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RESUMO

O sentido da visdo se mostra muito importante para as atividades cotidianas, de forma
pessoal ou profissional, e qualquer alteragao que cause baixa visual ou até mesmo a cegueira
decorre em prejuizo social e econdmico, tanto em um ambito individual como coletivo. As
causas mais prevalentes de baixa visual sdo os erros refracionais: miopia, hipermetropia,
astigmatismo e presbiopia. Os erros refracionais podem ser corrigidos com dculos, lentes de
contato ou com cirurgias refrativas. Apesar do advento das cirurgias refrativas nos ultimos
anos, o uso de lentes de contato ainda se mostra crescente, por serem uma opg¢ao pratica,
confortavel e de baixo custo para corrigir as ametropias. Apesar da praticidade, existem
alguns riscos que vao desde simples desconfortos até uma possivel ceratite infecciosa. Como
forma de evitar essas complicacdes infecciosas potencialmente graves, sdo usadas
substancias desinfetantes com agdo bactericida para higienizagdo das lentes de contato. E
diante do desenvolvimento de resisténcia bacteriana, faz-se necessario a ponderacdo de
novos ativos com esse mesmo proposito. O objetivo desse estudo foi avaliar a acdo
antimicrobiana de nanoparticulas de zeina carregadas com acido anacardico, extraido da
casca da castanha de caju, em biofilmes de Staphylococcus aureus. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata. Biofilmes de S. aureus foram formados em lentes de contato e em
fundo de placa de cultura de células de 24 pogos. Os seguintes grupos foram testados: 1)
Salina — Solu¢do de NaCl 0,89%; 2) Nano — Nanoparticulas de zeina ndo carregadas com
acido anacérdico; 3) Nano + AA - Nanoparticulas de zeina ndo carregadas com acido
anacardico; 4) Renu - solugdo desinfetante Renu®. A cada 24h de formacgao, os biofilmes
foram submetidos a imersao por 30 min nas solugdes descritas anteriormente. Apos 48h, o
biofilme foi coletado, diluido e plaqueado. As placas foram incubadas por 24h em estufa
bacterioldgica a 37°C. Apos esse periodo, foi realizada a contagem de unidades formadoras
de colénia/mL (UFC/mL). Os resultados dos ensaios microbiologicos foram transformados
para logaritmo na base dez e foram calculadas as médias e desvios-padrdes de cada grupo.
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de D’Agostino & Pearson e entdo
realizado o teste ANOVA seguido de pos-teste Tukey (nivel de significancia 5%). Como
resultados, observou-se no experimento em lentes de contato que o grupo Nano + AA
apresentou o menor nimero de UFC/mL (3,9042,40), sendo diferente estatisticamente do
grupo Salina (6,80+0,50) e do grupo Renu (7,36+0,34). No experimento em fundo de placa,
foi verificada a auséncia de UFC/mL no grupo Grupo Nano+AA. Conclui-se que a
formulacao a base de nanoparticulas de zeina carregadas com acido anacardico apresenta
potencial efeito antimicrobiano em biofilmes de S. aureus formados em lentes de contato e
em placa de cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Anacardium occidentale; nanoparticulas; Staphylococcus aureus;

biofilme; lentes de contato.



ABSTRACT

The vision proves to be very important for daily activities in a personal or professional level
and any alteration that causes a decrease in eye sight or even blindness results in social and
economical harm for the one suffering, as well as to the society around them. The main
causes for decrease in vision are: refraction disorder, myopia, hypermetropia, astigmatism,
and presbyopia. Refraction disorders can be corrected with the use of glasses, contact lenses
or surgically. Despite the implementation of refractive surgeries in the last years, contact
lens wear keeps growing due to be a practical and comfortable option, and because its low
cost to correct ametropias. The downside to these simple choices are the risks that go from
just discomfort to infectious keratitis. An option to avoid these complications potentially
harmful is the use of bactericidal disinfectants to sanitize contact lenses. In front of the
development of bacteria resistance, the need of new formulations with this purpose are
needed. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of nanoparticles of
zein loaded with anacardic acid extracted from cashew nut in Staphyloccocus aureus
biofilm. The experiments were performed in triplicated. Biofilms of S. aureus were formed
in contact lenses and 24-well cell culture plates. The following groups were tested; 1) Saline
- NaCl 0,89% solution, 2) Nano — nanoparticles of zein not loaded with anacardic acid, 3)
Nano + AA - nanoparticles of zein loaded with anacardic acid, 4)Renu — Renu® disinfectant
solution . Every 24 hours of formation, the biofilms were immersed for 30 min in the
solutions described above. After 48 hours the biofilm was collected, diluted and plated. The
plates were incubated for 24 hours in bacteriologic chamber at 37°C. After this, the colony
forming units/mL were calculated. The microbiologic results were converted to logarithms,
and the average and the standard deviation were calculated in each group. This data was
submitted to D’ Agostino & Pearson normality test and then ANOVA test was done followed
by post-test Tukey’s (level of significance 5%). In the results, it was observed that on the
experiment with contact lenses, the Nano +AA group presented the lower number of
CFU/mL and it was statistically different from the Saline and Renu groups. On the 24-well
cell culture plate, it was noted the absence of CFU/mL in the Nano+AA group. In conclusion
the formulation of nanoparticles of zein loaded with anarcadic acid presents antimicrobial
effect in S. aureus biofilms formed in contact lenses and cell culture plate. However, studies
analyzing the toxicity of this formulation in ocular tissue and the analysis of possible adverse
effects of anacardic acid in the contact lenses are necessary.

KEY-WORDS: Anacardium occidentale; nanoparticles; Staphylococcus aureus; biofilm;

contact lenses.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ilustragao da formagao do biofilme. 1. Agregagao bacteriana 2. Adesao bacteriana
3. Formacao de microcolonia. 4. Biofilme maduro 5. Dispersao do biofilme.

Figura 2. Estrutura quimica do acido anacardico tri insaturado.

Figura 3. Modelo esquematico de protocolo de ativacao da cepa de S. aureus ATCC 25923
Figura 4. Placa de 24 pocos contendo meio de cultura BHI caldo (esquerda da imagem) e
solucdes testadas no experimento (direita da imagem).

Figura 5. Biofilme j& formado em lente de contato.

Figura 6. Analise da viabilidade bacteriana de biofilme de S. aureus formado em lentes de
contato apo6s aplicacao das formulagoes.

Figura 7. Analise da viabilidade bacteriana de biofilme de S. aureus formado em fundo de

placa de cultura de células de 24 pocos apos aplicagao das formulagdes.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Média e Desvio padrao do nimero de unidades formadoras de colonia/mL nos
diferentes grupos experimentais, no experimento 1 (biofilme formado em lentes de contato).
Dados expressos em logaritmo na base 10.

Tabela 2. Média e Desvio padrao do nimero de unidades formadoras de colonia/mL nos
diferentes grupos experimentais, no experimento 2 (biofilme formado em placa de 24 pogos).

Dados expressos em logaritmo na base 10.



