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RESUMO

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados na agricultura, na veterinaria e clinica
médica e, devido a essa intensa e indevida utilizagdo, tem ocorrido o aumento do
namero de bactérias resistentes a esses medicamentos. Dessa forma, novos
farmacos sdo necessarios. As estatinas sdo conhecidas por seu efeito
antihiperlipidémico, e alguns estudos tém demonstrado que esse grupo de farmacos
também possui atividade antibacteriana. Neste estudo, avaliou-se a atividade
antibacteriana da combinacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas por
Fusarium oxysporum, com a sinvastatina, contra a cepas de Staphylococcus aureus
e Escherichia coli. A sinvastatina mostrou um efeito antibacteriano contra cepas de
S. aureus, incluindo cepa meticilina resistente (MRSA), com a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) variando de 62,5 a 250 ug ml™. O ensaio do Checkerboard e
curvas de crescimento e morte mostraram um efeito sinérgico da combinagéo, com a
eliminacao total de MRSA N315 apos 10 h de incubacéo, e reducéo de 75% nas CIM
de ambos compostos. As imagens da Microscopia Eletronica de Varredura
mostraram uma formacdo de protrusdes na superficie da MRSA N315 apds o
tratamento com AgNPs e formag&o de uma grande massa amorfa apds o tratamento
com sinvastatina, bem como ambas as caracteristicas com a combinacdo dos dois
compostos. Nossos resultados indicam que a combinagao de sinvastatina e AgNPs
€ uma alternativa no controle de infec¢des, incluindo MRSA. Além disso, esta
associacdo apresenta potencial para aplicagdo em produtos farmacéuticos e
hospitalares.

Palavras-chave: Antibacteriano. Nanoparticulas metédlicas. Estatina. Cepas
multirresistentes. Sinergismo.



FIGUEIREDO, Erica Pelegrin. Antibacterial activity of simvastatin combined with
silver nanoparticles. 2016. 48 p. Dissertation (Master's degree in Microbiology) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2016.

ABSTRACT

Antimicrobials are widely used in agricultural, medical and veterinary field and due to
this intense and misuse has occurred to increase the number of bacteria resistant to
these drugs. Thus, new drugs are needed. Statins are known for their
antihiperlipidémico effect, and some studies have shown that this group of drugs also
has antibacterial activity. In this study, we evaluated the antibacterial activity of the
combination of silver nanoparticles (AgNPs) produced by Fusarium oxysporum, with
simvastatin, against strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
Simvastatin showed an antibacterial effect against strains of S. aureus, including
strains methicillin resistant (MRSA), as Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
ranging from 62.5 to 250 ug ml™*. The Checkerboard assay and growth, and death
curves showed a synergistic effect in combination with the total elimination of MRSA
N315 after 10 h incubation and a 75% reduction in the MIC of both compounds. The
images from scanning electron microscopy showed protrusions formation on the
surface of MRSA N315 after treatment with AgNPs and formation of a large
amorphous mass after treatment with simvastatin and both characteristics with the
combination of the two compounds. Our results indicate that the combination of
simvastatin and AgNPs is an alternative in the control of infections, including MRSA.
Furthermore, this combination has the potential for application in pharmaceutical and
medical products.

Keywords: Antibacterial. Metallic nanoparticles. Statin. Multidrug-resistant strains.
Synergism.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos estdo entre 0s compostos mais frequentemente
prescritos, e a intensa e frequente utilizacdo favorece a pressao seletiva
aumentando o numero de cepas resistentes e, consequentemente, infeccbes mais
graves (BEOVIC, 2006; OLIVEIRA; MUNARETTO, 2010). O uso inadequado de
antimicrobianos pode comprometer a resposta clinica do paciente, aumentar custos
com internacdo e contribuir para o aumento da resisténcia bacteriana (MOTA et al.,
2010). A efetividade e disponibilidade de antimicrobianos estdo ameacadas pelo
aumento dos microrganismos multirresistentes. Tal problema afeta a comunidade e
0 governo, com maiores custos de tratamento, e maior tempo de internacdo dos
pacientes (HOEFLER et al., 2006).

Esse fato tem gerado grandes preocupacdes, pois além de diversas espécies
bacterianas se tornarem resistentes, mecanismos de resisténcia e transferéncia de

genes de resisténcia agravam o problema (MARTINS, 2006).

Por esses motivos, hd a necessidade da busca por novos antimicrobianos.
Além da descoberta de novas drogas, a combinacdo de drogas antimicrobianas
pode ser superior ao efeito de ambas substancias isoladas, sendo uma nova opcao

para o controle de infeccdes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infeccdes e resisténcia bacteriana

Em um ambiente hospitalar, os medicamentos sao as principais intervencdes
terapéuticas para o tratamento dos pacientes. Dentre 0S grupos mais prescritos
estdo os antimicrobianos (GURGEL; CARVALHO, 2008). Desde as primeiras
utilizacdes dos antimicrobianos, houve relatos de resisténcia bacteriana frente a eles
e, atualmente, essa resisténcia bacteriana € complexa, e ocorre em diversas
bactérias de importancia médica (GURGEL; CARVALHO, 2008; MEVIUS;
SPRENGER; WEGENER, 1999). A disseminacdo da resisténcia microbiana, afeta
ndo somente a area médica, como também a area veterinaria e a agronémica
(SFACIOTTE; VIGNOTO; WOSIACKI, 2014).

7

A resisténcia aos antimicrobianos é conhecida mundialmente, e este
problema gera consequéncias como: aumento do custo e do tempo de tratamento,
utilizacdo de medicamentos de alto custo, aumento do tempo de hospitalizacao,
isolamento do paciente em tratamento, aumento da gravidade e da frequéncia das
infecgcdes, maior mortalidade causada por infeccdes. Quatro fatores contribuem para
isso: prescricdo arbitraria de antimicrobianos; uso abusivo e inadequado desses
farmacos; transmissdo de microrganismos resistentes de um ambiente ao outro,
através de viajantes infectados (globalizacdo) e a falta de sistemas de vigilancia
epidemiologica para os microrganismos multirresistentes (GURGEL; CARVALHO,
2008).

