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RESUMO

MARANGONI, Caroline Guimaraes Pangardes da Silva. Antimicrobial Stewardship:
Uma contribuicdo baseada na Espectroscopia Raman Amplificada por
Superficie - SERS. 2022. 101 f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Biomédica) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Curitiba, 2022.

A descoberta da penicilina, em 1928, foi considerada um dos mais importantes
avancos da histéria da medicina, pois somente com a utilizagdo dos antimicrobianos
foi possivel tratar infeccbes, antes incuraveis. Contudo, ao longo do tempo, os
microrganismos vém desenvolvendo mecanismos de resisténcia a estes
medicamentos, principalmente devido ao uso indiscriminado. O surgimento de
bactérias multirresistentes (BMR), as superbactérias, estd sendo considerado um
grave problema de saude publica que, segundo previsdes da Organizagao Mundial da
Saude (OMS), pode levar a 10 milhdes de mortes/ano até 2050. O desafio para
desenvolver novos antimicrobianos traz consigo a necessidade de verificar a eficacia
dos ja existentes, bem como uma melhor compreensao acerca dos mecanismos de
resisténcia, dai a importancia do desenvolvimento de técnicas rapidas e de baixo
custo para o monitoramento da acao dos antibiéticos. Neste trabalho apresentamos
uma alternativa baseada em nanofoténica que consiste no uso de espectroscopia
Raman intensificada por superficie (SERS) mediada por diferentes nanoparticulas,
para a deteccao de antimicrobianos, com énfase em alguns antibiéticos B-lactamicos
comumente prescritos em casos de pacientes criticos. Os experimentos
demonstraram a possibilidade de identificar espectros com vibragdes caracteristicas
(fingerprints) desses antimicrobianos, via SERS, com a evidéncia de que esta
tecnologia € um grande contribuinte no programa de Antimicrobial Stewardship,
porque possibilita identificar moléculas uUnicas e também a degradacgao do antibidtico.

Palavras-chave: Antibiéticos. Stewardship. Espectroscopia Raman. Nanotecnologia.



ABSTRACT

MARANGONI, Caroline Guimaraes Pancardes da Silva. Antimicrobial Stewardship:
a contribution based on Surface-Enhanced Raman Spectroscopy - SERS. 2022.
101 p. Dissertation (Master in Biomedical Engineering) — Federal Technological
University of Parana, Curitiba, 2022.

The discovery of penicillin in 1928 was considered one of the most critical advances in
the history of medicine, because only with the use of antimicrobials was it possible to
treat infections previously incurable. However, over time, microorganisms have
developed resistance mechanisms to these drugs, due to indiscriminate use. The
emergence of multi-resistant bacteria (MDR), the harmful bacteria, is considered a
severe public health problem that, according to WHO forecasts, could lead to 10 million
deaths/year by 2050. The challenge of developing new antimicrobials brings with it the
need to verify the effectiveness of the existing ones, as well as a better understanding
of the mechanisms of resistance, hence the importance of developing fast and low-
cost techniques for monitoring the action of antibiotics. Here we present an alternative
based on nanophotonics that consists of the use of surface-enhanced Raman
spectroscopy (SERS) mediated by different nanoparticles, for the detection of
antimicrobials, with emphasis on some (-lactam antibiotics commonly prescribed in
critically ill patients. The experiments proved the possibility of identifying spectra with
characteristic vibrations (fingerprints) of these antimicrobials, via SERS, with the
evidence that this technology is a great contributor to the Antimicrobial Stewardship
program, because it makes it possible to identify unique molecules and also the
degradation of the antibiotic.

Keywords: Antibiotics. Stewardship. Raman Spectroscopy. Nanotechnology.
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1 INTRODUGAO

Neste capitulo serdo abordadas as circunstancias que levaram a
Organizagdo Mundial da Saude a decretar a Resisténcia Antimicrobiana um
grande problema de saude publica mundial. Além de apresentar possivel
ferramenta para auxiliar no “ANTIMICROBIAL STEWARDSHIP.”

1.1 Contextualizagao

Desde a descoberta da penicilina, em 1928, considerada um dos mais
importantes avangos da historia da medicina, os microrganismos vém
desenvolvendo, ao longo do tempo, mecanismos de resisténcia, principalmente
devido ao uso indiscriminado de antibiéticos, que sao farmacos utilizados para o
tratamento de infecgdes bacterianas (FLEMING, 1929, VIVAS, BARBOSA, et al.,
2019).