AA
BHI
EDTA
UFC
LCC
MRSA
NANO
OMS
PDI
PHMB
PNPIC
SUS

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido anacardico

Agar infusio cérebro-coragdo
Edetato dissodico

Unidades Formadoras de Colonia
Liquido da casca da castanha

S. aureus meticilina resistente
Nanoparticulas de zeina
Organizag¢ao Mundial de Saude
Indice de polidispersao
Polihexametil biguanida

Poitica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares

Sistema Unico de Saude



SUMARIO

Resumo
Abstract
Lista de figuras
Lista de tabelas

Lista de abreviaturas

LINTRODUGCAGQ.....uititiitiinninneissnnnsnisssissssisssssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 09
2. JUSTIFICATIV A...uuoiiiiiiiinninnesssissnesssisssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 19
3. OBJETIV O.uiiiiiiiinsnisninssenssicsssissssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssas 20
4. METODOLOGIA......uuuoutiiriiiniineinninsnisssicssensssesssessssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 21
4.1TIPO de ESTUAO...cceiiercnerieniirrricsssnsicsssssnrissssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 21
4.2 Obtencao das NANOPArtiCULAS....ccceierreieirsricssricssanesssaresssaressssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 21
4.3 Preparo do INOCUI0......uuiccieieireiesseicsssnisssanesssanesssanesssasssssasessssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnns 21
4.4 Ativacao e ajuste da concetracio do INOCUIO.......ccocereeererersrercsseresseressreresssnsesssssssanns 22
4.5 Formacao do bDiofillme........cccooiivnnnneniiiiciiinnssssnnnsiicesssssssssnsssseccssssssssssssssscssssssssssssssssssss 22
4.6Aplicacio das formulacdes controle e eXperimentais.......cccceeeeeecsssnerccsssnssecsssassecsans 12
4.7 Coleta do DIOIIME......uucecnueeeiieiiiiniieisniicssnnesssnnecssneeissntecssseesssessssseesssssessssessssssssssssssssnes 24
4.8 ANAlise de dad0S......cueeeueineiiseiiseiisennienissinseicssnssensssecssessssnsssssssssssssssssssssssssssessassssssns 25
5. RESULTADOS....cuuiiiitineinntinnisssesssissstsssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
6. DISCUSSAQ....coiinrincisinssisssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29
7. CONCLUSOES.....cuimininninsisinssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 33

REFERENCIAS. ....oveveeeeeeveeeessesssesesssssssssssssnsssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssasssssssssssssssnns 34



1. INTRODUCAO

O sentido da visdo tem grande valor social, representando um meio de comunicagao
fundamental, tanto para as relagdes interpessoais como para as atividades profissionais. A
baixa visual ¢ um problema de alta prevaléncia com frequente impacto negativo, seja sobre
a qualidade de vida, autoestima, problemas psicologicos ou ainda econdmicos
(CASTAGNO, 2009; MEDINA, 2011).

A Classificagdo Internacional de Doencas 11, de 2018, classifica a perda visual a
distancia em quatro categorias, segundo a tabela de classificacdo de Snellen. Dessa forma,
classificamos como perda visual leve a acuidade visual até 20/40; moderada, a acuidade
visual até 20/60; severa, a acuidade visual até 20/200; e cegueira, a acuidade visual pior que
10/ 200 ou 20/400. Na pratica clinica, a tabela de Snellen € uma das mais usadas para aferi¢ao
da acuidade visual. Snellen, arbitrariamente, definiu a visdo padrao como a habilidade de
reconhecer um de seus optotipos com tamanho angular de 5 minutos de arco, sendo o
optotipo formado por linhas de espessura e espagamento de 1 minuto de arco. Essa tabela
foi descrita para medir a acuidade visual em unidades angulares, onde o numerador
corresponde a distancia do teste, em pés ou metros, € o denominador ¢ a distdncia em que
uma letra subentende o angulo visual padrao de cindo minutos de arco. Cegueira legal ¢ um
termo que define um individuo com acuidade visual central no melhor olho, com a melhor
corregdo, de 20/200 ou pior. Essa defini¢ao ¢ util como critério de elegibilidade para estar
apto a requerer beneficios previdenciarios e outros (PASCOLINI & MARIOTTI, 2012).

O numero de individuos com prejuizo da visao ¢ crescente em todo mundo, e alguns
dos fatores relacionados a isso sdao o envelhecimento populacional, com aumento da
expectativa de vida, e as mudangas demograficas. Analises das caracteristicas de individuos
com prejuizo da visdo e cegueira demonstraram impacto negativo em suas condigdes de
saude fisicas e mentais, particularmente aumento do risco de doengas crdnicas, acidentes,
exclusao social, depressao e por fim aumento da mortalidade (LIY et al., 2011; JONES et
al., 2009; LEE et al., 2012).

As causas principais de diminui¢do da visdo sao erros refracionais nao corrigidos e
catarata, o que os torna problemas de satde publica, e que sdo, a cada dia, mais estudadas e
elaboradas propostas para diminuir seu impacto na populacdo. Estima-se que haja 285
milhdes de pessoas com prejuizo da visdo, e desses 39 milhdes sdo cegos. A baixa visual
esta também relacionada a género, etnia, situacdo socioecondmica, nivel educacional,

situagcdo de migracao, moradores de areas rurais e tem ainda variedade em diferentes paises
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de acordo com seu nivel de desenvolvimento (BOURNE et al., 2012; ULLDEMOLINS et
al., 2012).

A cegueira no Brasil atinge 1,5 milhdo de pessoas das quais cerca de 60% sdo
evitaveis e 20% sdo recuperaveis e uma parcela grande da populacdo atinge a cegueira
parcial ou total por falta de assisténcia, informagdo e tratamento (KARA-JUNIOR;
DELLAPI; ESPINDOLA, 2010).

Como ja descrito, erros refracionais nao corrigidos lideram as causas de prejuizo na
visdo, sendo a segunda causa de cegueira no mundo, porém existe tratamento disponivel, de
baixo custo e facil acessibilidade, para corrigir miopia, hipermetropia, astigmatismo e
presbiopia. Algumas simples intervengdes podem reduzir ou prevenir em maiores
propor¢des prejuizos na funcao visual ou até¢ mesmo sua perda, acarretando consequéncias
positivas ndo sé ao individuo como também a comunidade a qual esta inserido, com menor
perda de produtividade e menor necessidade de assisténcia médica (VARMA, 2016).

A deteccdo e o tratamento das ametropias, erros refracionais, estdo incluidas como
meta do Program Vision 2020: the Right to Sight, uma iniciativa global da Organizacao
Mundial de Saude, OMS, e outras organizagdes nao governamentais que objetivam eliminar
o prejuizo visual evitavel até 2020 (CONGDON, 2003).

Durante o exame oftalmologico, os erros refrativos podem ser determinados usando
dispositivos especificos. Alguns ndo necessitam da participacao ativa do individuo avaliado,
chamada de refracdo objetiva, e outros determinam a ametropia através de perguntas ao
paciente enquanto lentes corretivas sdao dispostas na frente dos olhos, chamada de refracao
subjetiva. Uma compensagdo inadequada da ametropia pode causar sintomas de astenopia,
como sentir que o olho estd seco, dupla visdo, sensagdao de fadiga ou cansaco rapido,
dificuldade em ler e dores de cabeca (GREIN, 2014).