Os paises da América Latina em geral, quando comparados aos Estados
Unidos e Europa, apresentam mais casos de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, principalmente por bacilos Gram-negativos ndo fermentadores,
enterobactérias produtoras de ESBL e bactérias Gram-positivas, incluindo MRSA
(REINERT et al., 2007; ROSSI, 2011).

Os beta-lactamicos foram os primeiros antibacterianos a serem inseridos na
pratica clinica. A penicilina foi a primeira droga inserida no mercado e, ap0s casos
de resisténcia em S. aureus, iniciou-se o uso da meticilina e oxacilina, penicilinas

semissintética, especificas para o tratamento de infecgbes por estafilococos
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produtores de beta-lactamases. Com a introducéo dessas drogas, varias epidemias
causadas por diferentes clones de MRSA ocorreram em diferentes regides
geograficas, sendo esse, um importante patdgeno em todo mundo (LOWY, 1998).
Com o aumento dos casos de MRSA, a prescricdo da vancomicina foi e tem sido
frequente. A primeira resisténcia a vancomicina foi descoberta em Enterococcus
faecium, na Franca (LECLERG et al., 1987). Posteriormente, foi encontrada essa
resisténcia em Enterococcus faecalis e também em S. aureus (CHANG et al., 2003;
SOMERVILLE et al., 2002). Outro importante mecanismo de resisténcia aos beta-
lactamicos é a producdo de ESBL por enterobactérias. As infec¢bes causadas por
bactérias produtoras dessa enzima oferecem um grande desafio a terapia
antibacteriana, pois as ESBL inativam as penicilinas, cefalosporinas (de todas as
geracbes) e monobactamicos, restringindo as opcdes de tratamento (LAGO;
FUENTEFRIA; FUENTEFRIA, 2010).

Outra fator envolvido na resisténcia é a enzima Klebsiella pneumoniae
carbapenemase, a KPC. Essa enzima confere resisténcia aos carbapenémicos,
além de inativar as penicilinas, cefalosporinas e os monobactamicos. A enzima KPC
€ um importante mecanismo de resisténcia no ambiente hospitalar, e seu
diagnéstico € importante no controle de sua disseminagéo, e reducdo da mortalidade

relacionada as infeccdes por essas bactérias (DIENSTMANN et al., 2010).
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2.2Estatinas

Em meados de 1971, foi descoberto que culturas do fungo Penicillium citrinum
produziam um potente inibidor da sintese de colesterol. Tal substancia € utilizada
por certos microrganismos como defesa contra outros que necessitam de esterois e
isoprenoides para seu metabolismo, j& que promove uma enorme disfuncéo

metabdlica, levando o microrganismo a morte (CONCEI et al., 2008).

O fungo P. citrinum produz um potente composto inibidor da enzima HMG-
CoA redutase e ap0s varios estudos, a estrutura da primeira estatina, a mevastatina
(ou compactina), foi descrita (ENDO, 1992). Em 1987 foi descoberta a lovastatina,
isolada de Aspergillus terreus e Monascus ruber (GINTER; SIMKO, 2009; LEIRIA,;
CARVALHO, 2007). Aléem da mevastatina e da lovastatina, foram desenvolvidas a
fluvastatina, a pravastatina e a sinvastatina (GINTER; SIMKO, 2009). Houve
introducdo de novos derivados sintéticos na industria farmacéutica, em 1996 e 1997,
sendo elas a atorvastatina e a cerivastatina. Essa ultima foi retirada do mercado em
2001 apos incidéncia de casos de rabdomiédlise (LEIRIA; CARVALHO, 2007) e em
2003, a rosuvastatina foi introduzida no mercado (GINTER; SIMKO, 2009).

As estatinas sdo conhecidas por sua acao na diminuicdo da sintese dos
lipideos, através da inibicdo da enzima HMG-CoA redutase, enzima essa que é
limitante na sintese do colesterol pela via do mevalonato, via responséavel pela
conversdo do HMG-CoA em mevalonato (ENDO; KURODA; TANZAWA, 1976). Além
disso, as estatinas apresentam também efeitos pleiotropicos, atuando
beneficamente para outros tratamentos: apresentam melhora na funcéo endotelial,
modulacdo nas respostas inflamatorias (JAIN; RIDKER, 2005; BERESWILL et al.,
2010; LEUNG et al., 2003), efeito antioxidantes, prevencao da formacéo de trombos
e propriedades anticarcinogénicas (KARP et al.,, 2008; KOCHUPARAMBIL et al.,
2011; CHO et al., 2008).

Além desses efeitos descritos, em 2007, foi descrita a atividade antibacteriana
da classe das estatinas. Antibidticos tradicionais, como a penicilina, sdo produtos
fungicos, e por esse fato Jerwood e Cohen resolveram investigar a agdo das
estatinas, também produto fungico (JERWOOD; COHEN, 2008).
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2.3Sinvastatina

A sinvastatina (Figura 1) é conhecida tanto por sua atividade
antihiperlipidémica, como também, por seus efeitos pleiotrépicos. Tais efeitos estao
relacionados a agéo anticancer (KOCHUPARAMBIL et al., 2011; CHO et al., 2008),
anti-inflamatéria (BERESWILL et al., 2010; LEUNG et al., 2003), antibacteriana
(BERGMAN et al., 2011; JERWOOD; COHEN, 2008; MASADEH et al., 2012), entre

outras.