Segundo a Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS), até o ano 2050, pode
haver até 10 milhdes de mortes/ano por conta da auséncia de tratamento eficaz
no combate as Bactérias Multirresistentes (BMR) (MAJUMDER, RAHMAN, et al.,
2020, O'NEILL, 2014).

A Resisténcia Microbiana € hoje a maior preocupagao para 0s servigos
de saude mundial, principalmente pelo aumento do tempo de internagédo e uso
de antimicrobianos de amplo espectro nos pacientes acometidos por infecgdes
microbianas resistentes, tornando elevados os custos hospitalares (ANWARUL,
MAJUMDER, et al., 2020, O’NEILL, 2014, 2016, VIVAS, BARBOSA, et al., 2019).

A pandemia de COVID-19, trouxe ainda mais preocupacdes com a
resisténcia microbiana, pois muitos pacientes que apresentavam sintomas leves
ou doenca moderada, tomaram antibiético como medida preventiva, sendo que
os antibidticos s6 possuem efeito em bactérias e ndo em virus. A prépria OMS
ndo recomendou o uso de antibidticos nestes quadros (ANWARUL,
MAJUMDER, et al., 2020, WHO, 2021).

Existem diversos mecanismos que implicam em resisténcia a
antimicrobianos, dentre os quais merecem destaque os relacionados a aspectos
genéticos (mutagbes e transferéncia horizontal de genes) e bioquimicos
(inativagdo, mudancas de permeabilidade da membrana, entre outros (DZIDIC,
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SUSKOVIC, et al., 2008, SMITH, Moyra, 2017).

O Centro de Controle e Prevengao de Doencas (Centers for Disease
Control and Prevention -CDC), em 2014, criou um programa de gestdo do uso
racional de antimicrobianos, o “Antimicrobial Stewardship”. Este, objetivou
priorizar atividades de controle de infecgbes, utilizando de estratégias
multidisciplinares seguindo os padrdes internacionais de seguranga do paciente
(O'NEILL, 2014).

No Brasil, o numero de infecgdes hospitalares culminou com o aumento
nos custos com tratamentos e elevado numero de ébitos, o que motivou o
governo federal a tomar medidas para sua prevencdo Em 2017, a ANVISA
publicou o Plano Nacional para Prevencdo e Controle de Resisténcia a
Microbianos no Servigcos de Saude, ou seja, um Stewardship em padrdes
nacionais, que apresentou como objetivo definir estratégias nacionais para
deteccao, prevencao e reducdo da Resisténcia Microbiana em servicos de
saude.

A ANVISA publicou no ano de 2021, um novo manual de Prevengao de
Infecgdes por microrganismos multirresistentes em servigos de saude, com o
intuito de intensificar as estratégicas de redugao da resisténcia antimicrobiana.
Nele esta sendo abordado diversas recomendagdes sobre a importancia do uso
adequado dos antimicrobianos, baseado em perfil epidemiolégico, na terapia
guiada por testes de sensibilidade e na importancia das areas multidisciplinares,
como a enfermagem e microbiologia (ANVISA, 2021).

Ao considerar as recomendagdes mundiais e nacionais sobre o
Antimicrobial Stewardship, €& imprescindivel reconhecer que intervencgdes
multifacetarias, baseadas no envolvimento de todos os profissionais de saude,
podem aumentar a capacidade de motivacado na criacdo de ferramentas com o
intuito de avaliar e otimizar o tratamento antimicrobiano durante seu uso
(MCNULTY, HAWKING, et al., 2018).

A atual falta de novos antimicrobianos para substituir os que se tornaram
ineficazes, traz urgéncia a necessidade de aferir a agdo dos medicamentos
existentes por meio de métodos alternativos. (Marangoni, 2022).

Neste contexto da elaboracédo de ferramentas ou métodos alternativos

para otimizar o uso dos antimicrobianos existente, cabe referenciar o potencial
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da Espectroscopia Raman. E uma técnica que consiste em iluminar o material a
ser analisado e detectar a luz espalhada, oriunda de vibragbes moleculares, as
quais contém informagdes especificas sobre as moléculas que compdem o
material (BEZERRA, A. G., CAVASSIN, et al., 2017, GALVAN, YU, et al., 2006,
QIAN, SHAQO, et al., 2020).