As ametropias esféricas estdo geralmente relacionadas a discrepancia entre o
comprimento do olho e a sua capacidade refrativa, ou seja, capacidade do sistema Optico
focar a luz ou imagem na retina. De forma resumida, um grande comprimento, normalmente
maior que os 24 mm usuais, estdo relacionados a miopia, e comprimento reduzido
relacionado a hipermetropia, podendo ocorrer variacdes desta regra em situagdes especiais.
O poder refrativo de uma lente ¢ medido em dioptrias, e esse valor € o inverso da distancia
focal em metros. Como regra tem-se que a cada milimetro de desvio do comprimento ideal
resulta em uma ametropia de 3 dioptrias (WOLFRAM,2014). Na miopia, objetos distantes
nao sdo vistos com qualidade e a razao para isso ¢ que sua imagem se forma em frente a

retina, logo desfocada da fovea, contudo objetos vistos de perto pelo observador sdo vistos
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de forma satisfatoria pela aproximagdo a imagem da regido foveal, sem necessidade de
acomodacao. Na hipermetropia, as imagens também sao vistas borradas, mas agora porque
a imagem se forma atras da retina, pessoas jovens podem usar a acomodag¢ao para compensar
algum grau de hipermetropia, o que vai diminuindo com a idade. A ametropia cilindrica,
vem de uma assimetria do sistema Optico, que cursa com poder refrativo diferente nos
diversos meridianos e assim imagem desfocada. A causa usual ¢ a deformidade da cornea e
menos comumente alteragdes do cristalino. Na presbiopia ocorre dificuldade em focar
objetos para perto, causada pela perda da acomodacgao e, geralmente se apresenta, apos a
quarta década de vida (ULRICH, 2016).

A prevaléncia de erros refracionais varia de acordo com o local, sendo areas urbanas
diferentes de areas rurais e essa diferenca pode estar relacionada a fatores genéticos e
ambientais. Uma avaliagdo realizada do Brasil mostrou que o astigmatismo foi o erro
refracional mais frequente estando presente em todas as faixas etarias e apontando
crescimento com o aumento da idade. A hipermetropia foi menos frequente abaixo dos 40
anos, com aumento importante apds a quinta década de vida. Miopia foi mais comum entre
a segunda e terceira décadas de vida, com diminui¢ao com o aumento da idade (FERRAZ et
al, 2014).

Para correcdo dos erros refracionais, existem algumas opg¢des, como 6culos, lentes
de contato e cirurgia refrativa. O uso de lentes de contato continua crescendo apesar da
crescente popularidade da cirurgia refrativa, e ha mais de 34 milhdes de usuarios somente
nos Estados Unidos, sendo 85% usudrios de lentes gelatinosas e 15% usudrios de lentes
rigidas. Existem razdes diversas para essa grande popularidade das lentes de contato, como
os diversos materiais, desenhos e parametros, promovendo boa visao e conforto aos usuarios
(CONTACT LENS COUNCIL, 2005). A disponibilidade de multiplos materiais e solugdes
proporcionam aos pacientes diversas opg¢des de modo de uso e cuidado com as lentes. Nos
Estados Unidos, as lentes de uso mensal sdo as mais prescritas (cerca de 42%). Contudo, ¢
uma tendéncia global o crescente o uso de lente de descarte diario (MORGAN et al., 2011).

Atualmente, lentes de hidrogel sao dispostas em diferentes grupos de acordo com
desenho da superficie e quantidade de agua, com um grupo separado de silicone hidrogel.
As lentes mais recentes sao desenvolvidas para superar limitagdes de desconforto e hipoxia.
Materiais como polimetilmetacrilato tem baixa transmissao de oxigénio e apresentam maior
relagdo com hipdxia corneana, sendo esta uma das mais comuns e preocupante complicagoes
no uso de lentes, bem como a ceratite infecciosa. Diversas modificagdes tém sido feitas para

aperfeigoar as lentes, como novos materiais incorporando diferentes niveis de agua. A
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biocompatibilidade da lente ¢ influenciada pela estrutura quimica do material, as lentes de
silicone hidrogel sdo bifasicas, com componentes hidrofobicos e hidrofilicos, e varios
estudos tem sido feitos para avaliar a interagdo dessa superficie com o filme lacrimal
(NICOLSON, 1998).

Em contramao ao conforto e praticidade do uso de lentes de contato, existem algumas
limitagdes e riscos ao seu uso, € vao desde pequenos desconfortos até sérias consequéncias.
O fator mais importante relacionado a isso ¢ o significativo impacto na estrutura e
metabolismo corneano, sendo ele no epitélio, no estroma e até no endotélio, que parece estar
relacionado principalmente a diminui¢dao da disponibilidade de oxigénio, que ¢ exacerbado
com o uso prolongado (STRETTON, 2003; CANAVAGH, 2003).

Além da hipoxia, outra limitacdo ao longo tempo de uso ¢ a formacdo de
neovascularizagao corneana periférica relacionada em parte a edema corneano cronico e
dilatacdo dos vasos limbares pela propria hipoxia. O uso de lentes com alta
transmissibilidade de oxigénio reduz esses eventos € pode contribuir na regressao dos vasos.
A mais temida complicacdo ¢ a ceratite infecciosa, particularmente a ulceragao central que
pode prejudicar a visdo de forma irreversivel (NICOLSON, 2005).

Em especial com lentes de uso prolongado, hipdxia, blefarite, uso de corticoides,
diabetes e habitos de higiene ruins, aumentam o risco de ceratite infecciosa e ulcera de
cornea (GREEN et al., 2008). Apesar da ceratite infecciosa ser uma complicacao nao tao
frequente diante do uso extenso de lentes de contato, ela se mostra como um problema de
saude publica diante das graves consequéncias que pode acarretar ao usuario de lentes, como
baixa visual e at¢ mesmo cegueira (STAPLETON et al., 2008).

Na maioria dos casos de ceratite infecciosa, o agente mais comum € o Pseudomonas
aeruginosa, seguido pelo Staphylococcus aureus. A bactéria gram-positivo S. aureus pode
ser facilmente transmitida aos olhos pela flora das maos, rosto e mucosa nasal (CHENG et
al.,, 1999). Esta bactéria tem a capacidade de formar um biofilme, que significa uma
populagdo de microrganismos que aderem a superficie da lente e sao envolvidos por uma
matriz extracelular (VU et al., 2009). Biofilmes exercem func¢do importante na resisténcia
bacteriana ao uso de desinfetantes (BRIDIER, 2011).

Recentemente, observou-se que casos de lentes contaminadas, em particular com
formacao de biofilme, levam a ceratite infecciosa e que a severidade do caso esta relacionada
com o crescimento de diversos tipos diferentes de bactérias (WILEY et al., 2012). Em estudo
que avaliou os habitos de higiene em jovens universitarios usuarios de lentes de contato

assintomaticos, de Hong Kong verificou-se que em 45% dos individuos avaliados havia pelo
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menos um item contaminado. Destes, 9% foi na lente de contato, 11% na solugao de
desinfeccdo, e no estojo de armazenamento de 34%. A caixa da lente foi identificada como
um dos locais mais contaminados quando comparados a outros acessorios, € que baixa
aderéncia a habitos de higiene quanto aos cuidados com a lente, estdo muito relacionados a
contaminagdo. Também foi evidenciado maior contamina¢do nos acessorios de usuarios
ocasionais (YUNG et al., 2007).

E possivel que durante a insercdo e remogdo da lente no estojo, bactérias sejam
transferidas pelos dedos, e estando presente podem aderir as paredes do proprio estojo ou
até mesmo a lente, mudando de fenotipo flutuante livre para um fenotipo séssil em resposta
ao ambiente pouco nutritivo. Microrganismos na forma séssil se tornam envoltos por uma
matriz, e inicialmente formam uma superficie de aderéncia fraca, por forcas de van der Walls
sendo assim facilmente removidos. Contudo essa adesdo entre as células tende a aumentar
com o tempo, 0 que proporciona a adesao de outros patdégenos que também produzem uma
matriz formando o biofilme (DART, 2007). Foi proposto que o baixo metabolismo do
biofilme bacteriano contribui para fortalecimento e crescimento do biofilme e para sua
resisténcia a antibidticos e desinfetantes (DRENKARD et al., 2003). A incidéncia de ceratite
microbiana por lentes de contato pode ser reduzida de forma importante através dos padroes
de higiene da lente e de seu estojo (TSAOUSIS et al., 2010).