A atividade antibacteriana de sinvastatina foi descrita pela primeira vez frente
a MRSA, MSSA, VRE e VSE (JERWOOD; COHEN, 2008). Posteriormente, também
apresentou efeito contra bactérias que causam infeccdo no trato respiratorio, tais
como: Streptococcus pneumoniae e Moraxella catarrhalis, porém n&o apresentou
acao contra Haemophilus influenzae (BERGMAN et al.,, 2011). Essa estatina
também apresentou atividade frente a diversas cepas bacterianas Gram-positivas e
Gram-negativas (MASADEH et al., 2012) e também reduziu significantemente a
formacao de biofilme em S. aureus (GRAZIANO et al., 2015; WANG et al., 2015).

O mecanismo de acdo da sinvastatina ainda esta sob estudo. Sabe-se que o
efeito antibacteriano é independente da enzima HMG-CoA redutase jA que essa
enzima possui uma classe estrutural diferente nos procariotos e eucariotos. Por esse
fato, a afinidade desta enzima bacteriana com as estatinas é 10.000 vezes menor do
gue com estas enzimas dos eucariotos (FRIESEN; RODWELL, 2004). O mecanismo
de acdo sugerido esta relacionado a propriedade hidrofébica da sinvastatina, que
leva a desestabilizacdo da membrana bacteriana, semelhante a um sabéo, levando
a morte celular. Outro possivel mecanismo de acdo € que essa caracteristica
hidrofébica € responsavel pelo aumento da LytA, levando a degradacdo do

peptideoglicano e inducéo da autolise em pneumococos (BERGMAN et al., 2011).
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Figura 1: Estrutura quimica da sinvastatina.

2.4Nanotecnologia

A nanotecnologia € um dos ramos da ciéncia que mais cresce e se
desenvolve nos ultimos anos. Essa ciéncia envolve processos materiais e produtos
na escala nanométrica (CHEN; SCHLUESENER, 2008) oferecendo oportunidade
para alterar o tamanho dos compostos, e reexplorar a atividade biolégica das
substéancias ja conhecidas (LARA et al., 2010).

A transicdo de microparticula para NP envolve o aumento da area de
superficie e mudancas nas propriedades. A acdo antibacteriana dos metais depende
da sua superficie de contato: uma area de superficie maior das NP permite uma
gama de interacdes com moléculas organicas e inorganicas (HERNANDEZ-SIERRA
et al., 2008).

As NPs sao usadas na medicina para diversos fins, como na terapia e
diagnostico para o tratamento de céancer, diabetes, asma e alergia (ALKALADI,
ABDELAZIM; AFIFI, 2014; HALEY; FRENKEL, 2008; KENYON et al., 2013).

Também possuem atividade antimicrobiana contra varias cepas de bactérias, fungos
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e virus, mesmo agueles resistentes a antibidticos (ELECHIGUERRA et al., 2005;
JAIN; RIDKER, 2005; KIM et al., 2008; MIRZAJANI et al., 2011).

As NPs podem ser sintetizadas utilizando inameros meétodos fisicos e
quimicos, bem como extratos de plantas e microrganismos, que possuem
capacidade de reduzir ions metdlicos para formar as NPs. A sintese utilizando
materiais ecologicamente corretos, como extratos de folhas de planta, bactérias e
fungos, ganhou enorme popularidade. Esse método de sintese avanca sobre os
meétodos fisicos e quimicos, pois ndo utiliza produtos quimicos toxicos, e a sintese &
em larga escala (SALAM et al., 2012).

NP tem sido aplicada em determinados materiais e com diferentes aplicac¢des.
Esses nanomateriais tém sido incorporados em diversos produtos comerciais na
area meédica, por possuirem atividade antibacteriana (CHEN; SCHLUESENER,
2008).

2.5 Nanoparticula de prata (AgNPs)

Os metais tém sido utilizados durante séculos como agente bactericida ou
bacteriostatico. Metais como prata, ouro, cobre e zinco apresentam diferentes
propriedades e espectro de acdo (GRUMEZESCU et al., 2010; KOWSHIK et al.,
2002).

A prata € conhecida ha tempos por sua propriedade antimicrobiana, mas as
aplicacbes médicas decresceram com o desenvolvimento dos antimicrobianos
tradicionais (LARA et al., 2010). Esse metal é utilizado ha milhares de anos em
diversas aplicacbes, como joias, utensilios, moedas, fotografia, explosivos, entre
outras. Dentre os usos da prata, sdo bastante explorados aqueles que utilizam sua
acdo desinfetante, para fins de higiene e medicinais. E utilizada, também, em
diferentes campos da medicina, como na cicatrizacdo de feridas ou impregnada em
materiais (CHEN; SCHLUESENER, 2008).

O efeito antimicrobiano das AgNPs esta ligado a soma de diversos
mecanismos. Varios estudos sugerem que ions de prata interagem com grupos

sulfidrilas das proteinas (LIAU et al., 1997; FENG et al., 2000), sendo essencial para
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inativacao bacteriana. Além disso, os ions de prata tém sido descrito por desacoplar
a cadeia de transporte de elétrons da fosforilacdo oxidativa, inibindo enzimas da
cadeia respiratéria ou interferindo com a permeabilidade da membrana (FENG et al.,
2000).

Um estudo mostrou que o mecanismo de acao das AgNPs est4 relacionada a
geracao de radicais livres (HUSSAIN et al., 2006). Os ions de prata possuem efeito
antimicrobiano conhecido e outras formas de prata também tem se mostrado efetiva,
contra infeccdes em recém nascidos, osteomielite severa crbnica, infeccao do trato
urinario e infeccdo relacionada a cateter venoso central (WHITE; COOPER;
KINGSLEY, 2001). Por esse fato muitos materiais antimicrobianos a base de prata,
estdo sendo desenvolvidos e alguns ja estéo disponiveis (KIM et al., 2007).

A acdo antimicrobiana das NPs depende da nanoparticula, método de
preparacdo, tamanho e formato das NPs e capacidade de inibir o crescimento de
varias cepas microbianas, ainda que sejam antibidtico-resistentes (HERMAN;
HERMAN, 2014).

