido Polilatico

PLGA- Poli(acido lactico-co-acido glicolico)
PVA- Acetato de Polivinilo

PZ- Potencial Zeta

QS- Quitosano

Th- Tobramicina

TPP- Trifosfato de sddio

UTI- InfecBes do trato urinario

VCM- Vancomicina



Indice

SR 101 0o [ To Lo TSSO 12
2. MEIOAOIOGIA ... s 14
3 BIOTHIMES ..ot re e 15
3.1 DefiNiCA0 € COMPOSIGAD ....vveuveieieiieeie ettt sra e saeeneenes 15
3.2  Formacdo de biofilmes bacterianos...........ccccveveiieiiecie e 16

4. Exemplos de infe¢Bes humanas associadas a biofilmes e espécies microbianas relevantes
18

o A T4 [T (o] o () RSO STTUTTPPPRURURPRPRPPIN 19
4.2 FIDrOSE QUISTICA......veiivii ittt be e s be et esare e saeeearas 19
4.3 InfecBes causadas por biofilmes associadas a cateteres UriNArios............ccocvevvevennn. 21
5. Problema das infecdes associadas a biofilmes — mecanismos de resisténcia................... 22
5.1 MAIMZ EPS .ottt 23
5.2 QUOIUM SENSING....viiuieiteeteiieiteeteeteesteesteseesteessesseesseetessaesaeeseesseesseasseaseesseeseesseenseans 23
5.3 CEAIUIAS PEISISTENTES ......cuecveeiieieiecie ettt es 24
5.4 Transferéncia horizontal de genes (HGT) ....cooeiiiniiiiiiieieeese e 24
5.5  Papel 0 BDNA ... .ot e e 25
56  BOmDas de EFIUXO ......coooiiiiiiiiieie s 25
5.7  Papel das enzimas da matriz modificadoras de antibiGticos ..............ccccvevvevvevenennn, 25

6. Nanoparticulas poliméricas como sistemas de veiculacdo de antibi6ticos ...................... 26
6.1 N a0 1ol g 0] [0 [ - SR SSPS 26
6.2 NANOPAITICUIAS......cveeiiciiccie e sae e enes 27
6.2.1 Propriedades das NPS ... 27

6.3 Nanoparticulas POIIMEIICAS .......cooiririreieieere e 28
6.4  Métodos de preparaGao de NPPS..........ccooiiiiiieiieeee e 29
6.4.1 NanoprecipitaCao (NPC) ......ccoiieiiiie et 30
6.4.2 EVvaporagao d0 SOIVENTE.........c.oiiiiiiieiiee e 31
6.4.3 Emulsificagdo - DIifusao SOIVENTE.........ccooiiiiiiiieeee e 31

6.5  Diferentes tipos de polimeros usados na preparagao de NPPS...........cccovviievieieenn. 32
6.5.1  POIIMEroS NAIUFAIS ......cvveieieieiiieiie ettt 33
6.5.2  POIIMEr0S SINTELICOS ... ...iieieiiiieiieeesee e 34

7. Atividade antibiofilme de nanoparticulas poliméricas: estudos in vitro e in vivo ........... 36
7.1 Influéncia do tamanho das NPS.........ccceiiiieiiee e 36



8.
9.

7.2 POLENCIAL ZBTA ... e e 37
7.3 Drug loading e eficiéncia de encapSUlaga0 ..........cccorereriririeiieiese e 37
7.4  Perfil de libertacdo das NPs e atividade antimicrobiana...........ccccceeevvverveiieseennnnn, 38
7.5 NPPs contendo antibiético para Tratamento de biofilmes associados a Fibrose
(@ 11 1] - ST 42

Conclusao e Perspetivas FULUIAS ...........cooiiiiiiieieeie e 47

RETEIBNCIAS ...ttt bbbttt b e bbb et ne e 48

10



Indice de Figuras

Figura 1 . Composicao da matriz EPS e func¢Ges dos constituintes maioritarios ..................... 15
Figura 2. Principais parametros que influenciam a estrutura do biofilme ............cccccooeinnne, 16
Figura 3. Formagao de biofilme Dacteriano ...........ccoceoeiiiiiiiiiicece e 17
Figura 4. Nanoesferas € NanOCAPSUIAS...........ccueiveieiieiieie et 29
Figura 5. Métodos de preparaGao de NPPS ..o 30
Figura 6. llustracéo sistematica do método NanoprecCipitaGio...........ccccurereierenereinc e 31

Indice de Tabelas

Tabela 1. Infe¢es associadas a biofilmes humanos e principais espécies patogénicas causais

Tabela 2. Exemplos de infe¢Ges por biofilmes associadas a dispositivos médicos e espécies

MICIODIANAS FEIEVANTES .....c.vieiiiiiieie et 22
Tabela 3. Classificacdo de polimeros baseada na sua Origem.........c.ccoceevvveeeeeeernenn, 32
Tabela 4. Exemplos de NPPs contendo antibidtico para tratamento de biofilmes.......40

Tabela 5. Exemplos de Nanoparticulas poliméricas contendo antibidtico para Tratamento de

biofilmes associados a Fibrose QUISHICA..........ccceveiiieieeieierere e, 43

11


file:///C:/Users/kika_/Downloads/MICF_Catarina_Sofia_Marques.pdf.docx%23_Toc114179421

1. Introducéao

As infecBes microbianas associadas a biofilmes microbianos (bacterianos, fungicos e
mistos) sdo motivo de grande preocupacdo em varios setores, nomeadamente da saude,
alimentacéo e agricultura (1).

De acordo com o NIH (National Institute of Health), os biofilmes microbianos estdo
envolvidos na etiologia de 60-80% das infecbes humanas (2,3). Estas infecGes sdo
caracterizadas por inicio lento, sintomas de meédia intensidade, evolugdo crénica e elevada
resisténcia ao tratamento com antibidticos e ao sistema imunitario do hospedeiro, sendo
importantes reservatorios para infecdes crénicas e de dificil tratamento (2).

Os biofilmes apresentam maior resisténcia a osmose de agentes antimicrobianos do
que os microrganismos na sua forma livre e, portanto, sdo mais prejudiciais porque podem
causar graves problemas de saiude (como por exemplo endocardite, periodontite e fibrose
quistica) (4,5).

A comunicacdo intra e intercelular regulada pelo sistema Quorum-sensing (ver ponto
5.2) é necessaria tanto para o desenvolvimento do biofilme quanto para a expressdo de
diferentes caracteristicas de viruléncia. Devido a sua fisiologia modificada, as células do
biofilme podem tornar-se até 1000 vezes mais resistentes a antibidticos e outros
antimicrobianos, sendo muito dificil de erradicar com a terapia antimicrobiana convencional
(2,6).

Os antibidticos bloqueiam processos celulares essenciais para a proliferacdo bacteriana
e sdo classificados de acordo com seu principal mecanismo de acdo. Alguns exemplos sdo 0s
B-lactdmicos que interferem com a sintese da parede celular; macrolidos, aminoglicosideos e
tetraciclinas inibem a sintese de proteinas; fluorogquinolonas interferem com a sintese de
acidos nucleicos; sulfonamidas inibem as vias metabdlicas e polimixinas que provocam rutura
da estrutura da membrana bacteriana (7).

Atualmente sdo utilizadas quatro classes principais de antimicOticos para tratar
infecBes fungicas. Os polienos, como a anfotericina B (AmB), sdo o grupo mais antigo de
farmacos antifungicos. A AmB caracteriza-se por uma ac¢ao fungicida, liga-se aos esterdis da
membrana para formar poros transmembranas, alterando assim a permeabilidade da
membrana e causando fugas de componentes essenciais para fora da célula, e ainda induz
danos oxidativos. A segunda classe antifungica sdo os azbis que inibem uma enzima
importante para a biossintese do ergosterol, a enzima lanosterol 14-alfa-desmetilase. Outra

classe sdo as equinocandinas (por exemplo, caspofungina) inibem f-1,3-D-glucano sintase,
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uma enzima crucial na sintese de B-1,3-glucano que € um dos principais constituintes da
parede das células fungicas. Por ultimo, as alilaminas (por exemplo, terbinafina) interferem
com a biossintese do ergosterol ao inibir a enzima esqualeno epoxidase (8).

A administracdo de antibioticos na sua forma livre resulta num efeito rapido com
necessidade de administracdo de varias doses por dia tém vindo a ser exploradas outras
estratégias, designadamente, com recurso a ferramentas de nanotecnologia. Atualmente,
nanoparticulas (NPs) com distintas composic¢es tem vindo a ser exploradas devido ao seu

potencial para erradicar infecdes associadas aos biofilmes (9).

O objetivo é que as NPs possam ser adaptadas para controlar a taxa e a duracéo da
entrega do farmaco. O conceito de libertacdo sustentada das particulas € um aspeto crucial na
entrega de antibioticos, uma vez que manter uma concentracdo adequada de farmacos por
mais tempo reduz a frequéncia de dosagem. Uma terapia antimicrobiana bem sucedida contra
infeces por biofilmes requer uma combinacdo de uma libertacdo rdpida e sustentada de
antibioticos (libertacdo bifasica) das particulas. A libertacdo de farmacos numa fase inicial do
tratamento garante uma elevada concentracdo antimicrobiana para a erradicacao do biofilme
e, consequentemente, um menor risco de desenvolvimento de resisténcia, seguido de uma
libertacdo sustentada capaz de minimizar qualquer crescimento adicional do biofilme. Para
isso, é vantajoso utilizar NPs, uma vez que podem atuar como depdsito para uma parte da
dose de antibiotico, proporcionando uma libertacdo sustentada acima da concentracdo minima
inibitdria (MIC) (7,10).

Embora muitos trabalhos de pesquisa proponham diferentes estratégias para controlar

o desenvolvimento de biofilmes, ainda muito poucos se encontram em ensaios clinicos (2).
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2. Metodologia

Este trabalho consiste numa revisdo da literatura sobre a utilizacdo de nanoparticulas
poliméricas como sistemas de veiculagdo de fA&rmacos para o tratamento de biofilmes.

Os critérios de selecdo dos artigos cientificos basearam-se na relevancia do seu contetdo e
data de publicacdo dos mesmaos.

A pesquisa foi realizada desde Janeiro a Agosto de 2022 através de quatro bases de
dados principais - PubMed, Science Direct e Google Académico, utilizando palavras-chave
como “nanoparticles”, “biofilms”, “polymeric nanoparticles”, “antibiotics” ¢ dependendo de
cada capitulo alguns desses termos foram combinados com palavras mais especificas de cada
um, por exemplo, “biofilm formation”, “Biofilm-associated infections”; “Natural polymers”,
“Synthetic polymers”, “ Nanosphere and nanocapsule” e “methods for the production of
polymeric nanoparticles”.

Apbs a recolha e andlise de toda a informacdo, esquematizaram-se 0s pontos mais

pertinentes, utilizando-os na elaboracdo dos capitulos e subcapitulos.
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3. Biofilmes

3.1 Definicdo e composicao

A definicdo de biofilme tem evoluido de acordo com os desenvolvimentos das
técnicas de visualizagdo microscopica, permitindo assim a Vvarios investigadores observar
agregados de microrganismos e propor diferentes definicoes.

Os biofilmes sdo comunidades complexas e dindmicas compostas por microrganismos
como por exemplo fungos, virus, protozoarios e bactérias da mesma espécie ou de espécies
diferentes, que estdo fixas a superficies bidticas ou abidticas e incorporadas numa matriz
constituida por substancias poliméricas extracelulares (EPS) produzidas pelas proprias, e que
exibem um fenotipo alterado no que diz respeito a taxa de crescimento e transcri¢do de genes
(1-3,7,9,11-13).