Existe ainda uma necessidade de se entender a natureza e a fun¢ao do biofilme no
mecanismo da infeccdo. O que ja € sabido € que ha um comportamento diferenciado por
parte dos microrganismos quando formado um biofilme e assim ocorre resposta diferente a
atividade dos antibiodticos. A maior parte dos antibidticos foi desenvolvida por sua habilidade
de inibir o crescimento bacteriano in vitro, contudo essa habilidade pode ou nao ser
reproduzida quando existe um biofilme. Foi proposto que biofilmes sdo compostos de
células bacterianas de uma ou mais espécies de microrganismos interagindo
cooperativamente, onde células da superficie da estrutura tém acesso aos nutrientes e se
mantém em continua atividade e divisdo enquanto células mais internas se mantém em
estagio de laténcia. Essa heterogeneidade fisiologica do biofilme resulta em diferentes
respostas aos antibidticos e um mecanismo de defesa mil vezes mais potente quando

comparada a uma célula isolada em um meio de cultura. (BEHLAU, 2008).
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Figura 1. Ilustragdo da formagdo do biofilme. 1. Agregacao bacteriana 2. Adesao
bacteriana 3. Formacao de microcoldnia. 4. Biofilme maduro 5. Dispersdo do biofilme.
Fonte: Modificado de BEHLAU, 2008.

Especificamente sobre o biofilme de S. aureus, ja foi demonstrado que biofilmes ja
formados tém maior viruléncia e resisténcia comparada a forma planctonica da bactéria e
que quanto mais espesso for esse biofilme maior seu poder de viruléncia. Ainda foi visto que
o biofilme formado contribui para a sobrevivéncia intracelular do S. aureus e, portanto, pode
colaborar para infecgoes cronicas (OYAMA et al., 2016). Ja ¢ sabido que a maioria das
drogas tém baixa permeabilidade e pouco poder de penetragao no biofilme de S. aureus, o
que ja se mostra uma dificuldade terap€utica, e além disso, acrescenta-se o fato de haver
diversos mecanismos bacterianos para desenvolver resisténcia. Sabe-se que S. aureus ¢
resistente a P-lactdmicos e mais recentemente ja ha relatos indicando resisténcia a
daptomicina, teicoplamina e vancomicina, usadas no tratamento de MRSA (S. aureus

meticilina resistente) em infec¢oes severas (GARDETE, 2014; GOMEZ, et al. 2017),
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Ja foi demostrado que solugdes desinfetantes de lentes de contato, como Biotrue® e
Opti-Free®, sdo capazes de inibir a formacdo de biofilme por S. aureus e P. aeruginosa,
cujos padroes de teste usados foram publicados no Internacional Organization for
Standardization 14729 (ARTINI et al., 2015).

Inicialmente, o processo de cuidados com as lentes de contato tinha multiplas etapas,
por exemplo, o procedimento de limpeza separado da desinfec¢ao. Com a introducao do uso
das solugdes polivalentes, os cuidados foram simplificados ja que todas as substancias ativas,
de limpeza e desinfec¢do, se concentrariam em uma unica solu¢do. Uma das substancias
desinfetantes mais usadas ¢ o perdxido de hidrogénio, porém o seu uso constante estd
relacionado a desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos (MORGAN EFRON,
2006). Existem ainda as solugdes com base em polihexametil biguanida (PHMB), o
POLIQUAD e o ALDOX. Estudos mostram que as taxas de contamina¢do sao maiores em
solucdes a base de PHMB quando comparadas ao POLIQUAD ou ALDOX. Foi
demonstrado ainda que as solu¢des contendo ALDOX eram mais efetivas na reducao da
transferéncia do biofilme bacteriano dos estojos para as lentes de silicone hidrogel, quando
esta permaneceu embebida na solugdo por 8 horas, se comparadas a solugdes a base de
PHMB. A cada dia, mais substancias ativas com a¢ao na formagao de biofilmes vém sendo
pesquisadas, pela presenga da resisténcia microbiana (WILLCOX, 2010).

O progressivo desenvolvimento de cepas de bactérias multirresistentes ¢ um
problema com o qual a medicina e as politicas publicas tém que lidar nos dias atuais, e diante
disso se faz necessdria a pesquisa por novas substdncias ativas, estimulando novas
abordagens para tratar diferentes doencgas infecciosas. Nesse aspecto, produtos naturais vém
ganhando espaco e notoriedade (WHO, 2014; NEWMAN et al., 2003).

A fitoterapia ¢ um campo da medicina que usa plantas e seus principios ativos para
tratar doengas ou como agentes promotores de saude. O seu uso, geralmente, preserva a
composi¢ao e integridade da planta original, entdo ¢ usada toda a planta ou a porcentagem
desejada e minimamente alterada em preparacdes medicinais. Existem varias formas de uso
dos fitoterapicos. Através do processo de manufatura, a indistria uniformiza o processo para
que o produto final contenha uma concentragdo padrao da substancia em questao (FALZON;
BALABANOVA, 2017).

O Brasil apresenta uma das maiores diversidades de flora do planeta, com 46.096
espécies de plantas em mais de 9 tipos diferentes de ecossistema (Flora do Brasil, 2015).
Apesar do uso tradicional e da aceitacdo da populagdo brasileira quanto ao uso de plantas

medicinais, o nimero de produtos fitoterapicos registrados ¢ menor que em outros paises
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(WHO, 2014). Desde 2006, o Brasil tem politicas publicas oficiais favorecendo e difundindo
o uso de ervas medicinais. ApoOs a publicacao da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC), a homeopatia, as plantas medicinais e fitoterapicos, a medicina
tradicional chinesa/acupuntura, a medicina antroposofica e o termalismo social-cronoterapia
foram institucionalizados pelos Sistema Unico de Satide (SUS) (Ministério da Satde, Brasil,
2006).

Varios estudos demonstram o uso de praticas, compreendidas como medicina
alternativa e complementar, em diversas partes do mundo, sendo que na Franca este
percentual chegou a 75%, no Canada atingiu 70% e nos Estados Unidos a 42% (OMS, 2002).
A demanda crescente por terapias alternativas estd relacionada a percep¢do, tanto por
profissionais como pelos pacientes, das limitagdes na medicina convencional, aumento das
doencas iatrogénicas e cronicas, ¢ ainda busca por alternativas financeiras mais acessiveis
(BRASIL, Ministério da Saude, 2009).

A castanha de caju (Anacardium occidentale) ¢ tipica do Brasil e foi introduzida em
outras partes do mundo com a intengao de conservagao do solo. A plantagao, atualmente, tem
visado a extra¢ao da castanha, que tem um mercado ja bem estabelecido nos Estados Unidos
e na Europa e sua produgao vem crescendo todos os anos. Em 2013, chegou a 4.44 milhdes
de toneladas. O pseudofruto ¢ consumido in natura, ou sob a forma de sucos, chas e geleias
(RABANY, 2015). Mais especificamente, ¢ uma importante fonte de renda para a Regido
Nordeste do Brasil, com fazendas de plantio cobrindo cerca de 670.000 hectares,
representando  99,5% do cultivo brasileiro. Sua produgcdo ocorre na estacdo
predominantemente seca, o que a favorece estrategicamente (OLIVEIRA, 2008).