As AgNPs séo vantajosas quando comparadas a ions de prata devido ao seu
tamanho, o que, por sua vez, melhora a capacidade de reagir com varias moléculas,
onde uma grande proporcdo de atomos estdo em contato imediato com a
ambientacdo e prontamente disponiveis para a reacdo (MORONES et al., 2005; LOK
et al., 2006).

Essas nanoparticulas podem ser sintetizadas por diversos microrganismos e
a variacado desse microrganismo pode modificar o tamanho e o formato das NPs,
alterando consequentemente a atividade (HERMAN; HERMAN, 2014). As AgNPs
sintetizadas por Aspergillus niger inibem eficientemente varios patdégenos, incluindo
bactérias e fungos. Essas nanoparticulas apresentaram acao contra S. aureus, E.
coli e P. aeruginosa (SAGAR; ASHOK, 2012). O fungo Fusarium oxysporum
apresenta capacidade de biossintetizar AgNPs (DURAN et al., 2005). Estudos
utilizando AgNPs sintetizada por esse fungo mostraram atividade antibacteriana
frente a Streptococcus agalactiae (BIASI-GARBIN et al., 2015) e frente a MRSA
(CARDOZO et al., 2013).
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A interacdo tamanho-dependente das AgNPs frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foi relatada (MORONES et al., 2005). As AgNPs com o
diametro pequeno possuem uma melhor propriedade antimicrobiana do que as
AgNPs com diametros maiores (PANACEK et al., 2006).

Foi descrito também a atividade formato-dependente. Um estudo comparou a
atividade antimicrobiana de diversos formatos de AgNPs contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Os nanocubos e as nanoesferas foram efetivas contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, enquanto 0s nanoprismas mostraram
baixa atividade frente a bactérias Gram-positivas (LI et al., 2010). A nanoparticula

triangular apresentou retardo no crescimento de E. coli (PAL et al., 2015).

Estudos mostraram efeito antibacteriano das AgNPs contra diversas cepas de
bactérias multirresistentes como E. coli resistente a ampicilina, P. aeruginosa
multirresistente, Streptococcus pyogenes resistente a eritromicina e MRSA N315
(LARA et al., 2010; CARDOZO et al., 2013). As AgNPs também mostraram atividade
antibacteriana contra S. mutans (HERNANDEZ-SIERRA et al., 2008) e S. agalactiae
(BIASI-GARBIN et al., 2015)

As AgNPs também apresentaram atividade antifingica. Em um estudo a
atividade frente a isolados clinicos e cepas ATCC de Trichophyton mentagrophytes e
Candida sp foi descrita. (KIM et al., 2008). E as AgNPs também apresentaram
atividade antiviral frente ao virus HIV-l (ELECHIGUERRA et al., 2005).
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2.6 Interacao de AgNPs e estatinas com outros compostos

A combinagéo de determinados compostos com outros antimicrobianos € uma
opcao promissora para o0 controle de microrganismo multirresistentes. Tal
combinacdo resulta em um efeito antimicrobiano mais potente quando utilizados
isoladamente (HERMAN; HERMAN, 2014).

A combinagédo de diferentes antimicrobianos convencionais com AgNPs foi
investigada contra algumas bactérias, como S. aureus e E. coli. Antimicrobianos
como amoxicilina, penicilina G, eritromicina, clindamicina e vancomincina tiveram
sua atividade antibacteriana aumentada na presenca de AgNPs (LI et al., 2005;
SHAHVERDI et al., 2007).

As AgNPs mostraram efeito sinérgico quando combinadas a ceftazidime,
efeito aditivo com estreptomicina, canamicina e polimixina B, e efeito antagbnico
com cloranfenicol, frente a diversas cepas de microrganismos testados (JAIN et al.,
2009). A combinagdo de amoxicilina com AgNPs resultou em um efeito sinérgico
contra E. coli (LI et al., 2005) e, além disso, outro estudo relatou o aumento da
atividade antibacteriana de ampicilina, canamicina, eritromicina e cloranfenicol na
presenca das AgNPs contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas
(FAYAZ et al., 2010). Esses dados indicam que a associa¢do de AgNPs com outros
antimicrobianos é uma promissora estratégia para o controle de infec¢bes por

bactérias resistentes.

Alguns estudos realizados mostraram resultados interessantes da
combinacdo de AgNPs e outros na atividade antimicrobiana. A combinagdo de
eugenol com AgNPs mostrou efeito sinérgico frente a diversas cepas de S.
agalactiae (BIASI-GARBIN et al., 2015). A interacéo entre phenazina-1-carboxamida
e AgNPs apresentou efeito sinérgico contra MRSA N315 (CARDOZO et al., 2013).
Quando combinada a AgNPs com cinamaldeido apresentam efeito sinérgico contra
bactérias ndo formadora de esporos (E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter sakazakii,
S. enterica, S. aureus, Micrococcus luteus, Listeria monocytogenes e Vibrio fluvialis
multirresistente), e efeito aditivo frente a bactérias formadoras de esporos

(Clostridium perfrigens e Bacillus cereus) (GHOSH et al., 2013).
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As estatinas também apresentam interacdo quando combinadas a outros
antimicrobianos. Um estudo mostrou interagdo aditiva e sinérgica entre estatinas e
azois (antimicotico). A fluvastatina, apesar de seu efeito inibitorio contra os fungos
investigados, interagiu sinergicamente com 0s azOis contra a maioria das cepas
testadas (NYILASI et al., 2010). Chamilos e colaboradores mostraram que a
lovastatina combinada com triaz0is apresenta efeito sinérgico, sugerindo esta
associacdo para uma possivel aplicacdo clinica contra fungos Zigomicetos
(CHAMILOS et al., 2006).