Normalmente, 5 a 35% do volume do biofilme € constituido pelos microrganismos e o
restante volume pela matriz EPS (4).

A matriz EPS de origem microbiana é responsavel pela morfologia, estrutura, coesao e
integridade funcional do biofilme e contém diferentes componentes (Figura 1), sendo o
principal a &gua (97%), proteinas (>2%), polissacarideos (1 a 2%), moléculas de DNA e RNA
(< 1-2%) e ibes (4,14).

Polissacarideos Coesdo da estrutura
Fonte de nutrientes
Retencdo de agua
Barreira Protetora
Absorcdo e adsor¢do de compostos organicos e
inorganicos

Enzimas Atividade enzimatica
Fonte de nutrientes

Proteinas estruturais Coesdo da estrutura

Fonte de nutrientes

Barreira Protetora

Absorgdo e adsorgdo de compostos organicos €
inorganicos

Dador/aceitador de eletrdes

eDNA Coesdo da estrutura
& Proteinas Lipidos OO  potissacarideos Fonte de nutrientes
strutncas Troca de informagdo genética

‘ Enzimas

<DNA Lipidos e biosurfactantes Fonte de nutrientes

Py,

Figura 1. Composicdo da matriz EPS e fung¢des dos constituintes maioritarios.
Adaptado de referéncia (15)
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A estrutura de um biofilme € influenciada por varios pardmetros que estdo associados
a trés componentes, o microrganismo, o tipo de superficie e 0 microambiente em que 0s

microrganismos se encontram (Figura 2) (16).

* pH * Espécie e estirpe « Carga
» Tempo de exposi¢édo « Composicdo da « Rugosidade
« Filme condicionante superficie « Hidrofobicidade
- Disponibilidade « Hidrofobicidade e « Energia livre de
condicional carga superficie
« Hidrodinamica * Energia livre de « Quimica e grupos
« Inéculo bacteriano superficie funcionais
* Adesinas (pili e
fimbrias)
- Sistema Quorum
sensing

Figura 2. Principais parametros que influenciam a estrutura do biofilme. Adaptado de
referéncia (16)

3.2 Formacao de biofilmes bacterianos

As espécies bacterianas sao as maiores produtoras de biofilme. A maioria das espécies
demonstra elevada taxa de crescimento, grande adaptabilidade e competéncia para a producao
de substancias e estruturas extracelulares, que protegem os microrganismos (17).

Apdbs a invasdo de um novo hospedeiro, as bactérias apresentam dois estados de
sobrevivéncia, a forma planctonica (células individuais/livres) e os agregados populacionais
que sdo as bactérias em estado séssil (biofilmes) (17).

A formacdo de biofilmes bacterianos € um processo complexo, composto por 5
principais etapas sequenciais (Figura 3) (3,15,17-20).

Os microrganismos na forma plancténica sdo condicionados por interacdes fisico-
quimicas ndo especificas, migram e fixam-se a uma superficie (9,21). A deposicdo de
bactérias é principalmente mediada pela sedimentacdo, movimento browniano e forcas
hidrodindmicas, enquanto a adesdo ao substrato é mediada por forcas de Van der Waals,
acido-base, hidrofobicas e eletrostaticas (22). As fimbrias ou pili e flagelos d&o forca a
interacdo entre as bactérias e a superficie de fixacdo. A hidrofobicidade da superficie também
pode ser responsavel pelo fortalecimento da fixacdo dos micrdbios, pois reduz a forca de

repulsdo entre as bactérias e a superficie (9,23).
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A adesdo pode ser reversivel (priméaria) ou irreversivel (secundéria) (23). Na forma
reversivel o agente patogénico pode reverter a forma plancténica. No estado irreversivel, os
microrganismos que estavam fracamente ligados multiplicam-se, diferenciam a sua expressao
genética e aderem firmemente a superficie através de interagdes moleculares mais especificas
entre estruturas bacterianas (flagelos e fimbrias 1V) e moléculas do hospedeiro que funcionam
como recetores. As células aderentes produzem as substancias poliméricas extracelulares
(EPS), o que resulta em agregacao celular e formacao da matriz, e € assim iniciada a formacao
do biofilme (14,23).

O biofilme comeca a amadurecer desenvolvendo microcolonias e canais de &gua,
enquanto se torna significativamente maior. O fluxo de nutrientes essenciais dentro de um
biofilme é atribuido ao seu contetdo de agua, pois a troca de nutrientes e metabolitos é
facilitada por esses canais que fornecem meios efetivos e permitem que as comunidades do
biofilme desenvolvam uma complexidade e espessura consideravel, mantendo as células
individuais num estado nutricional 6timo em diversas zonas dentro do biofilme. Além disso,
nesta etapa, outros microrganismos também podem ligar-se para formar um biofilme
multiespécies (4,12,24,25).

O biofilme totalmente maduro atinge a sua densidade celular méxima e é considerado
uma comunidade tridimensional (15).

Por fim, o biofilme maduro liberta microcolo6nias de células da comunidade principal,

esta etapa constitui um fator importante na disseminacdo de uma infecéo (12,23).

—— L T eDNA SO
Bactéria plantonica

/ Lipidé s

,‘ \ Polissacarideo oad

AHL

N

gl

Proteina

-
-
L=
Célulaplanténica (D
Célulado Biofilme (D
Célula persistente (D
Célula morta -

Canal de dgua

Adesao Adesao Formagéo de
reversivel irreversivel microcolénias

Maturagao Dispersao

Figura 3. Formacéo de biofilme bacteriano. Adaptado de referéncia (3)
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4.Exemplos de infecbes humanas associadas a

biofilmes e espécies microbianas relevantes

Dentro do biofilme, os microrganismos adaptam-se a anoxia ambiental e a limitacdo
de nutrientes, exibindo um metabolismo, expressdo génica e producao de proteinas alterados,
0 que pode levar a uma menor taxa metabodlica e reducdo da taxa de divisdo celular. Além
disso, essas adaptacbes tornam o0s microrganismos mais resistentes a terapéutica
antimicrobiana, inativando os alvos antimicrobianos ou reduzindo os requisitos para a funcao
celular com a qual os antimicrobianos interferem. Durante uma infecdo por biofilme, pode
ocorrer ativacdo simultanea das respostas imunes inatas e adquiridas do hospedeiro, no
entanto, nenhum é capaz de eliminar o biofilme, e em vez disso, aceleram o dano tecidual
colateral. Consequentemente, as doencas associadas aos biofilmes sdo tipicamente infecdes
persistentes que se desenvolvem lentamente, raramente sdo resolvidas pelo sistema imunitario
e respondem de forma inconsistente aos tratamentos antimicrobianos (26).

Aproximadamente 80% das infecdes microbianas crénicas e recorrentes no corpo
humano sao devidas a biofilmes bacterianos (27).

As comunidades sésseis de bactérias aderem a uma grande variedade de superficies
bioldgicas, como ouvidos, cavidade oral, sistema urinério, feridas e queimaduras, tratos
gastrointestinal e respiratorio. Algumas das infecdes relacionadas com o tecido causadas por
biofilmes microbianos incluem periodontite, osteomielite, infecdo pulmonar na fibrose
quistica, endocardite, amigdalite cronica, laringite cronica, feridas cronicas e infecGes biliares
e urinarias. Sdo exemplos dispositivos cujas superficies abidticas estdo associadas a infecdes
(tabela 2), os cateteres venosos, arteriais e urinarios, dispositivos intrauterinos, implantes
ortopédicos e da mama, pacemakers, valvulas cardiacas mecanicas, lentes de contato e
diferentes tipos de préteses como as ortopédicas e as das cordas vocais, etc (4,14,23).

As infecBes por biofilmes, apesar de existirem por diferentes etiologias, exibem

caracteristicas proprias e comuns entre si, tais como (16):

= Desenvolvimento preferencial em superficies abioticas ou tecidos mortos;

= Taxa de crescimento lenta;

* Producdo e libertagdo de antigénios, formacgdo especifica de complexos imunes que
levam a leséo de tecidos adjacentes;

= Agravamento da condicdo infeciosa em individuos imunocomprometidos;
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= Elevada resisténcia a antibioticos, podendo ser necessario recorrer a métodos
mecanicos para remocdo do biofilme;
= Desprendimento e migracdo de células bacterianas do biofilme que véo originar novas

infecdes agudas noutro local.

4.1 Periodontite

Em 1683, Antonie van Leeuwenhoek através de anélises feitas a sua placa dentéria
observou e descreveu biofilmes pela primeira vez, usando o seu microscépio primitivo (26).

A periodontite € uma doenca inflamatoria que envolve a totalidade dos tecidos de
suporte dos dentes, o chamado periodonto, que consiste no 0sso alveolar, gengiva e ligamento
periodontal. Esta é causada, na maioria das vezes por uma inadequada higiene oral e €é
caracterizada por existir uma diminuigdo das gengivas, formacao de bolsas e diminuicdo do
0ss0. Muitas das vezes, a gengivite surge antes da periodontite, podendo ndo ocorrer em todos
0s pacientes e depende de trés principais agentes: sensibilidade do hospedeiro, bactérias
patogénicas e bactérias preventivas (14,28,29).

Os microrganismos patogénicos mais importantes associados a periodontite estdo
descritos na tabela 1.

A colonizacdo microbiana da superficie dos dentes permite que 0s microrganismos
invadam as células da mucosa e alterem o fluxo de calcio nas células epiteliais, bem como a
libertacdo de toxinas, conduzindo a carie dentaria e doenca periodontal. Uma placa
(designacdo comum para biofilmes dentarios) pode desenvolver-se dentro de duas e trés
semanas, podendo mineralizar com i6es calcio e fosfato, formando assim o chamado tartaro
ou calculo (4,29-31).

4.2 Fibrose Quistica

No inicio da década de 1970, Niels Hgiby observou, pela primeira vez, uma ligagdo

entre a etiologia de uma infecdo persistente e agregados de bactérias, em pacientes com
Fibrose Quistica (FQ) (26).

A FQ é uma doenca genetica que afeta principalmente o sistema respiratorio e
digestivo. E caracterizada pela disfuncdo das glandulas exdcrinas que produzem secrecoes
anomalas (producdo de muco viscoso) e infe¢bes cronicas. As glandulas normalmente
produzem secrecdes fluidas que fluem facilmente pelos canais das glandulas até ao exterior, 0
que ndo acontece na FQ onde as secregfes sdo mais espessas. Estas secre¢des vdo provocar

fenomenos de obstrucdo a varios niveis do organismo produzindo assim as diferentes
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manifestacbes da doenca. Este espessamento do muco é responsavel por aumentar a
incidéncia de infe¢cBes pulmonares bacterianas. A infecdo pulmonar é uma das principais
causas de morbilidade e mortalidade. As principais bactérias que colonizam as vias
respiratorias em jovens séo a Staphylococcus aureus e Haemophilus influenza, sendo que em
estadios mais avangados a Pseudomonas aeruginosa € a principal bactéria presente, embora
outras espécies bacterianas também tenham sido identificadas como formadoras de biofilmes
(14,26).

A infecdo por P. aeruginosa muitas vezes comec¢a com a colonizagédo de biofilmes nos
seios paranasais, que servem como reservatorio para infe¢fes pulmonares repetidas que se
tornam cronicas. Andlises microscopicas mostraram que a P. aeruginosa cresce em
microcolonias aderentes aos componentes da expetoracdo. Em resposta a presenca do
biofilme, um grande numero de leucdcitos polimorfonucleares infiltram-se nessa area,
produzindo uma inflamagdo cronica com subsequente dano tecidular, perda da funcéo
pulmonar e obstrugdo das vias aéreas. A atividade metabdlica de bactérias e células consome
0 oxigénio disponivel e produz condi¢des anaerobicas, o que parece favorecer o ainda mais o
desenvolvimento do biofilme de P. aeruginosa (14,26).