O conjunto dessas vibragbdes, que aparecem na forma de picos no
espectro da luz espalhada, forma uma impressao digital do material. Porém, os
sinais Raman sao muito pequenos, de modo que, para ampliar estes sinais,
nanoestruturas como nanoparticulas precisam ser empregadas. Quando um
material (analito) se encontra adsorvido, ou seja, aderido nas nanoestruturas,
ocorrem interagdes de efeito quimico e também um significativo efeito fisico, que
aumenta o campo elétrico, dando o dito efeito plasménico, que chamamos de
efeito SERS (Surface-enhanced Raman Spectroscopy), que pode amplificar o
sinal Raman, possibilitando assim a detecgdo de uma unica molécula
(BEZERRA, A. G., CAVASSIN, et al., 2017, KNEIPP, KNEIPP, et al., 2006, LIU,
Chia Ying, HAN, et al., 2016).

O potencial da espectroscopia SERS apresenta-se, portanto, como um
ponto de partida altamente promissor na ciéncia e na tecnologia, com
implicagdes evidentes no campo da nanomedicina e na area da saude, inclusive
para 0 monitoramento de medicamentos, dado o potencial de rapidez,
sensibilidade e especificidade da técnica Raman (KNEIPP, KNEIPP, et al., 2006,
LIU, Chia Ying, HAN, et al., 2016, LIU, Haitao, WANG, et al., 2019).

1.2 Hipoétese

A Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie (SERS (Surface-
enhanced Raman Spectroscopy) pode ser uma ferramenta auxiliar na
investigacado da resisténcia antimicrobiana e assim contribuir no programa do

Antimicrobial Stewardship.
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1.3 Justificativa

Anualmente, aproximadamente 700.000 pessoas adquirem infecgdes
com microrganismos multirresistente e segundo a OMS, no estudo de O’Neill em
2014, os custos com resisténcia bacteriana poderdo chegar a 100 trilhdes de
délares até 2050, levando a uma crise econdmico-financeira pior que a de 2008
(MAJUMDER, RAHMAN, et al., 2020, O'NEILL, 2014).

A situagao agravou, principalmente apés a pandemia de COVID-19 , pois
um estudo publicado no final do ano de 2020 avaliou 2.010 prescricbes de
pacientes acometidos pelo novo Coronavirus e observou que 72% destas
prescricdes continham terapia antimicrobiana de amplo-espectro, ou seja,
antibioticos muito potentes e que atinge uma enorme variedade de bactérias.
Contudo, somente 8% destes pacientes realmente apresentaram infeccao
bacteriana concomitante a viral (RAWSON, ZHU, et al., 2020). Este artigo
comprovou a utilizagdo indiscriminada e incoerente dos antibidticos,
potencializando a resisténcia bacteriana.

O uso inadequado de antibidtico vem sendo fortemente desestimulado
pela OMS desde 2015, sendo que na 68° Assembleia Mundial da Saude, ela
implantou o Plano de Acao Global para combater a Resisténcia Antimicrobiana.
Neste plano, foram incluidos 5 (cinco) objetivos fundamentais, dentre eles,
otimizar o uso de antimicrobianos e desenvolver abordagens sustentaveis para
o desenvolvimento de novos medicamentos e ferramentas diagnésticas (WHO,
2015), sendo os maiores desafios.

Abordagens sustentaveis requerem conhecimento ampliado sobre os
mecanismos moleculares dos antimicrobianos, associados ou nao a resisténcia
microbiana, suas origens, evolugéo e principalmente sua disseminagao.

Muitos métodos tradicionais usados em estudos de resisténcia a
antibioticos dependem do cultivo bacteriano e da determinagédo da concentragao
inibitéria minima (CIM), incluindo contagem de unidades formadoras de col6nias
(UFC) e monitoramento das curvas de crescimento, e também os métodos a
base de técnicas moleculares, como a PCR (Polymerase Chain Reaction) e
MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
Mass Spectrometry) Essas técnicas de monitoramento tendem a apresentar
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alto custo e demandam longos tempos de identificacdo até o laudo final
(ANVISA, 2007a, DZIDIC, SUSKOVIC, et al., 2008, MUNITA, ARIAS, 2016).
Sabe-se que a fotdnica e nanotecnologia permitem a obtencéo de dados
bioldgicos a nivel molecular, com potencial para o desenvolvimento de solugdes
rapidas e de baixo custo (LIU, Chia Ying, HAN, et al., 2016). Esta pesquisa tem
a intencdo de apresentar a técnica SERS como ferramenta para
caracterizagao de antimicrobianos B — lactamicos em meio aquoso e meio
biolégico, tendo em vista o desenvolvimento da mesma baseada na identificacéo
precoce da degradagao do antimicrobiano em meio bioldgico, objetivando ser
participante ativo do Antimicrobial Stewardship para uso a beira leito e com baixo

custo.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo Geral

Investigar a aplicagdo da espectroscopia Raman amplificada por

superficie (SERS) na detecgao de antibidticos B — lactamicos.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Descrever o panorama da Resisténcia Antimicrobiana, no contexto da
Saude publica.