Diante disso, a combinacdo de diferentes compostos constitui uma
promissora area de pesquisa, ja que representa um potencial terapéutico contra

infeccbes por microrganismos multirresistentes.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antibacteriano da

sinvastatina em interacdo com as nanoparticulas de prata biolégica.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito antibacteriano da sinvastatina e das nanoparticulas de prata,
bem como a interacdo dos compostos.

- Analisar a cinética de inibicdo dos compostos individualmente e a interacéo
entre ambos.

- Verificar as alteracdes morfolégicas na célula bacteriana na presenca dos

compostos.
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RESUMO

Os antimicrobianos sdo amplamente utilizados na agricultura, na veterinaria e clinica
meédica e, devido a essa intensa e indevida utilizacdo, tem ocorrido o aumento do
namero de bactérias resistentes a esses medicamentos. Dessa forma, novos
farmacos sdo necessarios. As estatinas sdo conhecidas por seu efeito
antihiperlipidémico, e alguns estudos tém demonstrado que esse grupo de farmacos
também possui atividade antibacteriana. Neste estudo, avaliou-se a atividade
antibacteriana da combinacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas por
Fusarium oxysporum, com a sinvastatina, contra a cepas de Staphylococcus aureus
e Escherichia coli. A sinvastatina mostrou um efeito antibacteriano contra cepas de
S. aureus, incluindo cepa resistente a meticilina (MRSA), com a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) variando de 62,5 a 250 pug mlt. O ensaio do Checkerboard e
curvas de crescimento e morte mostraram um efeito sinérgico da combinagdo, com a
eliminacéo total de MRSA N315 apds 10 h de incubacao, e reducéo de 75% nas CIM
de ambos compostos. As imagens da Microscopia Eletronica de Varredura
mostraram uma formacdo de protrusbes na superficie da MRSA N315 apoés o
tratamento com AgNPs e formacgdo de uma grande massa amorfa ap0s o tratamento
com sinvastatina, bem como ambas as caracteristicas com a combinacdo dos dois
compostos. Nossos resultados indicam que a combinacéo de sinvastatina e AgNPs
€ uma alternativa no controle de infec¢des, incluindo MRSA. Além disso, esta
associacdo apresenta potencial para aplicacdo em produtos farmacéuticos e

hospitalares.

PALAVRAS-CHAVE: Antibacteriano/ nanoparticulas metalicas/ estatina/ cepas

multirresistentes/ sinergismo.
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1. INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo compostos amplamente utilizados em hospitais, e 0 uso
indevido dessas drogas favorece a resisténcia microbiana, agravando a infecgéo e
aumentando os custos de assisténcia a satde (BEOVIC, 2006). Consequentemente,

existe uma grande necessidade da pesquisa de novas opc¢des de tratamento.

As estatinas sdo conhecidas por seu efeito antihiperlipidémico, bem como efeitos
pleiotrépicos, tais como acgdo anti-inflamatéria e antitrombdtica, entre outras
(FRIESEN; RODWELL, 2004; JAIN; RIDKER, 2005). O primeiro estudo que
descreve o efeito antibacteriano das estatinas relatou que a sinvastatina (Fig. 1) e
fluvastatina apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus meticilina
sensivel (MSSA), S. aureus meticilina resistente (MRSA), Enterococcus vancomicina
sensivel (VSE) e Enterococcus vancomicina resistente (VRE) (JERWOOD; COHEN,
2008).

A prata tem sido usada amplamente ha milhares de anos, em diversas
aplicacoes, e materiais antimicrobianos a base de prata estdo sendo desenvolvidos.
Alguns ja estdo disponiveis em joias, utensilios e até mesmo impregnados em
materiais (CHEN; SCHLUESENER, 2008).

As AgNPs séo vantajosas quando comparadas a ions de prata devido ao seu
tamanho, o que, por sua vez, melhora a capacidade interagir com varias moléculas
(LI et al., 2005), ja que uma grande proporcao de atomos estdo em contato imediato
com o ambiente, e prontamente disponiveis para a reacdo (MORONES et al., 2005;
LOK et al., 2006).

De acordo com a literatura, os resultados da combinacdo de AgNPs com outros
compostos antimicrobianos € uma estratégia promissora para controlar infecgoes,
causadas por bactérias resistentes (FAYAZ et al., 2010; CARDOZO et al., 2013).
Essa combinacgéo resulta em um efeito bactericida melhor quando comparada com
0s mesmos farmacos utilizados separadamente (HERMAN; HERMAN, 2014). As
AgNPs mostraram diferentes interagcdes com outros antimicrobianos, dependendo da

cepa de microrganismo e o composto testado (JAIN et al., 2009). A ampicilina, a
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canamicina, o0 cloranfenicol e a eritromicina mostraram maior atividade
antibacteriana quando combinadas com AgNPs (FAYAZ et al., 2010). A amoxicilina
combinada com AgNPs resultou em um efeito sinérgico contra E. coli (LI et al.,
2005). A fenazina-1-carboxamida quando combinada a AgNPs também resultou em
um efeito sinérgico contra MRSA (CARDOZO et al., 2013), e o eugenol combinado
com AgNPs mostrou o mesmo efeito sinérgico contra Streptococcus agalactiae
(BIASI-GARBIN et al., 2015). A combinagcdo de AgNPs com cinamaldeido mostrou
efeito sinérgico contra cepas bacterianas formadoras de esporos (GHOSH et al.,
2013).

Neste estudo, avaliou-se a atividade antibacteriana de sinvastatina combinada

com AgNPs contra algumas cepas bacterianas, incluindo os multirresistentes.

HO, O

Figura 1: Estrutura quimica da molécula de sinvastatina.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Compostos

A sinvastatina foi obtida comercialmente (Henan Topfond Pharmaceutical Co.
Ltda.), e dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®) (BERGMAN et al.,

2011), a uma concentragdo estoque de 5 mg ml2.