Tabela 1. Infecdes associadas a biofilmes humanos e principais espécies patogénicas
causais. Adaptado de referéncias (7,15)

Exemplos de infegdes humanas associadas a biofilmes e espécies microbianas relevantes

Aparelho auditivo | Otite média
@ Streptococcus pneumonia, Haemophilus influenzae, Morazella catarrhalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis, Pseudomonas aeruginosa

Cavidade oral | Céries dentarias, Gengivite, Periodontite

m Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Tannerella
‘\‘)/. forsythia, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Treponema denticola, Peptostreptococcus micros, Eubacterium

timidum, Eubacterium Brachy

):f Trato respiratorio | Fibrose Quistica, Pneumonia

¥ Ao Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia

Tabela 1. Cont.

20




Exemplos de infe¢cbes humanas associadas a biofilmes e espécies microbianas relevantes

Trato gastrointestinal | Gastroenterite

>
K

Escherichia coli, Helicobacter pylori, Fusobacterium nucleatum

g

Fre
-
)i !
)

e

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli, Klebsiella spp.

m Sistema urinario | Infe¢Bes do trato urinario

Pele | Queimaduras, Feridas

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp. , Streptococcus pyogenes

4.3 Infecoes causadas por biofilmes associadas a cateteres urinarios

Os cateteres urinarios sdo dispositivos médicos introduzidos através da uretra para a
bexiga e podem ser de latex ou silicone. Podem ser sistemas fechados ou abertos. Num
sistema aberto, a urina é drenada para um centro de recolha aberto, e, neste tipo de sistema as
hipoteses de contaminacdo sdo maiores, 0 que pode levar a infe¢des do trato urinario (UTI)
num curto espaco de dias. J& nos sistemas fechados, a urina acumula-se num saco préprio de
colheita de urina, pelo que este tipo de sistema proporciona menos hipdteses de UTIs (4).

Os microrganismos mais comuns de serem encontrados neste dispositivo médico sdo
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, P. aeruginosa, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae e outras bactérias gram-negativas. Estes microrganismos
entram nas vias urinarias por via extraluminal (pela migracdo de microrganismos ao longo da
face externa do cateter urinario), através do meato ao longo da uretra, ou por via intraluminal
(através da superficie interna do cateter vesical), quer pela utilizacdo de equipamento
contaminado ou pela perda da esterilizagdo nas zonas de conexdo. Posteriormente o
mecanismo inicia-se com a deposicdo de componentes da urina sobre o cateter, formando
assim um filme de proteinas. Este filme potencia a adesdo de microrganismos, formando, por
iss0, 0 biofilme (4,26).
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Tabela 2. Exemplos de infecBes por biofilmes associadas a dispositivos médicos e
espécies microbianas relevantes. Adaptado de referéncia (14,15).

Exemplos de infecGes por biofilmes associadas a dispositivos médicos e espécies

microbianas relevantes

w«& Lentes de contacto | Queratite

e Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida spp.,

L

Serratia spp. e Proteus spp.

[ Prétese ortopédica

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, S. hominis, S. haemolyticus, Pseudomonas aeruginosa,

Enterococcus faecalis

Protese de valvula cardiaca

Viridans, Streptococcus, Coagulase negative Staphylococci, Enterococci, Staphylococcus aureus

Prétese das cordas vocais
Candida albicans, Streptococcus mitis, Streptococcus Salivarious, Candida tropicalis, Streptococcus sobrinus,
Staphylococcus epidermidis, Stomatococcus mucilaginous

Cateter venoso Central

. Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
\ Candida albicans, Klebsiella pneumoniae
Cateter urinario
LA
! 9 Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis

5.Problema das infecbes associadas a biofilmes —

mecanismos de resisténcia

De forma geral, a administracdo de antimicrobianos na forma livre apresenta algumas
desvantagens tais como, a falta de seletividade para a localizagcdo dos biofilmes e risco de
desagregacéo ou depuracdo do composto antes de atingir o alvo. Além disso, devido a elevada
tolerancia dos biofilmes, especialmente aos antibidticos, é geralmente necessaria uma elevada
dose terapéutica que leva a um risco aumentado de toxicidade sistémica ao usar métodos
convencionais de administracdo de farmacos (via oral, inalatoria ou sistémica). Atraves das
vias de administracdo descritas sdo referidos muitos efeitos colaterais, como reacdes alérgicas,

hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, bem como danos a microbiota humana saudavel (2,7,17).
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5.1 Matriz EPS

A matriz EPS contribui principalmente para o aumento da tolerancia aos antibioticos e
da resisténcia dos biofilmes, em comparacdo com as células plancténicas. No entanto pouco
se sabe sobre a matriz dos biofilmes, porque diferentes bactérias parecem produzir diferentes
componentes da matriz (15).

Uma vez que a Matriz EPS do biofilme protege os microrganismos dos varios agentes
antimicrobianos, a sua desorganizacdo exporia tanto as células do biofilme libertadas quanto
as residuais a esses agentes. Existem certas enzimas, como polissacarideo-liases e DNases,
que sdo capazes de romper os exopolissacarideos, sendo que a DNase | e a Dispersina B sdo
as principais enzimas que funcionam como potenciais agentes antibiofilme. A DNase | é
capaz de digerir o DNA extracelular (eDNA) que esta presente na estrutura do biofilme,
enquanto a Dispersina B, uma hidrolase glicosidica, que quebra polimeros de B (1-6) N-
acetilglucosamina (uma substancia polissacaridea extracelular que facilita a agregacdo de
bactérias) e pode dispersar camadas de EPS presentes em dispositivos médicos. Por sua vez,
estas enzimas dispersoras de biofilme sdo mais eficientes quando administradas em
combinagdo com agentes antimicrobianos de forma a matar as bactérias incorporadas na
matriz (18,22).

5.2 Quorum sensing

Os biofilmes caracterizam-se por controlar a sua densidade populacional através de
um mecanismo de comunicacdo célula a célula conhecido como Quorum sensing, um
processo de regulacdo complexo que impede que a densidade celular do biofilme atinja um
nivel insustentavel (18).

O Quorum sensing depende de moléculas sinalizadoras, os autoindutores. As lactonas
N-acil-homoserinas (AHL) e diéster de borato-furanosil ou tetrahidroxi furano sdo exemplos
de autoindutores. Os autoindutores sdo constantemente produzidos pelas células bacterianas,
pelo que, a medida que a densidade celular aumenta, consequentemente, o nivel de
autoindutores também aumenta. Numa densidade celular especifica, é alcancada uma
concentracdo limite critica de autoindutores, que € conhecida como nivel de quorum. Durante
esse tempo, a ligacdo recetor-autoindutor leva a repressdo ou ativagao de varios genes-alvo.
Essa modulacdo do processo de Quorum sensing permite que as bactérias exibam uma
resposta unificada que beneficie toda a comunidade bacteriana, mantendo o tamanho ideal do

biofilme e coordenando os fenotipos de viruléncia. Essa resposta unificada permite que o
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biofilme se comporte como um organismo multicelular, 0 que permite que a comunidade
bacteriana se adapte as mudancgas nas condigdes ambientais (18,25).

O beneficio do Quorum sensing néo se limita ao controlo da densidade populacional,
também demonstrou ajudar na disseminacdo de mutacdes benéficas por toda a colonia do

biofilme, melhorar o0 acesso a nutrientes e contribuir para a tolerancia a antibioticos (18).

5.3 Células Persistentes

As células persistentes representam uma pequena subpopulacéo de células bacterianas
que existem num estado dormente e exibem extrema tolerancia antimicrobiana. Estas
formam-se em condicdes de stress ambiental dentro do biofilme e apresentam caracteristicas
especiais: sdo metabolicamente inertes, de crescimento e replicagéo lentos, regulam o sistema
de toxina-antitoxina, mostram inefetividade em relagdo aos antibidticos, regulam o
metabolismo dos fosfatos e melhoram o sistema anti-oxidativo e de reparacdo do DNA (23).

Vérios estudos ja demonstraram que ap0s o tratamento de um biofilme com
antibidticos, uma pequena populacdo de células persistentes permanecerd, independentemente
da concentracdo de antibidtico utilizada. Quando o tratamento termina e a concentracdo de
antibidtico diminui, essas células persistentes remanescentes atuam como um ponto de
nucleacdo para repovoar o biofilme, produzindo uma infecdo recorrente do biofilme. A
maioria dessas células residentes no biofilme repovoado ndo exibe tolerancia ou resisténcia
antimicrobiana adicional em comparacdo com as células originais que foram erradicadas,
apoiando fortemente que o estado persistente € uma variante fenotipica e ndo uma mutacao
(3,18,23).

A presenca de células persistentes dentro de biofilmes € talvez 0 mecanismo inato

mais plausivel de Biofilm antibiotic tolerance (BAT) descrito até agora (18).

5.4 Transferéncia horizontal de genes (HGT)

O biofilme atua como um reservatorio de genes de resisténcia antibiotica (ARGs, 0
resistome) que se considera ser responsavel por fornecer resisténcia antibidtica a agentes
patogénicos através da conjugacdo, transformacdo, e transducdo de HGT. A HGT adapta as
bactérias ao ambiente em mudanca e favorece a formacdo de biofilmes e a resisténcia aos
antibioticos. Fan et al. discutiram que a HGT mantém a estabilidade estrutural, integridade e

robustez das comunidades microbianas (3).
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5.5 Papel do eDNA

A colonizacdo de bactérias nas superficies liberta proteinas, exopolissacarideos e

eDNA que conferem estabilidade e integridade estruturais e promovem a distribuicdo
adequada de nutrientes ao biofilme. O eDNA é produzido por lise celular e secre¢des ativas.
Um dos mecanismos relatados é que o eDNA anexa e complexa aminoglicosideos e péptidos
antimicrobianos carregados positivamente. Jakubovics e Burgess mostraram a importancia do
papel do eDNA na promocdo da adesdo bacteriana, mantendo a integridade estrutural, a
evolucdo das bactérias através da recombinacdo genética e da HGT, protegendo contra 0s
antimicrobianos, e servindo como fonte de fosforo (3).

5.6 Bombas de Efluxo

As bombas efluxo sdo transportadores ativos proteicos incorporados nas membranas

citoplasmaticas.

As familias RND (resistance-nodulation-division), MATE (multidrug and toxic
compound extrusion), SMR (small multidrug resistance), a superfamilia MF (major
facilitator) e a familia de ligacdo ATP (ABC) sdo classes de bombas de efluxo de bactérias.
As bombas efluxo induzem resisténcia antibi6tica aos microrganismos expulsando toxinas
intracelulares e também antibidticos para o meio extracelular. Varios genes da bomba de
efluxo e a sua sobreexpressédo no biofilme foram relatados como gene bomba efluxo PA1874-
1877 em P. aeruginosa; as bombas efluxo RND exageradamente expressas como BCAL1672-
1676 (RND-3) fornecem resisténcia contra tobramicina e ciprofloxacina enquanto que
BCAMO0925-0927 (RND-8) e BCAM1945-1947 (RND-9) protegem os biofilmes da
tobramicina no complexo Burkholderia cepacia (3,25).

5.7 Papel das enzimas da matriz modificadoras de antibiéticos

Outro mecanismo importante para a resisténcia antibidtica € uma modificacdo
enzimatica de antibidticos para uma forma nédo toxica dentro da matriz EPS. Essas enzimas,
consideradas exotoxinas, aumentam a viruléncia e induzem resisténcia contra os antibidticos
(3).