A castanha de caju ¢ composta de 35 a 45% pelo nucleo e 55 a 65 % da casca, que
contém entre 15 a 30% um liquido viscoso de cor amarronzada chamado liquido da casca da
castanha (LCC), que pode ser aproveitado pela induastria para diversas finalidades,
ressaltando-se o fato que essa por¢ao do fruto (casca) ¢ geralmente descartado (MUBOFU;
MGAYA, 2018). O LCC ¢ um produto ainda pouco comercial, mas com grande potencial de
exploracao devido a sua constituicdo e diversos poderes bioldgicos como, antimicrobiano,
anti-inflamatorio, antitumoral, antioxidante e propriedade inseticidas (OLIVEIRA, 2010).

O LCC tem varios componentes, porém o acido anacardico (AA) ¢ o elemento associado
aos efeitos benéficos ja descritos. A extragdo do LCC da casca da castanha requer alguns
cuidados pela presenga de componentes toxicos, esse mesmo método de extracao influencia
em sua constituicao. Quando realizado extracao a frio contém aproximadamente 60 a 65 % de

AA, 15 a 20% de cardol, 10% de cardanol e outros substancias em menores proporcdes.
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Quando realizada sob calor, o processo térmico conduz a descarboxilagdo do &cido
anacardico, o que no final do processo confere graus diferentes de dessaturagdao, sendo em
torno de 5% saturado, 49% monoeno, 16% dieno e 30% trieno (SETIANTO et al., 2009).

O AA consiste em uma molécula com regides hidrofilicas e hidrofobicas, e sua atividade
antimicrobiana ¢ descrita através da interagdo entre o comprimento da cadeia lateral
hidrofobica com o grupo hidroxila hidrofilico — a por¢ao hidrofilica se liga a um hidrogénio
intermolecular da membrana plasmatica da célula-alvo e, logo apos, a por¢ao hidrofobica ¢
habil a entrar na bicamada lipidica da membrana celular, causando seu rompimento (GREEN
et al., 2007). Ha alguns anos evidenciou-se que o AA ¢ ativo contra bactérias gram-positivas,
como S. aureus, S. mutans e B. ammoniagenes (HIMEJIMA ; KUBO, 1991). Em adicao a isso,
ainda foi observado atividade bactericida do AA contra cepas de S. aureus suscetiveis e
resistentes a meticilina (FATMA; EGID, 2015). Em estudo combinado, onde o AA foi usado
com bactericidas de uso padrdo, revelou efeito sinérgico de ambos contra cepas de S. aureus

(MUROI; KUBO, 1996).

OH

COOH

Figura 2. Estrutura quimica do acido anacardico tri insaturado
Fonte: AGOSTINI-COSTA et al., 2005.

A prevencao contra a formagao do biofilme pelo S. aureus ¢ mais desejavel que tratar a
infeccdo ja instalada. Apesar de ja existirem varios antibidticos e antissépticos, como
clindamicina, rifampicina, sulfadiazina de prata e clorexidina, que sdo usados contra a
formacdo do biofilme, o processo de resisténcia microbiana ja extensamente descrido na
literatura, evidencia a necessidade de novos ativos que possam ser empregados com a mesma
finalidade (SCHLETT et. al 2014 e ZHOU et. al 2012). Mais recentemente, evidenciou-se a
acdo de AA contra a formagao de biofilme pelo S. aureus (SAJEEVAN et al., 2018).

O campo da nanomedicina engloba a utilizagdo de nanoparticulas para diagnostico e
tratamento. Em geral, as nanoparticulas sao usadas como veiculos para agentes com as mais
diversas finalidades. Inimeros materiais tém sido empregados nesta fun¢do como lipideos,

metais, silicone, polimeros, proteinas e outros. Eles podem resguardar a particula ativa de
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barreiras impostas pelo proprio organismo, diminuir a sua depuracdo e aumentar a
concentracao da droga no tecido alvo (PAOLINO et al., 2014; SHEN et al., 2014).

Nanoparticulas sdo estruturas moleculares numa escala de 1-1000 metros (1 nanometro
=10 ™), com o principal objetivo de transpor barreiras biolégicas e servir como carreador
para outras substancias. No campo da oftalmologia j& vem sendo usada em doengas como
retinopatia, degeneragdes retinianas e uveites (MITRA et al., 2016; ADIJANTO; NAASG,
2015; PEPTU et al., 2015).

Como ja descrito anteriormente, muitos antibioticos se mostram ineficientes ao
tratamento de infec¢des causadas pelo S. aureus devido a suas estratégias de desenvolvimento
de resisténcia, e a nanomedicina tem se mostrado uma emergente forma terapéutica para
superar tais mecanismos, por suas habilidades de inibir a formacao do biofilme, penetragao
na matriz do biofilme e ainda potencializar a atividade antimicrobiana do agente
antibacteriano por ela carregado. As nanoparticulas tem ainda a capacidade de se acumular
passivamente em 0rgaos e sitios de infecgdo por suas caracteristicas especiais como a nano
dimensao (PARK et al., 2018; YAZAR et al., 2012).

A zeina ¢ a maior proteina de armazenamento do milho (Zeamays L.), insoluvel em
agua e consiste em quatro fracdes alfa, beta, gama e delta. A presenca de mais de 50% de
residuos apolares como leucina, alanina e fenilalanina conferem sua caracteristica
hidrofobica. Suas nanoparticulas tém sido descritas como superiores a diversas outras
nanoparticulas proteicas para carreamento de drogas lipofilicas e nutrientes, principalmente
pela nao solubilidade em 4gua, facil preparagao, alta reprodutibilidade, com elevado potencial
biodegradavel e biocompativel. A zeina tem solubilidade de 50 a 90% em solucdo aquosa-
alcodlica portanto nanoparticulas podem ser facilmente formadas, por manipulagdo de sua
solubilidade pelo método de dispersao liquido- liquido. Como carreadora de drogas, a zeina
tem ainda as vantagens de baixo custo, de sua origem vir de recursos renovaveis, ¢ de seu
grande potencial de interacdo com diversos componentes das mais diferentes formas (LUO;

WANG, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Entre as principais complicacdes por uso de lentes de contato, encontra-se a temida
e potencialmente grave ceratite infecciosa. Na tentativa de evitar a contaminagao das lentes
e de seus estojos de armazenamento usam-se substancias desinfetantes, porém diante do
crescente e rapido processo de resisténcia bacteriana, faz-se necessario a pesquisa de novas
substancias ativas, ¢ ainda novas formas de empregar as substancias antimicrobianas ja
existentes. Nesse sentido, a atividade bactericida do acido anacérdico ja foi demostrada,
assim como a potencializagdo do efeito antimicrobiano com o uso de nanoparticulas
carreadoras. Porém a acdo de nanoparticulas de zeina carregadas com acido anacardico em

biofilme de S. aureus em lentes de contato ainda necessita de investigacao.
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3. OBJETIVO

Avaliar a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de zeinas carregadas com acido
anacardico em biofilmes de Staphylococcus aureus formados em lentes de contato de

silicone hidrogel e em placas de cultura de células.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Este estudo trata-se de uma pesquisa experimental, laboratorial, in vitro.

4.2 Obtencao das nanoparticulas

As nanoparticulas de zeina (Sigma-aldrich®, Saint Louis, Missouri) contendo acido
anacardico (9,337 mcg/ml) (AaNp) foram preparadas pela nanoprecipitagdo da proteina
(SOUZA; ARAUIJO, 2017). Nanoparticulas ndo carregadas com o acido foram preparadas
da mesma maneira, exceto pela auséncia deste. Tamanho, indice de polidispersao (pdl),
potencial ¢ e pH para as nanoparticulas carregadas com acido foram: 381,6 nm + 2,122,
0,067, -15,9 mV e 4,4, respectivamente. A confeccdo desta formulacdo encontra-se

registrada (patente nimero BR n 10201701193).