As AgNPs foram obtidas biologicamente, como descrito anteriormente (DURAN;
MARCATO; ALVES; ESPOSITO, 2005). O fungo Fusarium oxysporum foi cultivado
em agar malte (Difco®) contendo 0,5% de extrato de levedura, por 6 dias a 28 °C.
Em seguida, 10 g de biomassa fungica foi transferida em 100 ml de agua destilada
estéril, e incubada com agitacdo constante (150 rpm), durante 72 h a 28 °C.
Subsequentemente, a biomassa foi recuperada por filtracdo sob vacuo e
adicionamos o AgNOz ao sobrenadante, para uma concentragédo final de 103 M. O
sistema foi incubado em ambiente escuro durante 72 h a 28 °C. As AgNPs foram

purificadas e caracterizadas usando o Zeta Sizer (Malvern).

2.2 Cepas bacterianas

Neste estudo foram usadas duas cepas padroes de MSSA (ATCC 25923 e
ATCC 29213), duas cepas de MRSA (BEC 9393 e N315), Escherichia coli ATCC
25922 e E. coli 176 produtora de ESBL. A cepa de MRSA N315 (KURODA et al.,
2001) foi cedida pela Profa. Dr. Elsa Masae Mamizuka (Universidade de S&o Paulo,
S&do Paulo-SP, Brasil) e a cepa de MRSA BEC 9393 (CURY et al., 2009) foi cedida
pela Profa. Dr. Agnes Marie S& Figueiredo (Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro-RJ, Brasil). A cepa de E. coli ESBL 176 foi cedida pela Profa. Dra.
Elaine Carolina Vespero (Hospital Universitario da Universidade Estadual de
Londrina, Londrina-PR, Brasil). As cepas bacterianas foram armazenadas em caldo
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Difco®) contendo glicerol a 20% (2,5 M) (Sigma-
Aldrich®), a -80 ° C.



31

2.3 Determinacao da CIM e tipo de interacdo entre os compostos na
atividade antibacteriana

Determinou-se a CIM por ensaios de microdiluicdo em caldo, em microplacas
de 96 pocos (Corning®) (CLSI, 2012). Diferentes concentracdes de sinvastatina (15,6
ug mlit a 250 ug mlt) e AgNPs (7,8 uM a 125 uM) foram testadas. Coldnias
bacterianas, crescidas durante 18-24 horas em MHA (Difco®), foram diluidas em
salina, e a quantidade de bactérias ajustada na escala 0,5 de McFarland
(correspondente a 1,5 x 108 UFC ml?'). As suspensées bacterianas foram, entdo,
diluidas em caldo MHC (Difco®), colocadas em microplacas de 96 pocos a uma
densidade de 5,0 x 10° UFC ml e como controle negativo, foi adicionado DMSO
(Sigma-Aldrich®) em MHB nas concentragfes iguais as usadas para diluir a
sinvastatina. As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 18 h e, em seguida, a

leitura foi realizada através da turbidez.

Depois de determinar a CIM, o tipo de interacdo entre oS compostos na
atividade antibacteriana foi avaliado pela técnica de Checkerboard, em que dois
gradientes de concentracdo foram realizados (um para sinvastatina e um para
AgNPs) na mesma microplaca. Diferentes concentracbes dos compostos
combinados foram adicionadas com 50 pl de MHC. Apés a diluicdo, o inoculo
bacteriano, previamente diluido, foi adicionado em salina estéril na concentracéo de
5,0 x 10° UFC mlt. A microplaca foi incubada a 37 °C durante 24 h e, em seguida,
analisada (KELLY; MATSEN, 1976).

Para definir e qualificar a interacdo entre os dois compostos obtida pelo
Checkerboard, o indice de Concentracéo Inibidora Fracionada (CIFI) foi calculado,
utilizando a seguinte equacédo: CIFI= A/CIMa + B/CIMb (CHIN; WEITZMAN, 1997).
Sendo que A e B séo a concentragcdo da combinacdo dos compostos e CIMa e CIMb
sdo as CIM dos compostos separados. Interpretamos a CIFlI de acordo com o
seguinte indice: <0.5, interacdo sinérgica; >0.5-1.0, interacdo de aditismo; >1 e <4,

indiferente 24, interagdo de antagonismo.
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2.4 Curva de crescimento e morte

A curva de crescimento e morte foi determinada de acordo com o National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1999). Para quantificar o
efeito dos compostos no crescimento bacteriano, foi construida uma curva de
crescimento e morte na presenca de sinvastatina e AgNPs. Os dois compostos
foram testados isoladamente e em combinacdo, e comparados com o controle
positivo (sem antimicrobianos). Em diferentes tempos de incubacéo (0, 2, 4, 7, 10 e
24 h), aliguotas foram diluidas e semeadas em MHA para posterior contagem de
UFC. As curvas foram construidas a partir do nimero de UFC ml* em funcgéo do

tempo de incubagao (h).

2.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A cepa MRSA N315 foi incubada a 37 °C durante 3 h em diferentes condi¢des
(tratada com 500 pg ml?! de sinvastatina; tratada com 125 uM de AgNPs, tratada
com a combinagdo de 125 pug mlt de sinvastatina e 62,5 pM de AgNPs, e sem
tratamento). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5310 x g, e lavadas
com 0,1 M de tampao fosfato salino (PBS), pH 7,4. Um volume de 20 pul da
suspensdao de células de MRSA N315 (10 UFC ml?) foi adicionado em laminulas de
vidro previamente revestidas com uma camada fina de poli-L-lisina (10%) (Sigma-
Aldrich®). Depois, foi fixado o material em cada laminula com 1 ml de glutaraldeido a
2% (Sigma-Aldrich®), paraformaldeido a 2% (Sigma-Aldrich®), e solucdo de tampéo
de cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) (Sigma-Aldrich®) durante 12 h, seguido por
pos-fixacdo em OsO4 (Sigma-Aldrich®) a 1% durante 2 h.