As enzimas Liases, Transferases de grupo, hidrolases e enzimas redox sé@o as classes de
enzimas modificadoras de antibidticos. Estas, modificam e, por conseguinte, inativam 0s
antibioticos, quer através da quebra das ligagGes quimicas necessarias ao funcionamento das

enzimas, quer pela limitacéo da ligacdo dos antibidticos a locais especificos (3).
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Temos assim o exemplo da B-Lactamase, que é secretada por biofilmes de K. pneumoniae,
que destroi a ampicilina e inibe-a das células-alvo. No caso da fibrose quistica, nota-se que
uma sintese excessiva da AmpC cefalosporinase acaba por ter um papel importante no

fornecimento de resisténcia antibidtica a P. aeruginosa (3).

6. Nanoparticulas poliméricas como sistemas de

veiculagdo de antibioticos

6.1 Nanotecnologia

A area da nanotecnologia tem crescido ao longo das Gltimas duas décadas (32). O
termo nanotecnologia esta relacionado com o desenvolvimento e uso de sistemas e materiais
em nanoescala (1-1.000 nm) e com a aplicag@o dos conceitos de manipulacdo de materiais de
niveis atdbmico, molecular e macromolecular (17).

As vantagens da nanotecnologia devem-se principalmente as caracteristicas Unicas dos
materiais em nanoescala, que geralmente diferem das caracteristicas dos materiais de nivel
macro (17).

As nanoparticulas, surgiram como ferramentas promissoras com amplas aplicaces
nomeadamente na veiculacdo de farmacos, meios de diagnostico, cosméticos e varias outras
areas bioldgicas e ndo bioldgicas (32).

A mudanca nas propriedades dos materiais deve-se principalmente a relacdo
superficie/massa, que faz com que sejam altamente reativos, afetando as suas propriedades
mecanicas e elétricas. Devido a capacidade de controlar as propriedades mecanicas,
magnéticas, Oticas e cataliticas dos materiais, a nanotecnologia tem proporcionado inumeros
beneficios a todas as areas da ciéncia. Quanto as desvantagens, o problema mais referido na
area da nanotecnologia é o tamanho dos materiais, pois podem penetrar em qualquer sistema
vivo incluindo no nucleo celular. Além disso, ainda ndo foram feitas investigacdes suficientes
gue permitam verificar o tempo de permanéncia desses materiais no meio ambiente ou as
consequéncias a longo prazo, que podem acarretar a biopersisténcia desses materiais nos
sistemas ecoldgicos e vivos. Portanto, os efeitos de curto, meédio e longo prazo dos
nanomateriais ainda precisam de ser melhor estudados e compreendidos (17,32).

Devido aos mecanismos de resisténcia e formacdo dos biofilmes, a eficicia dos
antimicrobianos convencionais esta a diminuir gradualmente. Uma estratégia promissora para

reduzir a resisténcia bacteriana é a nanotecnologia, que faz uso de nanotransportadores para
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entrega de farmacos e biomoléculas para a prevencao e tratamento de biofilmes bacterianos.
A aplicabilidade desses sistemas no tratamento de biofilmes é variavel, no entanto, os
sistemas de libertacdo de farmacos baseados em nanotecnologia podem facilitar a interacédo
direta dos farmacos com a estrutura complexa dos biofilmes e exercer acdo durante o0s
diferentes estagios da formacdo do biofilme. Dentro das principais capacidades desses
sistemas, duas sdo predominantemente estudadas pelos investigadores, a interagdo direta com

células planctdnicas e a interacdo ou desnaturacdo da matriz EPS (17,33,34).

6.2 Nanoparticulas

A veiculacdo de antibidticos e de outras substancias ativas nos biofilmes pode ser
alcangada utilizando diferentes tipos de NPs, como por exemplo NPs inorganicas, NPs
lipidicas sélidas, lipossomas, microemulsdes, nanoemuls@es, ciclodextrinas e nanoparticulas
poliméricas (NPPs) (2).

6.2.1 Propriedades das NPs

O tamanho e a forma, as propriedades da superficie e a carga das NPs sdo importantes

a ter em conta no que diz respeito ao controlo da infecdo por biofilme (33).

A forma e o tamanho das NPs tém relacdo com a sua distribuicdo e toxicidade, sendo
que, o seu tamanho ideal é de aproximadamente de 100 nm. Foi relatado que nanoparticulas
de 100 nm exibiram uma absorcdo 2,5 vezes maior, em compara¢do com NPs de 1um de
didmetro e uma absorcdo 6 vezes maior do que particulas de 10 um. Os sistemas vascular e
linfatico sdo responsaveis pela filtragem e eliminacdo de substancias estranhas e produtos
quimicos. Foi demonstrado que particulas de 200 nm ou superiores tendem a ativar o sistema
linfatico e sdo removidas da circulacdo mais rapidamente (35).

A manipulacdo das caracteristicas da superficie também vai influenciar o
reconhecimento das NPs por parte das células.

A carga da superficie das NPs é importante para que a atividade antimicrobiana seja
direcionada para o local da infecdo pois as interacdes eletrostaticas influenciam a interagéo
entre a nanoparticula e a membrana celular da bactéria. Devido a composi¢do da membrana
celular das bactérias (carga negativa), o uso de nanoparticulas cationicas permitira que a sua
atividade seja otimizada, por exemplo utilizando polimeros como o PLGA ou o Quitosano.

A incorporacédo de ligandos de targeting apropriados, curvatura da superficie e a reatividade

sdo fatores importantes tanto para a prevencao da agregacdo, como para permitir uma melhor
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estabilidade, ligacdo ao recetor e efeitos farmacoldgicos subsequentes do farmaco. Como as
nanoparticulas podem ser reconhecidas pelo sistema linfatico, quanto mais hidrofébica for a
NP, maior serd a ligacdo aos componentes do sangue, e consequentemente, maior a
probabilidade de ser eliminada, logo superficies hidrofilicas aumentariam o tempo de

circulacdo do farmaco (35,36).

6.3 Nanoparticulas poliméricas

Dentro dos vérios tipos de NPs, as NPPs sdo amplamente estudadas como
transportadores de farmacos para libertacdo controlada (32).

As NPPs podem ser sintetizadas a partir de diferentes materiais naturais ou sintéticos,
bem como monémeros ou polimeros pré-formados, permitindo assim uma grande variedade
de estruturas e caracteristicas. Consoante 0 metodo de preparacdo, a organizacao estrutural do
polimero e do farmaco podem diferir, conferindo @ NP uma capacidade variavel de veiculacéo
dos farmacos, ou seja, o farmaco podera estar em diferentes locais da NP, ora no seu ndcleo,
disperso em toda a particula ou adsorvido na sua superficie. Assim sendo, é possivel uma
veiculacdo de varios tipos de farmacos pelas NPs, incluindo compostos hidrofébicos,
hidrofilicos, bem como com diferentes massas moleculares. Além disso, estas NPs séo faceis
de transpor de escala, rentaveis e tém uma elevada estabilidade durante o armazenamento
(7,13, 37).

De acordo com sua composicdo e organizacdo estrutural, as formas mais comuns de
NPPs sdo nanoesferas e nanocapsulas (Figura 4).

As nanoesferas sdo sistemas homogéneos formados por uma matriz polimérica sélida,
neste caso, o farmaco pode estar distribuido no interior da matriz ou adsorvido & superficie.
(17,35-37).

As nanocépsulas sdo sistemas do tipo reservatorio, envolvidas por uma membrana
polimérica, que isola o nucleo (oleoso ou aquoso) do meio externo. Neste caso, a libertacdo é
controlada pela difusdo do farmaco através da camada polimérica, sendo assim, um fator
determinante na sua veiculagdo. No caso de existirem interacfes ionicas entre o farmaco e o
polimero, formar-se-80 complexos, que irdo inibir a libertacdo do farmaco da cépsula,
dificultando assim o processo de difusdo. No entanto, estes complexos podem ser evitados
adicionando agentes auxiliares, como o Oxido de polietileno-6xido de propileno, que
diminuira as interagdes entre o farmaco e a matriz da capsula, permitindo uma maior

libertacdo do farmaco para os tecidos-alvo (17,35-37).
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Dentro dessas duas grandes categorias, as NPs sdo ainda divididas quanto a sua forma,
como polimerssomas, micelas ou dendrimeros. Os polimerssomas sdo vesiculas artificiais,
com membranas de blocos de co-polimeros anfipaticos, sendo comparados a lipossomas. As
micelas poliméricas podem ser formadas a partir de co-polimeros anfipaticos, que se
micelizam espontaneamente em solventes organicos, formando estruturas ramificadas com
uma camada externa de polimero hidrofilico e um nucleo de polimero hidrofébico. Ja os
dendrimeros sdo polimeros hiper-ramificados com arquiteturas tridimensionais complexas
para as quais a massa, 0 tamanho, a forma e a quimica da superficie, podem ser controladas.
Estes tém a particularidade de, no seu exterior, conterem grupos funcionais ativos, que
permitem a conjugacdo de biomoléculas enquanto o farmaco é transportado no seu interior
(37).

Nanoesfera Nanocapsula
Matriz
Polimérica
—
- Biomoléculas encapsuladas na
w ) -
w nanoesfera -
-w
Biomoléculas encapsuladas na -
-w cavidade interna da Nanocapsula
w Invélucro -
Polimérico -
: - -w
-w -
Nuicleo interno
(6leo ou agua)
Biomoléculas adsorvidas na
-w w superficie w -
-w -w

Figura 4. Nanoesferas e Nanocapsulas. Adaptado de referéncia (38)

6.4 Meétodos de preparacdo de NPPs

Existem diferentes métodos de preparacdo de NPPs, os quais estdo ilustrados na figura
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1. Nanoprecipitagio

2. Evaporagdo de Solvente

3. Salting-out

4.Tecnologia de fluido supercritico

5. Didlise

Nanoparticulas

Polimero s
Poliméricas

P \ . . -~ . ~
0\ 1. Polimerizacio micro-emulsédo
2. Polimerizagdo mini-emulsio
3. Polimerizagdo emulsio

4. Polimerizagdo interfacial

5. Polimerizagio mediada por
radicais livres

Figura 5. Métodos de preparacao de NPPs. Adaptado de referéncia (39)

A selecdo do farmaco e do polimero sdo fatores muito importantes, tal como a escolha
do método de preparacdo que também desempenha um papel vital na aquisicdo das
propriedades de interesse. O tipo de solvente utilizado e a sua proporgdo influenciam o
tamanho da NP e o pH do meio de sintese influencia a taxa de libertacao (39).

6.4.1 Nanoprecipitacdo (NPC)

A nanoprecipitacdo (Figura 6) é um dos métodos de preparacdo de nanoparticulas
poliméricas que também é conhecido como método de deposicao interfacial ou deslocamento
de solvente. Esta € uma técnica de encapsulamento que envolve a precipitacdo de polimeros,
seguida da sua solidificacdo. Neste processo de preparacdo, o primeiro passo € a selegdo de
um solvente organico adequado, que deve ser miscivel em agua, e ao qual sdo adicionados o
polimero e o farmaco. A fase aquosa que contém um estabilizador é adicionada com agitacdo
continua. Devido a diminuigdo da tensdo interfacial entre a fase aquosa e a fase orgénica, a
difusdo do solvente organico na fase aquosa ocorre muito rapidamente. Essa rapida difusao e
o fluxo do solvente formam e caracterizam goticulas de nanoparticulas bem definidas. Devido
a eficiéncia, baixo custo e linha de produgdo simplificada, 0 método nanoprecipitacdo é o
mais promissor para a transposicéo de escala de nanocéapsulas para as industrias farmacéuticas
(36,39).
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Solugdo organica:
Polimero + Farmaco

Evaporagao
do Solvente

Solugdo aquosa:
Agua + Tensioativo (opcional)

Tensioativo Polimero Féarmaco

Figura 6. llustracéo sistematica do método Nanoprecipitacdo. Adaptado de referéncia
(36)

6.4.2 Evaporacdo do solvente

A evaporacdo do solvente é uma das técnicas mais comuns de preparacdo de
nanoparticulas poliméricas. Primeiramente, para a fase orgéanica, seleciona-se um solvente
organico no qual o farmaco e o polimero sdo dissolvidos e dispersos. Por outro lado, a fase
aquosa contém tensoativos como, polissorbato 80, PVA, etc. Depois, a fase organica é
adicionada a fase aquosa e sdo entdo misturadas por homogeneizacdo, a elevada velocidade, o
que resulta na formacdo de uma emulsdo estavel, que é depois convertida numa suspensao de
nanoparticulas. Posteriormente, ao se aplicar uma temperatura aumentada e pressao reduzida,

da-se entdo a evaporacdo do solvente (36,39).