4.3 Preparo do In6culo

Staphylococos aureus, cepa ATCC 25923, foi utilizado como inoculo a fim de
proporcionar formagao de biofilme. Para tanto, foram primeiramente semeados em agar
sangue por 24h a 37°C.

Foram retirados 200 ul da cepa congelada em meio de cultura BHI-glicerol (Brain
Heart Infusion) (Difco Detroit, Michigan, USA) e transferidos para tubos contendo meio de
cultura BHI suplementado com glicose (concentracao final de glicose 1%). Os tubos foram
armazenados em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Apds 24 horas, realizou-se
estriamento por esgotamento desse caldo previamente inoculado em placas de BHI agar
sangue ¢ a placa foi armazenada por 48 horas em estufa bacteriologica a 37 °C. Assim, foi
obtida a placa estoque, que foi utilizada para realizacdo das 3 repetigoes desse experimento
(triplicata) (Figura 3).

Para cada repeticdo do experimento foram analisados dois grupos distintos,
Experimento 1, onde avaliou-se as lentes de contato e Experimento 2, onde foram avaliados

os fundos de placa.
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S. aureus Estriamento
ATCC 25923 em BHI-Agar
A sangue
94 horas : 48 horas ‘
80°C
~ Estufa bacteriolégica Placa estoque*
9 ml (BHD + 37°C
1 ml 10% Glicose
Estufa bacteriolégica
37°C

Figura 3. Modelo esquematico de protocolo de ativagao da cepa de S. aureus ATCC 25923.
Fonte: Proprio autor.

4.4 Ativacao e ajuste da concentracio do in6culo

Da placa estoque, retirou-se 5 unidades formadoras de colonia (UFC) e estas
transferidas para um tubo contendo 10 mL de BHI glicosado (glicose concentragao final
1%). Os tubos permaneceram por 24h em estufa bacteriologica. Apds este periodo, os tubos
foram retirados da estufa e foi realizado o ajuste da concentragdo da cepa para a escala 5
Mac Farland, que corresponde a concentra¢io de 15 x 10 UFC/mL (protocolo adaptado de

Sidrim et al., 2016).

4.5 Formacao do biofilme

Para a formagdo do biofilme, 875 ul. de caldo BHI glicosado (concentragdo final de
glicose 1%) foi distribuido em cada pogo de uma placa de cultura de células de 24 pogos (12
pocos por experimento) e em seguido foi adicionado a cada pogo 125 uL da suspensdo
previamente ajustada. Dessa forma, a concentragdo final de microrganismos foi 1-2 x 10
UFC/mL (protocolo adaptado de Sidrim et al., 2016)

Em seguida, as lentes de contato foram imersas nos pogos contendo o caldo de cultura
e essas placas foram armazenadas em estufa bacteriologica a 37 °C por 24h. Foram usadas
lentes de contato Air Optics Aqua®, da marca Alcon, lente de contato gelatinosa de uso diario

e descarte mensal, composta por Lotrafilcon B 67% e agua 33%, e estéreis a vapor.
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4.6 Aplicagao das formulagdes controles e experimentais

ApOs 24h, as placas foram retiradas da estufa e as lentes de contato transferidas para
novos pocos, estes contendo 1 mL das seguintes formulagdes, de acordo com os grupos
delineados:

e Grupo 1: Solugdo Salina 0,89%

e Grupo 2: Nanoparticula zeina ndo carregada com AA

e Grupo 3: Nanoparticula zeina carregada com AA (Concentragao 9,337 ug/mL)
e Grupo 4: Solucio Renu® (Baush & Lomb)

A formulacdo Renu® é uma solugdo isotdnica estéril contendo acido borico, edetato
dissédico (EDTA), borato de sodio e cloreto de sodio, e tem ingredientes ativos: DYMED,
HYDRANATE e POLOXAMINA.

As lentes permaneceram em contato com as solugdes por 30 minutos. Apos esse
periodo, as mesmas foram transferidas para uma nova placa de 24 pogos contendo caldo BHI
glicosado. Essa placa foi armazenada em estufa bacteriologica a 37°C por 24h (Experimento
1- Lente de Contato).

Para estudo do biofilme formado no fundo da placa de 24 pocos (Experimento 2 —
Fundo de Placa), foi realizada a lavagem do biofilme para remocdo de células bacterianas
fracamente aderidas. Para isso, foi removido, delicadamente, por pipetagem, 500 ulL do
caldo de cultura e, acrescentado, delicadamente, por pipetagem, 500 uL das formulagdes de
acordo com os grupos experimentais delineados acima. Apo6s 30 minutos, 500 uL foram
removidos delicadamente e foram acrescentados 500 ul. de caldo BHI glicosado. Em
seguida, a placa foi novamente colocada na estufa bacteriologica a 37 °C, aonde permaneceu

por um periodo de 24h (Figura 4).
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Figura 4. Placa de 24 pocos contendo meio de cultura BHI caldo (esquerda da imagem) e
solucdes testadas no experimento (direita da imagem). Apds um periodo inicial de 24h em
contato com o caldo previamente inoculado com S. aureus, as lentes foram transferidas para
as solugdes a serem testadas aonde permaneceram por 30 minutos.

Fonte: Proprio autor.

4.7 Coleta do biofilme

Apos 24h, as placas foram retiradas da estufa bacterioldgica e foi repetido todo o
procedimento realizado no dia anterior. Entretanto, imediatamente apos o periodo de 30 min
de imersdo nas formulagdes, as lentes de contato contendo o biofilme foram transferidas para
tubos de microcentrifuga contendo 1 mL de solu¢do salina 0,89%. Os tubos foram agitados
¢ em seguida realizada diluicdo seriada até 10. Apés diluico, as amostras foram plaqueadas
pelo método da gota em BHI agar.

Para coleta do biofilme formado no fundo da placa, ap6s 30 minutos de contato com
as formulagdes, esse biofilme foi ressuspendido por pipetagem e transferido para tubos
eppendorfs. Os tubos foram agitados ¢ em seguida realizada diluicdo seriada até 10™. Apos
diluicao, as amostras foram plaqueadas pelo método da gota em BHI agar (Difco Detroit,
Michigan, USA) e as placas permaneceram por 24 h em estufa bacterioldgica a 37°C para

posterior contagem das unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL).
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Figura 5. Biofilme de S. aureus formados em lente de contato (48h de formacgao).
Fonte: Proprio autor.

4.8 Analise de dados

Os resultados dos ensaios microbioldgicos foram transformados para logaritmo
na base dez e foram calculadas as médias e desvios-padroes de cada grupo. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade de D’Agostino & Pearson e entao
realizado o teste ANOVA seguido de pds-teste Tukey. Foi considerado o nivel de

significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

No experimento 1 (biofilme formado em lentes de contato) o grupo Nano + AA
(nanoparticulas de zeina carregadas com acido anacardico) apresentou o menor numero de
unidades formadoras de coldnia por mililitro de suspensdo bacteriana (UFC/mL), com uma
média £+ desvio padrao do logaritmo de UFC/mL de 3,90+2,40, sendo este namero inferior
estatisticamente (p<0,05) a média = desvio padrao observada no grupo salina (6,89+0,50) e
no grupo Renu® (7,36+0,34). Apesar da maior redugio obtida no grupo Nano + AA quanto
comparado ao grupo onde as nanoparticulas de zeina nao carregadas com acido anacardico
foram testadas (Grupo Nano) (média + desvio padrdo 5,21£1,45), esta diferenca nao foi

estatisticamente significante (p> 0,05) (Tabela 1).