Subsequentemente, as amostras foram desidratadas gradualmente em etanol
(70, 80, 90 e 100%) e secas ao ponto critico com CO2 (BALTEC CPD 030 Ciritical
Point Dryer). As laminulas foram colocadas em “stubs” revestindo-as com ouro,
(BALTEC SDC 050 Sputter Coater) e finalmente examinadas usando um
Microscopio Eletrénico de Varredura FEI Quanta 200 (GONCALVES et al., 2011).
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2.6 A anélise estatistica

Os resultados foram avaliados por analise de variancia e desvio padréo,
usando o BioEstat 5.0. Consideramos p<0,05 significativo. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacdo de nanoparticulas de prata

As AgNPs foram caracterizadas usando um Zeta Sizer (Malvern) e mostraram
um tamanho variando entre 95,52 e 211,5 nm.

3.2 Determinacédo da CIM e testes de atividade sinérgica

Cepas de S. aureus foram inibidas por sinvastatina e AgNPs, enquanto que as
cepas de E. coli ndo foram sensiveis a sinvastatina (Tabela 1) mas foram para
AgNPs. Contra a MRSA N315, a sinvastatina e as AgNPs mostraram uma CIM de
62,5 ug mlt e 125 uM, respectivamente. Contra E. coli 176 produtora de ESBL, a
sinvastatina ndo apresentou atividade, enquanto as AgNPs apresentaram uma CIM
de 62,5 pM.

Os resultados do Checkerboard (Tabela 1) mostraram que houve efeito
sinérgico ou aditivo entre os compostos, dependendo da cepa testada. Para MRSA
N315 e MSSA ATCC 25923, o efeito foi sinérgico. Quando utilizados em
combinacéo, a CIM foi reduzida em 75%.
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Tabela 1: Resultados da Concentragao Inibitoria Minima (CIM), Checkerboard e indice de Concentragéo Inibitoria
Fracionada (CIFI) para cepas bacterianas.

CIM Checkerboard
Cepas bacterianas  Sinvastatina ~ AgNPs (uM) Sinvastatina e AgNPs (ug ml- CIFI Efeito
(ug mi?) L pm)
MSSA ATCC 25923 62,5 125 15,62; 31,25 0,5 Sinergismo
MRSA N315 62,5 125 15,62; 31,25 0,5 Sinergismo
MSSA ATCC 29213 62,5 125 31,25; 31,25 0,75 Aditismo
MRSA BEC 9393 250 125 31,25; 62,5 0,62 Aditismo
E. coli ATCC 25922 >250 62,5 62,5; 62,5 1,25* Indiferente*
E. coli 176 >250 62,5 15,62; 31,25 0,75* Aditismo*

produtora de ESBL

CIM: concentracdo inibitéria minima; CIFI: indice de concentracdo inibitéria fracionada, calculado como
anteriormente descrito (CHIN; WEITZMAN, 1997) e interpretado da seguinte forma: CIFI<0,5, interacéo sinérgica;
>0,5 e 1,0, interagdo de aditismo; >1 e <4, indiferente; 24, interagdo de antagonismo. AgNPs: nanoparticulas de
prata. MRSA: Staphylococcus aureus meticilina resistente; MSSA: Staphylococcus aureus meticilina sensivel;
ATCC: do inglés “American Type Culture Colection”; ESBL 176: cepa de E. Coli produtora de beta-lactamases de
espectro estendido *CIFI foi calculado com base no CIM sinvastatina de 250 ug mi.

3.3 Ensaio curva de crescimento e morte

Os resultados mostraram que a sinvastatina possui um efeito bacteriostatico
contra MRSA N315 (Fig. 2). As AgNPs apresentaram um efeito bactericida em 24 h.
A combinacao dos dois compostos resultou em diminuicdo do numero de UFC de 4-
log (p<0,05) e 6-log (p<0,05) em comparacdo com o controle, depois de 4 h e 6 h de
incubacao, respectivamente. Em 10 h, todas as células da populacdo bacteriana

foram inibidas por sinvastatina e AQNPs combinados (p<0,05).
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Figura 2: Curva de crescimento e morte para Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) N315.
Tratamento de nanoparticulas de prata (AgNPs) na concentracdo de 125 pM; tratamento com 62.5 pug ml! de
sinvastatina; AgNPs e sinvastatina em combinagdo, na concentragdo de 31,25 uM e 15,62 pg mi?,
respectivamente.

3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens obtidas por MEV mostraram alteracdes na morfologia da superficie
celular de MRSA N315 tratada com 3 h de incubacéo (Figuras 3C, 3D, 3E, 3F, 3G e
3H). Imagens do controle (bactéria sem antimicrobianos) ndo apresentaram
alteracdes morfoldgicas e possuia um grande numero de células (Figura 3A e 3B). O
tratamento com sinvastatina e AgNPs separadas, e em combinagcdo, mostraram
diminuicdo na densidade celular (Figuras 3C, 3D, 3E, 3F, 3G e 3H). O tratamento
com AgNPs causou alteracdes na morfologia das células, com a formacédo de
protrusdes na superficie celular na maioria delas, tornando-as deformadas (Figura
3E e 3F). Com o tratamento da sinvastatina, algumas células mantiveram
inalteradas, enquanto outras mostraram deformagfes na superficie celular; as
imagens mostraram a formacdo de uma grande massa amorfa, causada pela
destruicdo das células bacterianas (Figura 3C e 3D). As células tratadas com
sinvastatina e AgQNPs combinadas apresentaram os dois tipos de alteracfes, sendo
possivel identificar as protrusdes na superficie das células, caracteristicas do

tratamento com AgNPs, e formacdo de uma massa amorfa, caracteristico do
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tratamento com sinvastatina, mostrando a interagao entre os dois compostos (Figura
3G e 3H).
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Figura 3: Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de Staphylococcus aureus resistente
meticilina (MRSA) N315 depois de 3h de incubagdo. A: Controle positivo 25.000x. B: Controle positivo
50.000x. C: Tratamento com 500 pg ml?t de sinvastatina em 25.000x. D: Tratamento com 500 pg mi? de
sinvastatina em 50.000x E: Tratamento com 125 uM de AgNP em 25.000x. F: Tratamento com 125 uM de
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AgNP em 50.000x. G: Tratamento com 125 pg ml? de sinvastatina e 62,5 uM de AgNP combinadas em
25.000x. H: Tratamento com 125 pg mi de sinvastatina e 62,5 uM de AgNP combinadas em 50.000x.