6.4.3 Emulsificacdo - Difusdo solvente

Este meétodo consiste na formacdo de uma emulsdo O/A entre um solvente
parcialmente miscivel em agua (como o alcool benzilico ou o acetato de etilo) contendo o
polimero e o farmaco, e uma solugdo aquosa com um tensioativo. A diluicdo com uma grande
quantidade de agua induz a difusdo do solvente, a partir das goticulas dispersas, para a fase
externa, resultando na formacdo de particulas coloidais. Finalmente, dependendo do ponto de
ebulicdo do solvente orgénico, esta ultima fase pode ser eliminada por evaporagdo ou por
filtracdo. Geralmente, este metodo é utilizado para produzir nanosferas, no entanto, as
nanocapsulas também podem ser obtidas adicionando a fase organica uma pequena

quantidade de 6leo (como triglicéridos: C6, C8, C10, C12). Com este método, é possivel obter
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NPs com dimensdes entre 80 e 900 nm. De realcar que € um método muito utilizado, apesar
da exigéncia de um elevado volume na fase aquosa e do risco de difusdo de farmacos

hidrofilicos nesta mesma fase (36).

6.5 Diferentes tipos de polimeros usados na preparacdo de NPPs

Os polimeros utilizados na preparacdo das NPPs podem ser divididos em 2 grandes
grupos - naturais e sintéticos (tabela 3) (38).

Os polimeros mais utilizados para NPPs sdo o poli(acido lactico-co-acido glicélico)
(PLGA), quitosano (QS) e poli(e-caprolactona) (PCL), devido a sua biocompatibilidade,
biodegradabilidade e/ou mucoadesividade. Estes trés polimeros séo aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) e tém perfis de seguranca adequados (7).

Tabela 3. Classificacdo de polimeros baseada na sua origem. Adaptado de referéncia
(38)

Polimeros Exemplos

A base de
Polissacarideos

Quitosano; Alginato; Acido hialurénico;
Dextrano; Amido; Agarose; Ciclodextrinas
Naturais

A base de Proteinas

A base de fsforo
Polianidridos

Biodegradaveis
Poliésteres

Poliamidas

Sintéticos

Polimeros acrilicos

Nao- -
Biodegradaveis Silicones
Derivados de
Celulose
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Albumina; Colagénio; Gelatina

Polifosfazenos; Polifosfonatos

Acido polissebacico; Acido poliadipico, Acido
politereftalico

PLA; PLGA,; PCL; Polihidroxibutirato
Poli (imino carbonatos); Poliaminoacidos

Polimetacrilato; Polimetilmetacrilato (PMMA)
Silica coloidal

Acetato de celulose



6.5.1 Polimeros Naturais

6.5.1.1 Quitosano

O QS, polimero natural, biocompativel e biodegradavel, € um polissacarideo linear

hidréfilo constituido por monémeros de Glucosamina e N-acetil-D-glucosamina unidos por
ligacdes glicosidicas  (1—4).
Apesar do QS existir naturalmente na natureza, em alguns fungos, é geralmente obtido através
do processo de desacetilacdo alcalina da quitina, tendo a quitina de ser previamente tratada. O
QS é soluvel em solugdes aquosas acidas, tem baixa solubilidade a pH acima de 6,5 e
geralmente, as NPs de QS podem ser formadas pela incorporagdo de um polianido, como
trifosfato de sodio (TPP) no QS sob agitacdo constante. O método de preparacéo padréo para
as NPs de QS é a gelificacdo idnica. Este método € principalmente adequado para moléculas
de farmacos hidrofilicos, enquanto se for necessario encapsular um farmaco lipofilico podem
ser utilizados um co-solvente e um tensioativo para melhorar a solubilidade aparente do
farmaco. (39,40). O QS apresenta algumas vantagens e desvantagens: uma vantagem € o facto
de possuir propriedades antimicrobianas intrinsecas e por apresentar propriedades
mucoadesivas — permite a ligacdo a mucinas no biofilme, tornando-se um material atraente
para 0s possiveis antimicrobianos; enquanto que a desvantagem recai no facto de poder ser
degradado por lisozimas, enzimas frequentemente encontradas nas mucosas humanas e outros
fluidos fisioldgicos (7,39,40). Apesar da desvantagem apresentada, 0 mecanismo de acao do
QS ainda ndo € totalmente conhecido. A hip6tese mais aceite descreve interacdes
eletrostaticas: 0s grupos amina positivamente carregados do QS interagem com as superficies
bacterianas carregadas negativamente, resultando em danos na membrana celular e, assim,
fugas de componentes intracelulares. Além disso, foi também sugerido que o QS complexa
ibes metalicos que conduzem a producédo de toxinas e, consequentemente, inibem a atividade
enzimatica que resulta em morte bacteriana. Finalmente, uma outra explicacdo possivel é o
facto do QS penetrar na célula e se ligar ao DNA intracelular, interferindo com a sintese do
MRNA e de proteinas (7).
6.5.1.2 Alginato

O alginato, um polimero de base natural, biodegradavel e biocompativel por natureza,
¢ um polissacarideo linear formado por dois mondmeros de base, f-D manuronato e a-L-
glucoronato ligados por ligagdes glicosidicas B (1—4). As NPs de alginato sdo uma area de
interesse emergente e podem ser preparadas por gelificagdo ionica e complexacdo, sendo

facilmente controlaveis e sensiveis ao pH (38,39).
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6.5.2 Polimeros Sintéticos

6.5.2.1 PLGA

PLGA é um polimero sintético, biodegradavel e biocompativel, sintetizado por
copolimerizacdo atraves da abertura do anel de dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5-dionas) de
acido glicolico e acido latico. De salientar que, o PLGA sofre rapidamente hidrolise dentro do
corpo. Muitos estudos foram feitos sobre este polimero, estudos toxicoldgicos indicaram que

causa uma reacao tecidual local (38,39).

Os farmacos lipofilicos sdo encapsulados nas particulas com o polimero PLGA atraves
da utilizagdo de 6leo na emulsificacdo da agua (O/A), enquanto para encapsular antibioticos
hidrofilicos pode ser utilizada agua em 06leo em &agua (A/O/A). A nanoprecipitacdo € um
método comum de preparacdo de nanoparticulas de PLGA, o farmaco pode ser incorporado

durante a producdo das particulas ou adsorvido apds a sua preparacgdo (7, 38).

Entre uma vasta gama de polimeros, PLGA é o mais utilizado para entrega de
farmacos, existindo varios estudos que relatam o uso de NPs de PLGA para a entrega de

antibidticos em biofilmes bacterianos (13).

6.5.2.2 PLA

O 4cido polilatico é ndo-téxico, biodegradavel e biocompativel, de natureza
hidrofobica. O PLA exibe uma grande quantidade de resisténcia mecanica que, quando usado
em condic¢des otimizadas, pode produzir um sistema de libertacdo controlada de farmacos
(38,39).
6.5.2.3 PCL

O PCL é um polimero a base de poliéster hidrofébico, sendo muitas vezes utilizado
em combinagdo com outros polimeros ou componentes lipidicos (7).
A preparacdo de particulas de PCL € feita utilizando mdltiplas técnicas, tais como evaporagdo
de solvente de emulsédo, evaporacdo de solvente de difusdo e métodos mais simples, como a
suspensdo. Uma das principais vantagens das particulas de PCL é o facto de tornar possivel a
encapsulagdo de antibioticos hidrofilicos e lipofilicos independentemente da técnica de
preparacdo, sem enfraquecer a atividade antimicrobiana do farmaco em quest&o. (38).
6.5.2.4 Poli(etilenoglicol) (PEG)

O PEG é um poliéster hidrofilico ndo idnico, preparado através da polimerizagdo do
monomero de etilenoglicol. A sua massa molecular varia de 300 a 100.000 Da. A

desvantagem de usar o PEG é que ndo é biodegradavel e é excretado inalterado no rim, no
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entanto ndo se acumula nos tecidos, gracas a sua natureza hidrofilica. Além disso, pela sua
natureza hidrofilica, pode ser usado para estabilizar a nanoparticula especialmente em meio
aquoso, evitando a agregacao devido ao impedimento estérico na producdo e armazenamento.
A aplicacdo do PEG também aumenta a solubilidade. Outra vantagem é que o PEG néo
envolve a fragdo ionica e, portanto, ndo ocorre nenhum problema quando o PEG esta em
contato com qualquer molécula carregada, como o DNA (22,39).
O PEG demonstrou reduzir a toxicidade das NPs, alterando as interacdes com proteinas. No
entanto, deve-se notar que o aumento da quantidade de PEGuilagdo pode alterar a captacéo
celular das NPs e a sua eficicia como sistemas de libertagdo de farmacos (32).
6.5.25 PEG-PLGA

O PEG-PLGA é um exemplo de um co-polimero de bloco, biodegradavel e que
rapidamente se auto-organiza em micelas nanométricas, transportando o farmaco no seu
interior e libertando-o de maneira dependente do tempo. O PEG-PLGA é uma molécula
anfipatica, sendo que, o PLGA hidrofobico permanece no interior da micela, enquanto que, o
PEG hidrofilico se encontra na sua camada exterior, atuando como “escudo” de protegao, o
que torna assim possivel o transporte de farmacos hidrofilicos, uma das vantagens deste co-
polimero (39).
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7.Atividade  antibiofilme de  nanoparticulas
poliméricas: estudos in vitro e in vivo

Diferentes exemplos de estudos mostraram o alto potencial das NPPs contendo
antibioticos para o tratamento de biofilmes. Estudos esses que estdo referidos na tabela 4 e

serdo seguidamente discutidos.

Nestes estudos existem varios fatores importantes a ter em conta, de modo a poder
avaliar a qualidade das NPPs enquanto transportadoras de antibidticos, tais como: o tamanho
das particulas, drug loading (DL), eficiéncia da encapsulacdo (EE), potencial zeta, perfil de

libertacéo e atividade antimicrobiana.

7.1 Influéncia do tamanho das NPs

E estimado que o tamanho ideal das NPs se encontre entre os 100 e os 500 nm, porém,
o “valor ideal” pode diferir consoante o local de aplicagdo e¢ a via de administragdo. Por
exemplo, para aplicacdes sistémicas, sdo indicadas NPs até 200 nm, de forma a evitar a
acumulacdo nos vasos sanguineos enquanto que, para aplicacfes tdpicas, as NPs podem
apresentar tamanhos superiores a 200 nm de modo a promover a entrega do farmaco
localmente (35,41). Em relacdo a via de administracdo, o tamanho pode ou ndo ser um fator
importante, por exemplo, para atingir o biofilme em infecdes gastrointestinais, o tamanho é
um parametro menos critico, enquanto para a libertacdo pulmonar de farmacos, o tamanho das

particulas ja € um fator crucial (7).