2. Demonstrar a possibilidade da deteccdo de antibidticos por meio da
Espectroscopia Raman Amplificada por superficie (SERS)

3. Analisar a contribuicdo da ferramenta proposta para o programa de

“Antimicrobial Stewardship”.

1.5 Estrutura do trabalho

Este trabalho esta estruturado em 6 capitulos. O Capitulo 1, refere-se a
introdugéo, contendo a contextualizagao, a hipotese, a justificativa e os objetivos

da pesquisa. No Capitulo 2, é desenvolvida a fundamentacgao tedrica sobre a
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linha do tempo da criacdo dos antibidticos e sua evolucido para a resisténcia,
além de explicar o Antimicrobial Stewardship como um programa para tentar
sanar o grande problema da Resisténcia Antimicrobiana. Neste mesmo capitulo,
também sera demonstrado o método baseado em foténica da Espectroscopia
Raman Amplificada por Superficie. O Capitulo 3 descreve a metodologia
utilizada na pesquisa. O Capitulo 4 apresenta os resultados e discussdes obtidos
por meio de analise estatistica dos espectros e as simulagdes obtidas no sistema
Gaussian. Por ultimo, no Capitulo 5 estdo apresentadas as conclusbes da

pesquisa.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Este capitulo apresenta um dos problemas de saude publica mundial, a
Resisténcia Antimicrobiana (RA). Descreve prefaciando a Historia dos
antibidticos, a resisténcia bacteriana e o programa mundial de gerenciamento do
uso de antimicrobianos “Antimicrobial Stewardship”. Aborda também a
metodologia baseada em fotbnica da espectroscopia Raman e sua amplificagao

por superficie.

2.1 Histoéria dos antibioticos

Ha mais de 2.000 anos, principalmente em relatos egipcios e orientais,
tratavam-se feridas infectadas com “cataplasmas”, uma espécie de papa
medicinal onde misturavam-se solo, raizes, folhas e pao mofado, resultando
numa mistura com propriedades antibiéticas, ou seja, capaz de matar ou inibir o
desenvolvimento de bactérias, as quais somente foram reconhecidas como
agentes causadores de doengas infecciosas no século XIX (GELPI,
GILBERTSON, et al., 2015, HUTCHINGS, TRUMAN, et al., 2019).

Por volta dos anos de 1900, as doencgas infecciosas representavam 30%
das mortes. Eram causadas principalmente pela tuberculose, pneumonia,
doencas sexualmente transmissiveis e doengas diarreicas (BAX, 1998, COHEN,
2000,HUTCHINGS, TRUMAN, et al., 2019). A sifilis era a doenga que mais
castigava os homens e foi neste periodo que Paul Ehrlich! desenvolveu o
Salvarsan (Arsénico da Salvagéo), um composto sintético baseado no arsénico,
que foi considerado a primeira droga anti-infecciosa, ao qual deu inicio aos
estudos de drogas sintéticas (GELPI, GILBERTSON, et al., 2015, HUTCHINGS,
TRUMAN, et al., 2019).

Mesmo com os estudos sobre drogas anti-infecciosas em andamento,
ainda era um grande pesadelo pensar em infecg¢des, principalmente as
pediatricas, as quais no inicio do século XX apresentavam uma estimativa de
Obito de quase 10% até o quarto ano de vida (BAX, 1998, COHEN, 2000,

1 Paul Ehrlich (1854 — 1915) médico bacteriologista Alem3o, considerado o Pai da quimioterapia.
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HUTCHINGS, TRUMAN, et al., 2019). Neste periodo, um dos problemas
mundiais de saude publica eram as infecgbes que nao possuiam tratamento,
pois nao existiam farmacos para combaté-las.