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelo ensaio de microdiluicio em caldo mostraram um
efeito inibidor da sinvastatina contra cepas de MSSA e MRSA. Vérios estudos tém
mostrado que a sinvastatina possui um efeito antibacteriano contra cepas de S.
aureus, com CIM variavel (JERWOOD; COHEN, 2008; COBAN et al., 2010;
MASADEH et al., 2012; WANG et al., 2015). Em geral, os valores de CIM sdo mais
elevados em MRSA do que em MSSA, porém néo foi observado no presente estudo
esse comportamento. E. coli (ESBL 176 e ATCC 25922) ndo mostrou sensibilidade a
sinvastatina. Os mesmos dados foram obtidos em um estudo anterior (COBAN et al.,
2010).

Os resultados para AgNPs mostraram um efeito inibitério contra S. aureus e
E. coli. A CIM obtida no nosso estudo mostrou um efeito antibacteriano contra esses
micorganismos. As AgNPs mostraram atividade contra todas as amostras de S.
aureus e E. coli testadas. O mesmo efeito inibitério contra S. aureus e E. coli foram
reportados em estudos anteriores (KIM et al., 2007; MIRZAJANI et al., 2011).

As AgNPs combinadas com outros compostos, mostraram uma interacao
sinérgica. A combinacdo de AgNPs com fenazina-1-carboxamida resultou na
diminuicdo de 32 vezes na CIM (CARDOZO et al.,, 2013). As mesmas AgNPs em
combinacdo com o eugenol mostraram um efeito sinérgico contra Streptococcus
agalactiae (BIASI-GARBIN et al., 2015). Em nosso estudo, a sinvastatina quando
combinada com estas AgNPs mostrou um efeito sinérgico contra algumas cepas de

S. aureus.

De acordo com estudos anteriores (WELSH et al., 2009; WANG et al., 2015)
as estatinas tém um efeito bacteriostatico contra cepas de S. aureus, e resultados
semelhantes foram obtidos no presente estudo, onde a sinvastatina mostrou inibicéo
do crescimento de MRSA. No entanto, quando a sinvastatina e AgNPs foram usadas
em combinacédo, eliminaram todas as bactérias em apenas 10 h de incubacdo. O

estudo da combinacdo de estatinas e outros compostos contra bactérias nao foi
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relatada na literatura. Os nossos resultados mostraram que a sinvastatina usada em
combinagdo com AgNPs causou uma diminui¢cdo de 2-log na populacdo bacteriana
em 4 h, além dos valores de CIM diminuirem 4 vezes para ambos, indicando um

efeito sinérgico entre os dois compostos.

Um estudo relatou que o efeito antibacteriano das estatinas é independente
da enzima HMG-CoA redutase, enzima limitante na via do mevalonato humana, cujo
produto dessa via, € o colesterol (FRIESEN; RODWELL, 2004). O mecanismo de
inibicdo da HMG-CoA redutase nao esta envolvido nesse efeito, porque a classe
estrutural dessa enzima difere em procariotos e eucariotos (FRIESEN; RODWELL,
2004). Outro possivel mecanismo de acdo é o aumento da LytA, resultando na
degradacdo de peptideoglicano e na inducdo de autdlise como descrito em
pneumococos (BERGMAN et al., 2011).

O efeito inibitério de AgNPs é, provavelmente, a soma de varios mecanismos
de acdo. Os estudos sugerem que o0s ions de prata reagem com os grupos sulfidrilas
das proteinas (LIAU et al., 1997; FENG et al., 2000). Foi relatado que os ions de
prata em concentracbes micromolares interferem na cadeia de transporte de
elétrons da fosforilagdo oxidativa pela inibicdo das enzimas da cadeia respiratoria,

ou interferem com permeabilidade da membrana (FENG et al., 2000).

Estudos envolvendo sinergismo tém sido especialmente importantes para
contribuir com o controle de infec¢des por bactérias multirresistentes (LOK et al.,
2006; BIASI-GARBIN et al., 2015). Existe uma grande necessidade para o
desenvolvimento de antimicrobianos e para buscar novos tratamentos, além da
pesquisa de novos compostos, combinagcdes com o0s antibidticos convencionais
foram testados. A sinvastatina quando combinada com AgNPs apresentou uma
eficiente atividade antibacteriana, podendo ser uma boa alternativa no controle de
infecgbes causadas principalmente por S. aureus. Essa combinagao tem um efeito
maior do que ambas substancias separadas, estabelecendo uma nova perspectiva

no tratamento de infecgdes.

Em conclusao, nosso estudo mostrou diferentes interagcdes entre sinvastatina

e AgNPs contra isolados bacterianos padréo e clinicos. Esses dados sugerem que a
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7

combinagdo desses compostos € uma nova opgcao para controle para infeccoes
bacterianas.
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7. CONCLUSAO

A sinvastatina e as nanoparticulas de prata constituem eficientes
antimicrobianos. A combinacdo da sinvastatina com nanoparticulas de prata
apresentou atividade antibacteriana, mostrando um grande potencial para o controle

de infecgbes bacterianas.