Comparando o DL de microparticulas (MPs) com NPs é evidente que é mais elevado
nas MPs. A eficacia de NPs PLGA (300 nm) e MPs (12 mm) contendo CIP foi testada contra
biofilmes de S. aureus e P. aeruginosa, sendo que o drug loading foi significativamente maior
para MPs (7,5% p/p) em comparacdo com NPs (4,3% p/p). Tanto as NPs como MPs
demonstraram in vitro um desempenho antibiofilme semelhante contra P. aeruginosa e S.
aureus, mas com uma diferenca significativa entre as duas bactérias. A libertacdo sustentada
de CIP tanto das NPs como das MPs foi igualmente eficaz na erradicagdo de S. aureus tal
como o tratamento continuo com uma solucdo de CIP, que proporcionam uma erradicacédo
completa em 6 dias. Em contraste, a P. aeruginosa néo foi totalmente erradicada, mas ocorreu

uma reducdo sem diferencas significativas no nimero de bactérias sobreviventes entre NPs e
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MPs, sugerindo que o tamanho das particulas ndo era um parametro critico para o
desempenho antibiofilme (mantendo a concentracdo de CIP constante) (42).

7.2 Potencial Zeta

O PZ é uma medida da magnitude da repulsdo/atracdo eletrostatica ou das cargas entre
particulas. Quanto maior o potencial zeta (acima de = 30 mV) mais provavel que a suspenséao/
emulsdo seja estavel, pois as particulas carregadas repelem-se umas as outras e essa forca
supera as forcas de van der Waals que promovem a agregacdo. O PZ também pode ser usado
para determinar se um farmaco esta encapsulado na nanoparticula ou adsorvido na sua
superficie. O valor do PZ das NPs pode ser adaptado, pela introducdo de tensioativos ou
outros revestimentos na superficie das NPs, como o PEG. Em diferentes estudos foi relatado
que NPs com um PZ positivo elevado aderem melhor aos biofilmes, pela carga negativa da

membrana das bactéricas (36,43,44).

7.3 Drug loading e eficiéncia de encapsulacao

De forma a criar sistemas de veiculacdo de farmacos adequados, € importante ter uma
elevada EE (percentagem de farmaco veiculado em relacdo a quantidade total de farmaco
usado durante a formulacdo) e um elevado DL (percentagem de farmaco veiculado em relacéo
a massa total da particula). A eficiéncia de encapsulacdo de um farmaco em NPs aumenta
com a concentracdo do farmaco até certo ponto e é dependente das propriedades fisico-

quimicas do farmaco e do método de preparacéo (7).

As NPPs séo frequentemente relatadas em diferentes estudos como tendo uma alta
eficiéncia de encapsulacdo, no entanto, isso ndo aborda a dose do farmaco veiculado,
parametro chave para a obtencdo de sistemas terapéuticos eficientes. Por exemplo, o drug
loading de particulas de PLGA ¢ frequentemente relatado como sendo <1%, o que significa
que a maioria da particula ¢ o material transportador e que precisam de ser administradas
quantidades muito grandes para atingir a dose terapéutica. Portanto, melhorar o drug loading

é um fator importante para que este tipo de particulas seja utilizado na pratica clinica (7,45).

Encapsular farmacos hidrofilicos dentro de um invélucro hidrofébico pode ser um
desafio, uma vez que existe uma baixa afinidade entre o farmaco e o polimero. Isto foi
exemplificado por Kho et al. e Cheow et al., onde a eficiéncia de encapsulamento da
Levofloxacina (LEV) em NPs de PCL foi de apenas 4-10%, resultando num drug loading de
0,3 a 0,4%. Porém, a libertacdo de LEV das NPs de PCL foi de 90% em 3 h 0 que demonstra
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que, muito provavelmente, o farmaco foi adsorvido a superficie das particulas em vez de
encapsulado (46,47).

Diferentes estratégias tém sido utilizadas para aumentar a quantidade de farmaco
encapsulado nas NPs. A encapsulacdo de farmaco em NPs de PLGA pode ser melhorada pela
modificagdo do pH da formulacdo durante a produgdo, como se pode verificar no caso da
gentamicina hidrofébica que foi melhorada de 6,4 para 22,4 pg/mg alterando o pH de 5 para
7,4 (48).

7.4 Perfil de libertacdo das NPs e atividade antimicrobiana

A libertacdo de um farmaco de uma NP depende de varios fatores, como do polimero

utilizado e da sua solubilidade.

No caso do PLGA, as suas propriedades podem ser manipuladas para ajustar a cinética
de libertacdo do farmaco. O perfil de degradacdo do PLGA é modificado, alterando a
proporcdo dos seus mondmeros de degradacao (&cido latico e acido glicolico), permitindo
assim o controlo da cinética de libertacdo do farmaco. Como o &cido glicolico é mais
hidrofilico que o &cido latico, quanto maior quantidade de unidades de acido glicélico menor
a hidrofobicidade, resultando numa maior absorcdo de agua e, portanto, huma degradacao
mais rapida (7). Existem assim varios estudos que concluem que a libertacdo de antibidticos
de NPs de PLGA revela perfis cinéticos altamente dependentes da solubilidade aquosa do
farmaco encapsulado, como o exemplo da levofloxacina (LEV), solivel em &gua, em que
80% foi libertada em 24 h, em contraste com a ciprofloxacina (CIP), pouco soltvel, em que

apenas aproximadamente 20% foi libertada no mesmo periodo (49).

O perfil de libertacdo dos farmacos a partir das NPs pode ser bifasico, ou seja, é feita
uma primeira libertacdo, normalmente em menor quantidade, seguida depois de uma
libertacdo sustentada, de uma maior quantidade do farmaco, tendo este modelo se mostrado
vantajoso em varios estudos. Temos o exemplo das NPs de PLGA com LEV e CIP contra o
biofilme de E. coli, no qual uma subpopulacéo de bactérias sobreviveu apesar do tratamento
com NPs-PLGA-LEV numa concentracdo acima da MBIC e ocorreu recrescimento. Em
comparacdo, as NPs-PLGA-CIP suprimiram o recrescimento das bactérias, mesmo em
concentracdes tdo baixas quanto 1/16 da MBIC. Assim, as NPs-PLGA-CIP, com 20% de
libertacdo rapida seguida de sustentada, foram mais promissoras no tratamento de biofilmes
E. coli (46). Outro exemplo é o caso das NPs-PLGA-Gentamicina, em que, foi realizado um
estudo in vivo em ratos com uma infecdo de P. aeruginosa. Aqui, foi notado que a
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gentamicina livre foi capaz de reduzir a infecdo ap6s 24 h, mas os niveis bacterianos
retornaram a niveis comparaveis aos controlos com solucéo salina em 96 h. Em contraste,
quando os animais foram tratados com a mesma concentracdo de gentamicina veiculada em
NPs-PLGA, o efeito protetor da NP foi observado ainda depois de 96 h, presumivelmente
devido a libertacdo sustentada de quantidade suficiente de gentamicina, mantendo as
concentragdes dentro da faixa terapéutica (48).

Temos ainda o exemplo do QS, em que a CIP é libertada de forma bifasica a partir de
NPs de QS-DNase I, observando-se uma primeira libertacdo de 44% em 3 h, seguida por uma
libertacdo sustentada nas proximas 21 h de 92%. Da mesma forma, temos a tobramicina, que
quando encapsulada em NPs de QS com sulfato de dextrano, tem uma libertacdo de 15% em
1 h, havendo depois uma libertacdo sustentada de 25% em 60 h (50,51). Esta diferenca na
libertacdo pode ser atribuida a varios fatores, como a diferenca no tamanho das particulas,
bem como a presenca de compostos sollveis em agua, como por exemplo, a DNase I. Em
estudos feitos com E. coli foi demonstrado que a massa molecular e o grau de desacetilagéo
(GD) (fracdo de grupos amino na cadeia polimérica), acabam, também, por influenciar a
atividade antimicrobiana das NPs de QS. E ento notado que, com baixas massas moleculares
de QS (entre 55 kDa e 155 kDa), a atividade antibacteriana para a E. coli é substancialmente
maior, em comparagdo com massas moleculares de QS mais elevadas. Quanto ao GD, quanto
mais elevado for este valor no QS, maior a contribuicdo para a densidade positiva da carga do
QS, e consequentemente, para o0 grau de interacdes eletrostaticas, tendo uma maior atividade

antibacteriana contra a E.coli (7).
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Tabela 4. Exemplos de NPPs contendo antibidtico para tratamento de biofilmes.

Funcionaliza - o .
AB Classe do cdo Ce}ragterlstlcas fIS:ICO- Método cie Biofilme Resultados Ref.
AB eRThenEL quimicas da particula preparacéo

Polimero

Form. A/IO/ApH5

Tamanho (nm): 251.6 GEN livre:
PZ (mV): 1.5 MIC (ug/mL) 1.5;
Farmaco encapsulado: MBC (ug/mL)3.0;
6.4 pg/mg PLGA MBEC (ug/mL)50

Form. A/IO/ApH 7.4
Tamanho (nm): 241.3

Formulacéo A/O/A:

PZ (mV): 0.7 MIC (ng/mL) 3.0;
Farmaco encapsulado: MBC (ug/mL) 6.0;
- 22.4 pg/mg PLGA P. MBEC (ng/mL)100. (7.4
LR e Aaele. - Form. S/O/ApH 5 ESE aeruginosa 8)
Tamanho (nm): 302.4 Formulagdo S/O/A:
PZ (mV): 2.3 MIC (ug/mL) 3.0;
Farmaco encapsulado: MBC (ug/mL) 6.0;
7.3 ug/mg PLGA MBEC (ug/mL) N/A
Form. S/O/ApH 7.4
Tamanho (nm): 358.5 A libertacdo controlada da GEN
PZ (mV): -0.4 pode diminuir efeitos secundarios
Farmaco encapsulado: indesejaveis.
21.0 pg/mg PLGA
NPs-PLGA % de bactérias vidveis depois do
Tamanho (nm): 252.6 tratamento com solugdo de CLA,
PZ (mV): -15.2 NPs-PLGA, NPS-QS-PLGA,
NPs-QS-PLGA Difuséo do S. NPs-QS-PLGA-CLA 63.4, 69.8,
PLGA, QS CLA Macrélido -- Tamanho (nm): 294.6 solvente da epidermidi 47.0 e 38.0%, respetivamente. (17,
PZ (mV): +15.7 emulsdo s As NPPs- QS-PLGA-CLA 44)
NPs-QS-PLGA-CLA tiveram maior capacidade
Tamanho (nm): 416.5 antimicrobiana vs NPs-PLGA e
PZ (mV): +19.9 NPs-PLGA-QS
PLGA-CIP: « .
s As NPs de PLGA tém uma maior
Ta”,‘;fhg’ (e 0D EE e DL do que as NPs-PCL,
(% p/p): 0.55
EE %: 69 tanto para a CIP como para a
LEV, indicando uma maior
. afinidade das fluoroquinolonas
Tam%r:-mlz)\:/'mo- para o polimero PLGA.
( /2;10 CIP:
IIL (b [}y 002210 MIC: 0.012 pg/mL; MBIC: 0.90
PLSé‘LOU CIIFI;\(;U Fluoroquinol - B ESE E. coli Hg/mL (2'4
ona )
PCL-CIP: LEV:
Ve Li0Ey MIC: 0.030 pg/mL; MBIC: 0.15
DL (% p/p): 0.5
EE %: 54 HatlsiL
. Com excecéo das NPs-PCL-CIP,
T 3%30 +80 todas as outras formula}:;ges
DL (% p/p): 0.3 apresentaram um pferfl e
EE %: 4 libertagéo bifésico.
NPs de PLGA (carga negativa),
com PEG de carga neutra e
"inerte a0 muco" pode reduzir a
interacéo ionica adesiva das NPs
de PLGA com o0 muco,
facilitando a difuséo das NPs no
muco e nos biofilmes bacterianos.
As NPs com Tb encapsulada (PZ:
-13,2) mostraram penetragao
quase completa através do muco
. em <10 h, enquanto para as NPs
Tamanh(;ér;m). 225- P sem farmaco (PZ: -27,9 mV)
PLGA ou PZ(MV): —9.6+2.6 Difuséo do aeru gfn osa apenas 40% penetraram 0 muco
PEG- Th Aminoglic. -- DL (% / . 0 168.+ solvente da B X dentro do mesmo tempo, (52)
PLGA op/p): 0.168 emulséo - cepacia indicando que uma superficie
0.034 (Bco) q P

EE%: 3.36 +£0.68
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menos negativa foi benéfica.
A encapsulagéo da Th aumentou
fortemente a sua eficacia na
erradicagdo dos biofilmes
cultivados em condigdes estaticas
ou fluidas. As NPs Th-PEG-
PLGA, carregados com menos de
0,77 mg/L antibiético,
conseguiram reduzir
significativamente o CFU de
biofilmes P. aeruginosa e
biofilmes B. cepacia.