Salina Nano Nano + AA Renu®
Média 6,890 5,216 3,907 7,368
Desvio Padrao 0,505 1,458 2,406 0,349

Tabela 1. Média e Desvio padrao do nimero de unidades formadoras de colonia/mL nos
diferentes grupos experimentais, no experimento 1 (biofilme formado em lentes de contato).
Dados expressos em logaritmo na base 10. Legenda: Salina (solugdao NaCL 0,89%); Nano
(solucdo de nanoparticulas de zeina ndo carregadas com acido anacardico); Nano + AA
(solugdo de nanoparticulas de zeina carregadas com écido anacardico); Renu® (solugio
comercial Renu®).

A viabilidade bacteriana observada apos aplicacdo das formulagdes testadas no

experimento 1 (biofilme formado em lentes de contato) pode ser visualizada na Figura 6.
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Figura 6. Anélise da viabilidade bacteriana de biofilme de S. aureus formado em
lentes de contato apds aplicacdo das formulagdes. Legenda: Salina (solugdo NaCL 0,89%);
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Nano (solugdo de nanoparticulas de zeina nao carregadas com acido anacérdico); Nano +
AA (solugdo de nanoparticulas de zeina carregadas com 4cido anacardico); Renu® (solugio
comercial Renu®). Letras iguais representam grupos iguais estatisticamente.

O resultado do experimento 2 (biofilme formado no fundo da placa de cultura de
células de 24 pocos) pode ser visualizada na Tabela 2. Foi verificada a auséncia de UFC/mL
no grupo aonde a formulagao experimental de nanoparticulas de zeina carregadas com acido
anacardico foi testada (Grupo Nano+AA). Também foi observada uma discreta reducao da
viabilidade bacteriana no grupo controle positivo (Renu®) (6,77 +£0,23) quando comparada
aos grupos onde foi testada a solu¢dao de NaCl 0,89% (Grupo Salina) (7,38+0,50) e a solugdo
de nanoparticulas de zeina ndo carregadas com &cido anacérdico (Grupo Nano) (7,44+0,46)
(p<0,05). Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos Salina e Nano (p>

0,05).

Salina Nano Nano + AA Renu®
Média 7,389 7,447 0 6,771
Desvio Padrao 0,508 0,462 0 0,234

Tabela 2. Média e Desvio padrao do nimero de unidades formadoras de colonia/mL nos
diferentes grupos experimentais, no experimento 2 (biofilme formado em placa de 24 pogos).
Dados expressos em logaritmo na base 10. Legenda: Salina (solugdao NaCL 0,89%); Nano
(solucdo de nanoparticulas de zeina ndo carregadas com acido anacardico); Nano + AA
(solugdo de nanoparticulas de zeina carregadas com écido anacardico); Renu® (solucio
comercial Renu®)

A viabilidade bacteriana observada apos aplicagdo das formulagdes testadas nos
diferentes grupos pode ser visualizada na Figura 7.
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Figura 7. Anélise da viabilidade bacteriana de biofilme de S. aureus formado em
fundo de placa de cultura de células de 24 pocos apds aplicacdo das formulagdes. Legenda:
Salina (solu¢do NaCL 0,89%); Nano (solucdo de nanoparticulas de zeina ndo carregadas
com acido anacardico); Nano + AA (solu¢do de nanoparticulas de zeina carregadas com
acido anacardico); Renu® (solu¢io comercial Renu®). Letras iguais representam grupos
iguais estatisticamente.
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6. DISCUSSAO

Erros refrativos ndo corrigidos lideram as causas de impacto na saude visual nos
individuos em todo o mundo. Terapias de baixo custo podem fornecer a populacao diferentes
formas de corre¢do proporcionando conforto e qualidade de vida, dentre elas estdo o uso de
lentes de contato (SWETHA et al., 2017). Contudo, o uso prolongado das lentes de contato
esta relacionado a variadas formas de comprometimento da saude ocular, como hipoxia,
neovascularizagao corneana e a mais temida ceratite infecciosa. A patogénese dessa infec¢ao
¢ multifatorial e inclui propensdo a adesdo bacteriana na lente de contato e quebra nos
mecanismos de defesas (GARY, 2006).

Sabe-se que ha diferencas na microbiota de usudrio de lentes de contato quando
comparadas a de ndo usudrios, contudo em analises de cultura, mais de 50% dos swabs de
conjuntiva ocular mostraram crescimento de bactérias semelhantes a pele, a
maioria coagulase-negativo, Staphylococcos, Propionibacterium e Corynebacteirum porém
em concentragdes um pouco mais elevadas (BOUSLIMANI et al., 2015). A maioria dos
casos de ceratite bacteriana, bem como a formagdo de ulcera corneana periférica, esta
relacionado a Pseudomonas aeruginsa e Staphyloccos aureus, sendo que esta ultima ¢
facilmente transmitida da pele saudavel e mucosas para os olhos (CHENG, 1999).

No presente estudo optou-se por utilizar cepa de S. aureus para formagao de biofilme
em lentes de contato e assim avaliar a a¢do antimicrobiana do
acido anacardico. McLaughlin-Borlace, em 1998, ja havia demonstrado que crescimento
bacteriano através da formagao do biofilme dificulta a atividade de agentes antimicrobianos
em lentes de contato.

Na analise dos resultados do grupo Salina, grupo controle negativo, com os demais
grupos, tanto no experimento 1 (biofilme formado em lentes de contato) como no
experimento 2 (biofilme formado no fundo da placa de 24 pocos), ficou evidente nao haver
atividade antimicrobiana frente a biofilmes de Staphylococcus aureus. Em comparagao com
o grupo Nano (nanoparticulas de zeina nao carregadas com acido anacardico), nos dois
experimentos, ndo houve diferenca significativa. Entretanto, no experimento 1, o grupo
Nano demonstrou alguma atividade antimicrobiana, reduzindo a viabilidade bacteriana,
sendo estd redugdo comparavel estatisticamente a obtida no grupo Nano -+

AA (nanoparticulas de zeina carregadas com &cido anacardico), ndo sendo possivel
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identificar se essa a¢do seria na inibi¢ao da formagao, na dispersao do biofilme, ou através
de outro mecanismo bactericida.

O glicocalix, principal componente do biofilme bacteriano, ¢ tipicamente anidnico,
e algumas nanoparticulas catidonicas carregadas com agentes antimicrobianos sao uma nova
promessa de tratamento para infec¢des com S. aureus, como por exemplo a ceftazidima
cationica lipossomal que demonstrou notavel inibi¢ao a formacao do biofilme de S. aureus,
quando comparada a solugdo simples de ceftazidima (ZHOU et al., 2012). A atividade
antimicrobiana da nanoparticulas ¢ determinada por sua capacidade de penetrar células e
alcancar o alvo predeterminado por diferentes mecanismos, incluindo fagocitose e
nanofagocitose, que podem influenciar na absor¢do e distribui¢ao celular, interferindo nos
efeitos terapéuticos (XIE, 2014). Dentro da oftalmologia, as nanoparticulas ja vem sendo
usadas de formas variadas, em lentes de contato para administragdo de acetazolamida em
portadores de glaucoma (DHESINGH; PRAKASH, 2016), implantes subconjuntivais de
ciclosporina para tratar olho seco (YAVUZ et al., 2016) e ainda para tratar uveites e
retinopatias. Outros materiais nanoparticulados, como nanoparticulas de ouro e prata,
também foram testados como antimicrobrianos em biofilmes de S. aureus formados em
lentes de contato (HERNANDEZ, 2008).

A nanoparticula zeina ¢ utilizada como carreador de uma diversidade de materiais
para fins antimicrobianos, incluindo fitoterapicos (KAMALEDDIN, 2017), prata ¢ o6xido
de magnésio (VAHEDIKIA et al., 2019; EL-RASHIDY et al., 2018; NAGUIB et. al., 2018).

O grupo Nano + AA evidenciou uma importante a¢ao antimicrobiana, apds os 30
minutos de exposi¢cdo a formulacao, tanto no experimento 1 quanto no experimento 2. Esta
acao foi mais evidente em biofilmes formados em fundo de placa (experimento 2), onde nao
foi identificada viabilidade bacteriana apds exposicdo a droga. Este grupo pode se
assemelhar aos estojos de armazenamento de lente de contato, apesar do fundo da placa de
24 pocos ser um local mais propicio para proliferacao microbiana e formagao de biofilme.
Estudo anterior demonstrou que nos estojos das lentes de contato foram identificados
maiores indices de contamina¢do do que nas proprias lentes de contato, o que viria a sugerir
que eles seriam fonte inicial da contaminagao, ja que os mesmos sao um meio estatico e com
pouca oferta de nutrientes, configurando meio favoravel a formag¢ao do biofilme
(MCLAUGHLIN-BORLACE, 1998). Mesmo sendo em diferentes materiais e protocolo, a
atividade antimicrobiana do &cido anacardico em biofilmes de S. aureus ja havia sido
demonstrada em estudo anterior, quando foi testada a sua atividade antimicrobiana em

cateteres de silicone e entdo foi evidenciada atuagdo antimicrobiana na inibicao da
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colonizagdo pelo S. aureus, ¢ na dispersao de biofilmes pré-formados (SAJEEVAN,
2018). Nao foram encontrados estudos que relacionem a agdo antimicrobiana do
acido anacardico em lentes de contato ou em seus estojos, logo o presente estudo vem para
dar inicio a uma possivel alternativa.

A atividade antimicrobiana do AA também ja foi demostrada diante do biofilme
de S. mutans em diversos estudos (HIMEJIMA; KUBO, 1991; MUROI; KUBO, 1993). Em
estudo mais recente foi sugerido que a atividade antimicrobiana do AA contra o biofilme
de S. mutans poderia ndo ser tao eficiente (GREEN et al., 2007). Contudo, no presente estudo
observou-se a atividade do AA nanoparticulado, o que sugere que essa combinacao otimize
o efeito antimicrobiano descrito em alguns estudos. O pequeno didmetro das nanoparticulas
aumenta nao somente suas propriedades mecanicas, mas também sua agdo antimicrobiana
devido a sua alta relagao superficie-volume, provocando dano as membranas celulares. Sua
grande vantagem sobre os antimicrobianos convencionais ¢ ndo ser afetada pelos
mecanismos que fazem com que os organismos fiquem a eles resistentes, pois formam um
contato direto com a parede celular bacteriana, em vez de penetra-la, sendo também sistemas
ideais de entrega de drogas (BAPAT et al., 2018)

Os grupos nao foram avaliados ap6s o tempo de 30 minutos, o que poderia identificar
incremento, no grupo Nano +AA, de seu potencial de atividade antimicrobiana no
experimento 1 (lente de contato). Em solugdes polivalentes de desinfeccao ja usadas pelo
mercado, essa atividade tende a crescer com o passar do tempo (ALI, 2016).

Com o objetivo de evitar a contaminagdo das lentes de contato e a consequente
infeccdo, estdo disponiveis diversas formulacdes, entre elas SOLO care®, Opti-
Free® ¢ Renu”. Em estudo comparativo entre elas, todas mostraram-se eficientes
antimicrobianos, com atividade crescente ao longo do tempo, utilizando como parametros
os tempos preconizados pelos fabricantes, de 4 horas para o Renu e de 6 horas para o SOLO-
care e Opti-Free. Foi identificada ainda melhor atividade antimicromiana em relagao ao S.
aureus das solu¢des Renu e Opti-Free quando avaliado periodo de tempo mais curto de sua
atividade, cerca de 90 minutos e quando avaliado periodo maior de atividade, cerca de 5
horas, a solugdo SOLO-care se mostrou mais efetiva (ALI, 2016). No presente estudo, a
solucdo Renu® foi utilizada como controle positivo, por um periodo de 30 minutos.
Contudo, esta solucdo ndo mostrou atividade antimicrobiana como relatado nos estudos
descritos anteriormente. A este achado pode implicar-se o fato de o tempo de exposigao a
solucdo nao ter sido suficiente, apesar do estudo de Ali, em 2016, j4 descrever suas

atividades nas primeiras horas de exposi¢ao a droga.
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Logo, quando se analisa o fator tempo de 30 min e viabilidade bacteriana nos
respectivos grupos contendo acido anacardico (AA) e Renu, o primeiro evidenciou maior
atividade antimicrobiana e pode revelar-se uma nova alternativa para solug¢des desinfetantes
de lentes e estojos de lentes de contato em curto espago de tempo.

Ja foi reportado que biofilmes formados em superficies de lentes de contato
apresentam crescente resisténcia bacteriana as usuais substancias ativas das solucdes de
desinfeccao (SZCZOTKA-FLYNN, 2009).

Em decorréncia desse fato, a necessidade de novas solugdes antimicrobianas para
desinfeccao se faz presente e foi demonstrada por Fraga, em 2015, que avaliou a eficacia de
uma nova formulagdo, Avizor Alvera® , a base de aloe vera, que se mostrou eficiente
antimicrobiano e confortavel ao uso. A efetividade de uma nova substancia desinfetante, a
base de cloridrato de amonia, foi analisada e obteve bons resultados em Acanthamoeba
castellanii (FEARS, 2018). Ambos os estudos corroboraram com a ideia original do presente
ensaio, que seria prover ao mercado uma nova substancia antimicrobiana que possa ser usada
também em lentes de contato.

Diante do fato de que a evolugao dos patdgenos e o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana sao mais rapidos que a descoberta e desenvolvimento de novas drogas, o sistema
de nanoparticulas com multiplos mecanismo de agdo bactericidas se mostra eficaz. Frente a
esses desafios terapéuticos nas infecgdes por S. aureus, ¢ necessario descobrir e desenvolver
novos nanosistemas com real acdo, ja que a efetividade antimicrobiana das nanoparticulas
nao depende somente do carregamento e apresentacao da droga, mas também da localizacao
e do mecanismo de interacao entre a o sistema de transporte, o agente e a bactéria (XIE,
2014).

Apesar da significativa atividade antimicrobiana de nanoparticulas de zeina
carregadas com acido anacardico frente a biofilmes de S. aureus evidenciada no presente
estudo, ressalta-se que outros estudos analisando a toxicidade desta formulagdo em tecido
ocular, e a andlise de possiveis efeitos adversos do acido anacardico na estrutura da lente de

contato sao necessarios.
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7. CONCLUSOES

Os resultados demonstram uma atividade em potencial quanto ao uso do AA
carregado pela nanoparticulas de zeina, por seu evidenciado efeito antimicrobiano em
biofilme de S. aureus, sendo esta uma possibilidade de alternativa futura ao mercado de

solucdes desinfetantes para lente de contato.
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