NPPs

Tabela 4. Cont.

Polimero

PLGA

PLGA
ou
PCL

PCL ou
PLGA

PCL

QS, TPP

Qs

CIP

LEV

IMP

VCM

Oxa

Th

Classe do

AB

Fluoroquinol
ona

Fluoroquinol
ona

Beta-
lactamico,
subgrupo-

Carbapenem

Glicopéptido

Beta-
lactamico

Aminoglic.

Funcionaliza

¢do
adicional

Cilastatina

Dendrimero
de poli
(éster-amina)
e metoxi
polietileno
glicol-b-
poli(e-
caprolactona)
(MPEG-b-
PCL)

DNase |

DS

Carateristicas fisico-

quimicas da particula

Tamanho (nm): 300nm
PZ (mV): -4.1
DL (%p/p): 4.3

NP-PLGA:
Tamanho (nm): 80-190
DL (%p/p): 0.65-1.10
EE %: 15-16

NP-PCL:
Tamanho (nm): 110-
230
DL (%p/p): 0.3-0.4
EE %: 4-5

NPs-PCL-IMP
Tamanho (nm): 132420
EE %: 83 + 2.2;

DL % (PCL-IMP): 17.7
+0.6
NPs-PLGA-IMP
Tamanho (nm): 348+65
EE %: 76 £1.2
DL%: 17.2+ 1.3

Tamanho (nm): 52-59
PZ (mV): -7.3+13
DL (%p/p): 19.1

NPs-QS-Oxa:
Tamanho (nm): 158.3
PDI: 0.208
PZ: +10.5mV
DL: 6.95%
NPs-QS-Oxa-DNase:
Tamanho (nm): 166.7
PDI: 0.179
PZ: +8.3mV
DL: 6.65%

Tamanho (nm): 170-
1250
PZ (mV):-49-+2.4
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Método de

—_—— Biofilme

P.
ESE aeru%lnosa
S. aureus
NPC ou ESE E. coli
K.
Dupla pneumonia
emulsédo/ e
evaporagdo P.
aeruginosa
S. aureus
e S.
aureus
ESE resistente
a
Meticilina
(MRSA)
Gelificagdo S. aureus
iénica (ATCC
6538)
Gelificagdo P.
ionica aeruginosa

Resultados

P aeruginosa:
MIC (pg/mL)
CIP: 0,250
NP-PLGA-CIP: 0.125
MBEC (ug/mL):

CIP: 16
NP-PLGA-CIP: 32.

S aureus:

MIC (ug/mL):

CIP:0.5
NP-PLGA-CIP: 0.5
MBEC (ug/mL):

CIP: 128; NP-PLGA-CIP: >256
NPs LEV-PCL e LEV-PLGA
preparadas por NPC- perfis de
libertagdo monofasica em que ~
80% do farmaco é libertado na
1%hora, e ¢ libertado todo apds 6h.
NPs produzidas por ESE- perfis
de libertagdo bifasica PLGA ~
80% do farmaco é libertado apds
1 dia. PCL-perfil de libertagdo
mais lento apenas ~ 40% do
farmaco € libertado ap6s um 1 dia
e apenas ~ 75% € libertado apés 6
dias.

A MIC (0,03 pg/mL) e MBIC
(0,15 pg/mL) indicam que 0
modo de crescimento das células
bacterianas E. coli em biofilme
resulta em 5 vezes mais
tolerancia a LEV do que na forma
planctonica.

Os resultados da avaliagéo da
eficacia antibacteriana mostraram
que as NPs-PCL-IMP eram mais
eficazes do que as NPs-PLGA-
IMP e do que IMP livre, contra
todos os isolados resistentes
testados. A incorporagéo do IMP
em nanocépsulas pode fornecer
protecdo contra enzimas de
degradacéo bacterianas.
NPs-PLGA - libertagéo rapida
ocorre na fase inicial seguida por
um periodo de libertagdo muito
mais lento;

NPs-PCL- demonstraram uma
taxa de difusdo lenta em todos os
periodos de estudo de libertagdo.
A proporgao polimero:farmaco de
3:1 (p/p) é a concentragao ideal
que fornece o encapsulamento de
VCM mais alto com NPs de
tamanho (52,48 nm ), PDI
(0,103) e PZ (-7,3 mV)

O estudo in vivo revelou que as
NPs tiveram uma reducéo de 103
e 20 vezes na carga de MRSA em
comparagdo com os ratinhos nao
tratados e tratados com VCM
livre, respetivamente.

MIC (ug/mL)
NPs-QS-Oxa-DNase: 1
Oxa livre: 0,5.
NP-QS-DNase-Oxa melhor
atividade antibiofilme em todos
0s testes in vitro.

NP-QS -Oxa-DNase reduziu a
matriz do biofilme, a espessura e
a quantidade de células viaveis.
NP-QS -Oxa-DNase apresentou
a maior erradicacéo de biofilmes
de isolados clinicos.

Com as NPPs QS-Th-DS os
biofilmes foram inibidos em 70 a
80 % em concentragOes de 25
pg/ml ou 5 pg/ml de Th.
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NPPs

Tabela 4. Cont.

Classe do AleTe 1 Carateristicas fisico- Método de

Polimero cdo e . = Resultados
AB adicional quimicas da particula preparagéo

321 nm, PDI de 0,18, PZ: +37

QS-5-NFB-NP com mV e EE de 44%, resultaram em
Micelas P20: Ge_li,fi_cagéo bons,p_arémetros para aplicacéo
Qs 5-NFB Nitrofurano polissorbato Tamanho 321.5 + 3.2 ionica S. aureus topica e estab}lldade das
20 (P20) nm seguida Qe : nanopa_rtlculas.
PDI: 0.180 £ 0.01 freeze drying 5-NFB livre MIC
PZ (mV): 32.3-47.1 (Mg/mL): 0.4-0.9;

QS-5-NFB-NPs MIC

(Mg/mL): 10.9-21-9
AB- Antibi6tico; AMCA- 7-amino-4-metil-3-cumarinilacético; Aminoglic.- Aminoglicosideo; CIP- Ciprofloxacina; CLA-
Claritromicina; DL-Drug Loading; DS- Sulfato de Dextrano; EE- Eficiéncia de encapsulacdo; ESSE- Evaporagdo do
solvente da emulsdo; GEN- Gentamicina; IMP-Imipenem; LEV- Levofloxacina; MBEC- Concentragdo minima de
erradicacdo do biofilme; MBC- Concentragdo minima bactericida; MBIC- concentragdo inibitéria minima de biofilme; MIC-
Concentragdo minima inibitéria; MRSA- S. aureus resistente @ Meticilina; NPC- Nanoprecipitacdo; NPPs- Nanoparticulas
Poliméricas; Oxa-Oxacilina; PCL- poli(e-caprolactona); PDI- indice de polidispersdo; PEG- polietilenoglicol; PLGA-
poli(acido lactico-co-acido glicolico; PZ- Potencial Zeta; QS- Quitosano; Ref.- Referéncia; Th-Tobramicina; VCM-
Vancomicina; 5-NFB- Analogo da Nifuroxazida.

7.5 NPPs contendo antibiético para Tratamento de biofilmes associados a

Fibrose Quistica

Exemplos de estudos in vitro e in vivo evidenciam o beneficio do uso de Antibidticos
veiculados em NPPs para o tratamento de biofilmes associados a FQ, estudos esses que estéo
referidos na tabela 5 e serdo seguidamente discutidos.
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NPs-QS-5-NFB com diametro de
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Tabela 5. Exemplos de Nanoparticulas poliméricas contendo antibidtico para
Tratamento de biofilmes associados a Fibrose Quistica

Carateristicas
fisico-quimicas
da particula

Método de
preparacgao

Funcionalizacdo

Classe do AB adicional

Polimero Biofilme Resultados

Tipo de
e

Monoestearato de

NPs-PLGA-
CIP:
Tamanho (nm):
213.6
PDI: 0.085
PZ (mV): -12.9
DL (%p/p): 0.26

NPs-PLGA-PL-
CIP:
Tamanho (nm):
265
PDI: 0.099
PZ (mV): 30.8
DL (%p/p): 0.24

NPs-PLGA-PL-
CIP-DNase I:
Tamanho (nm):
251.9
PDI: 0.122
PZ (mV): 28.9
DL (%p/p): 0.17

Tamanho (nm):
181.8 +10.7
PZ (mV): -21.3
+26
DL (%p/p): 1.85
EE%: 86.90 +
0.83

NPs-QS-CIP:
Tamanho (nm):
191+8.9
PDI:
0.257+0.042
PZ (mV):
14.6+1.2
(EE)%:
54.9+3.6

NPs-QS-CIP-
AgLase:
Tamanho (nm):
205.5+9.0
PDI:
0.302+0.031
PZ (mV):
12.2+2.1
(EE)%:
51.8+2.1

o P. aeruginosa
Técnica 9

derivada da HIEB feth) In vitro
NPC S. aureus
(ATCC 12600)

Deposicao S. aureus

interfacial do P. aeruginosa In vitro
polimero
Gelificagdo
ionotrépica . In vitro e
L P. aeruginosa L

seguida de in vivo

freeze drying
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MIC (ug/ml) (P. aeruginosa):
CIP: 0,39; NPs-PLGA-CIP:
0,0625; NPs-PLGA-PL-CIP:
0,5; NPs-PLGA-PL-CIP-
DNase I: 0,5.

MIC (ug/ml) (S. aureus):
CIP: 0,0975; NPs-PLGA-
CIP: 0,125; NPs-PLGA-PL-
CIP: 0,5; NPs-PLGA-PL-
CIP-DNase I: 0,5.
Biofilme P. aeruginosa:
Espessura (um):
Controlo: 52; CIP: 33,8;
NPs-PLGA-PL-CIP: 25,8;
NPs-PLGA-PL-CIP-DNase I:
19,1.

Biomassa (um®/ pm?):
Controlo: 29,6; CIP: 22,9;
NPs-PLGA-PL-CIP: 22,5;
NPs-PLGA-PL-CIP-DNase I:
16,7.

A melhor atv. antibiofilme
foi observada com NPs-
PLGA-PL-CIP-DNase I que
eliminaram mais de 95% do
biofilme, no segundo dia de
aplicacédo, usando
0,0156pg/ml de CIP.

Os ensaios de crescimento
revelaram uma atividade
antibacteriana semelhante por
parte da CIP livre e
encapsulada. No entanto,
devido a maior capacidade
das LNC-CIP de permear o
muco em comparagao com o
farmaco néo encapsulado,
podem ser esperadas
concentracdes mais altas de
CIP no local da infecéo
usando as nanocapsulas.
MIC (ug/ml) 24h:

CIP: 0,0625; NPs-QS-CIP:
0,125; NPs-QS-CIP-AgLase:
0,125.

MIC (ug/ml) 48h:

CIP: 0,125; NPs-QS-CIP:
0,125; NPs-QS-CIP-AgLase:
0,125.

MBEC (ug/ml) 24h:
CIP: 3; NPs-QS-CIP: 2; NPs-
QS-CIP-AglLase: 1.
Espessura (um):
Controlo: 61,5; CIP: 50,7;
NPs-QS-CIP: 34,5; NPs-QS-
CIP-AglLase: 14,2.
Biomassa (um®% pm?):
Controlo: 36,2; CIP: 27,5;
NPs-QS-CIP: 24,5; NPs-QS-
CIP-AgLase: 9,1.

NPs hemocompativeis, ndo
apresentaram toxicidade in
vitro e in vivo em pulmdes de
ratos Wistar machos.



Polimero

Qs,
Alginato

Tabela 5. Cont.

Funcionalizacdo CETTIDIRIES Método de Tipo de

AB Classe do AB fisico-quimicas Biofilme Resultados

adicional preparagao estudo

da particula
NPs-Th e Tb livre: ambos
com MICs de 0,625 mg/L.
Infecéo por bactérias PAO1

in vivo usando um modelo G.
mellonella, as larvas foram

Tamanho (nm):
457 + 12

Pz (m:/ 35_ 20 tratadas com Tb livre ou
DL (0/_0 i ): 4.1- 1N vitro e NPs-Th. As NPs ofereceram
Th Aminoglicosideo DNase | g ; T Emulséo P. aeruginosa AR um efeito protetor,
: proporcionando 80% de
Tb (ng/mg P b
olimero): 69.6 sobrevivéncia, enquanto a
p o4 livre mostrou apenas metade
Y 0
EE Th %: 34.8 + desse valor, 40% de
35 sobrevivéncia apds 96 h.

NPs- Th-DNase: MIC contra
PAO01: 1.25 mg/L

AB- Antibidtico; AgLase- Alginato liase; CIP- Ciprofloxacina; EE- Eficiéncia de encapsula¢do; LNC- nanocapsulas de
nlcleo lipidico; MBEC- Concentragdo minima de erradicagdo do biofilme; MBC- Concentragdo minima bactericida; MBIC-
concentracéo inibitéria minima de biofilme; MIC- Concentragdo minima inibitéria; PCL- poli(e-caprolactona); PDI- indice
de polidisperséo; PEG- polietilenoglicol; PL-Poli-Lisina; PLGA- poli(acido lactico-co-&cido glicdlico; PZ- Potencial Zeta;

QS- Quitosano; Th-Tobramicina

Como referido anteriormente, para a libertacdo pulmonar de farmacos, o tamanho das
particulas é um fator determinante. As NPs menores que 1000 nm sdo capazes de atingir as
vias aéreas inferiores (bronquios terciarios e bronquiolos), sendo capazes de evitar a captacédo
por macrofagos alveolares. Se por sua vez, as NPs forem menores que 500 nm, como as
descritas acima, estas sdo capazes de atingir os alvéolos (57).

A matriz extracelular do biofilme é proposta como um alvo adicional e fundamental a
ter em conta, a fim de combater as infecGes crénicas bacterianas. Para isso, foram
desenvolvidas NPs funcionalizadas com DNase | capazes de combinar a libertagdo controlada
de antibi6ticos e romper ativamente a matriz dos biofilmes. O tamanho das particulas (NPs-
PLGA-PL-CIP-DNase I) obtidas (entre 200 e 300 nm), é adequado para difusdo através dos
poros do muco em pulmdes cronicamente infetados. O PZ das NPs variou de acordo com o
tipo de revestimento de superficie aplicado, com o PVA como Uunico aditivo, foram obtidas
NPs negativas (-13 mV), enquanto que com a adigdo de PL foram geradas NPs positivas (+ 30
mV), ja a funcionalizacdo com DNase | ndo teve efeito significativo na carga (+28.9). As NPs
ativadas pela DNase | foram capazes de impedir a formag&o de biofilmes a partir de bactérias
planctonicas, como também reduziram com sucesso a massa de biofilme, espessura e
densidade de células vivas, como observado em ambiente dinamico, num ensaio de formacéo
de biofilme num sistema de células de fluxo (53).

Por outro lado, a CIP veiculada em nanocapsulas de ndcleo lipidico (LNC), também

permitiu uma maior permeabilidade no muco, libertacdo sustentada e melhor atividade
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antibacteriana vs CIP livre. As LNC com ciprofloxacina de tamanho médio 180 nm
mostraram um aumento de 50% da permeacdo do farmaco através do muco. Ao chegar ao
local de acéo, € desejada uma libertacdo controlada do farmaco a partir das nanocapsulas. Por
isso, foi analisada a libertacdo de farmaco in vitro pelo método da didlise direta. O fluido
pulmonar simulado tipo 3 foi escolhido como meio de libertacdo, uma vez que representa a
composicéo tipica do fluido bronquiolar do revestimento pulmonar. In vivo, é assumida uma
libertacdo mais lenta para a aplicagdo pulmonar, especialmente para particulas dentro do
muco, uma vez que o volume de fluido nos pulmdes é muito limitado. A solucdo de CIP teve
um aumento mais rapido da concentragdo no compartimento de medi¢cdo com 97,9 % do
farmaco presente durante as primeiros 4 h, devido a difusdo livre do farmaco. Em contraste, a
suspensdo das nanocapsulas teve de libertar primeiro o farmaco das particulas e apenas 66,9
% do farmaco chegou ao compartimento de medicdo, em 4h. A libertacdo total de CIP das
nanocapsulas foi atingida apds 24 h. As nanocépsulas mostraram uma libertacdo sustentada,
sendo promissoras para uma reducdo da frequéncia de dosagem (54).

O alginato ¢ um componente encontrado abundantemente na matriz do biofilme de P.
aeruginosa. Assim sendo, a Alginato Liase foi imobilizada na superficie de NPs de quitosano
para aumentar a suscetibilidade da terapéutica antibiética, dispersando a matriz do biofilme e
melhorando a distribuicdo de antibioticos na matriz extracelular. Logo, as NPs-QS-AgLase-
CIP podem interromper ativamente a matriz EPS do biofilme e aumentar a suscetibilidade de
antibioticos sem causar toxicidade sanguinea e local ao epitélio pulmonar, podendo ser uma
abordagem alternativa melhor contra infeces P. aeruginosa associadas a biofilmes em
pacientes com FQ. Além disto, foi também demonstrada uma hemdlise inferior a 1%,
indicando potencial seguranca da formulacdo desenvolvida (55).

A tobramicina, para o tratamento de infecdes pulmonares por P. aeruginosa esta
associada ao aumento da esperanca média de vida em doentes com FQ, nos ultimos anos. No
entanto, a eficacia deste aminoglicosideo ainda é limitada pela sua incapacidade de penetrar o
muco nos pulmdes, levando a uma baixa exposi¢cdo do antibiotico a bactérias residentes. A
atividade antimicrobiana das NPs-Tb contra P. aeruginosa PAOL foi equivalente a Th ndo
encapsulada (MIC- 0,625 mg/L), o que indica que a eficacia da tobramicina ndo foi
negativamente afetada pelo processo de formulacdo das NPs. Galleria mellonella, na sua fase
larvar, foi utilizada como modelo in vivo para a infecdo de P. aeruginosa. Foi notado que, a
tobramicina impediu a mortalidade das larvas de forma dependente de dose. As NPs-Tb com

dose 2,5 pg/mL de Th ndo melhoraram a sobrevivéncia, resultando na mesma resposta do
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grupo ndo tratado. Com doses crescentes de tobramicina, a sobrevivéncia aumentou, 25
pug/mL e 250 pg/mL apresentaram 40% e 90% de sobrevivéncia, respetivamente. Foi feito um
estudo profilatico onde as larvas foram tratadas com tobramicina livre ou NPs-Th e usando a
tobramicina em NP, a taxa de sobrevivéncia duplicou, em comparacdo com o uso de
tobramicina livre, de 40 para 80%, realcando o efeito protetor das NPs e que a libertagcéo
controlada das NPs pode fornecer uma janela terapéutica alargada. Juntamente com estes
resultados, analisou-se que, NPs de tobramicina, quer sejam ou ndo funcionalizadas com
DNase, conseguem um bom resultado contra a P. aeruginosa, uma vez que tiveram efeitos
antimicrobianos semelhantes contra as culturas PAO1 com Gnico aumento na MIC no caso das
NPs funcionalizadas com DNase para 1,25mg/L. De salientar por fim que, a tobramicina,
estando inserida em NPs e funcionalizada com DNase, representa também uma estratégia para
ultrapassar a barreira do muco, aumentar as concentracfes de farmacos locais, evitar efeitos

adversos sistémicos e melhorar os resultados das infecGes pulmonares em FQ. (56).
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8. Conclusao e Perspetivas Futuras

A resisténcia antibidtica é uma das consequéncias das comunidades de biofilmes bacterianos e
que contribui para o aumento das infegdes cronicas. Os biofilmes tém alguns mecanismos de
resisténcia adicionais em comparac¢do com as bactérias na forma planctonica que dificultam a

eficacia da terapéutica tradicional.

Existem enzimas, como polissacarideo-liases e DNases, que sdo capazes de romper 0S
exopolissacarideos da matriz do biofilme facilitando a entrada das NPs no biofilme. Estas
enzimas dispersoras de biofilme sdo uma mais valia quando administradas em combinacao
com agentes antimicrobianos em NPs pelo aumento da eficécia da terapéutica.

O tamanho, carga superficial, incorporacdo de ligandos de targeting apropriados e
hidrofobicidade das NPs sdo pardmetros importantes para a sua eficacia. Devido a carga
negativa das bactérias o uso de NPs cationicas permitira que a sua atividade seja otimizada,
por exemplo utilizando Quitosano. Quanto mais hidrofobica for a NP, maior a probabilidade
de ser eliminada devido a maior ligacdo aos componentes do sangue, como tal, NPs

hidrofilicas aumentariam o tempo de circulagao da particula.

As nanoparticulas poliméricas sdo tecnologias promissoras no tratamento de infecGes
associadas a biofilmes com multiplas vantagens relativamente as terapéuticas antimicrobianas
convencionais como por exemplo, a capacidade de libertacdo dirigida e modificada de
farmacos, incorporagdo de farmacos tanto lipofilicos como hidrofilicos, aumento da
biodisponibilidade do farmaco, reducdo da toxicidade, minimizacdo das flutuagdes entre
concentracdes toxicas e subterapéuticas nos tecidos e otimizacdo da efetividade dos

antibioticos disponiveis contra os biofilmes.

Os sistemas de nanoparticulas podem vir a constituir uma alternativa viavel a veiculacéo de
antibioticos livres como forma de contornar a resisténcia aos antibioticos, no entanto ainda
enfrentam muitos desafios em diferentes dominios, nomeadamente o facto da maioria dos
artigos relatar apenas a atividade de diferentes nanoformulagGes em estudos in vitro, a falta de
padronizacdo nas abordagens metodoldgicas e principalmente a escassez de estudos in vivo

para testar a eficiéncia e a seguranca das NPs.
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