Em 1928, Alexandre Flemingz, em uma das suas experiéncias,
esqueceu durante suas férias, uma placa de Petri contaminada com
Staphylococcus aureus (Figura 1) e percebeu ao retornar, que a placa estava
com um mofo, e que onde existia o fungo aparecia um halo transparente, ao qual

ele concluiu que poderia ter efeitos bactericidas (FLEMING, 1929).

Figura 1- Cultura de Staphylococcus aureus com Penicillium notatum encontrada por
Alexandre Fleming

oldénia de Penicillium
Staphylococcus

passando por lise

Coldnia de
Staphylococcus normal

Fonte: Adaptado de (FLEMING, 1929).

Ao se intrigar com este halo transparente, Fleming revolucionou a
histéria da medicina, quando identificou o fungo como sendo do género
Penicillium notatum, comprovando que este era capaz de inibir o crescimento
bacteriano porque apresentava uma substancia antiestafilocécia que ele nomeou
de “penicilina” (AMINQOV, 2010, DAVIES, DAVIES, 2010, FLEMING, 1929).

Cabe relembrar, que Louis Pasteur descreveu a antibiose, ou seja, a
unido de organismos que prejudicam ou inibem a agao de outros e gracas a esta
descrigao, foi possivel Fleming entender e caracterizar a cultura inovadora.

Contudo, somente 11 anos apds esta descoberta fundamental, ao
continuar os estudos, Fleming juntamente com Ernst Chain e Howard Florey,
conseguiram isolar, purificar e transformar a penicilina utilizavel para aplicacéo

clinica. Diversos casos de sucesso com o uso da penicilina foram reportados,

2 Alexander Fleming (1881-1955) foi um médico bacteriologista escocés.
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porém, somente apds a Segunda Guerra Mundial as industrias farmacéuticas
comecgaram a produzi-la em larga escala. Esta descoberta fez com que Fleming,
Chain e Floray ganhem o Prémio Nobel de Medicina em 1945 (AMINQOV, 2010,
DAVIES, DAVIES, 2010).

Gerhard Domagk3, ao dar continuidade aos estudos de Paul Ehrlinch,
desenvolveu o primeiro antibidtico de amplo espectro com base em produtos
sintéticos para uso clinico contra o Streptococcus, o Prontosil
(sulfonamidocrysoidina (KI-370)), farmaco que deu origem a familia das
sulfonamidas (AMINOV, 2010). Este antibidtico foi usado e testado na prépria
filha do Domagk, resultando na salvagao do brago da menina, que por conta da
bactéria Streptococcus, estava para ser amputado (HUTCHINGS, TRUMAN, et
al., 2019).

Ao final dos anos de 1930, Selman Abraham Waksman* descobriu a
estreptomicina, o primeiro antibidtico eficaz contra a tuberculose. Esta
descoberta também rendeu a ele um Prémio Nobel de Medicina em 1952.
Porém, o que mais o deixou famoso foi o fato de ser nomeado o “pai dos
antibiéticos” (DAVIES, DAVIES, 2010, KRESGE, SIMONI, et al., 2004).

Waksman, além de caracterizar o antibiético como sendo um composto
organico a base de um microrganismo para destruir outro microrganismo, foi
considerado um dos pesquisadores mais incentivadores dos compostos
antimicrobianos, pois doava quase todo o dinheiro das patentes e licengas que
recebia para continuar as pesquisas com microbiologia e antibidticos (DAVIES,
DAVIES, 2010, HUTCHINGS, TRUMAN, et al., 2019, KRESGE, SIMONI, et al.,
2004).

Com a descoberta da penicilina, a era de ouro dos antibiéticos e o grande
sucesso sobre as bactérias, passaram a ser um marco historico, principalmente

porque naquele momento, acreditava-se que os antibiéticos tinham solucionado

3 Gerhard Johannes Paul Domagk (1895-1964) médico bacteriologista, nasceu em
Brandemburgo na Alemanha.

4 Selman Abraham Waksman (1888-1973) bioquimico ucraniano, nasceu na cidade rural
ucraniana de Novaya Priluka e naturalizado estadunidense.
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um problema que tanto causara mortalidade na populagdo mundial da época
(COHEN, 2000, HUTCHINGS, TRUMAN, et al., 2019).

Com o decorrer do século XX, diversos antibiéticos foram descobertos e
desenvolvidos. Concomitante, o processo de resisténcia antimicrobiana vem
aparecendo, mostrando que a cada novo antibidtico, as bactérias vao se
adaptando e criando novos mecanismos de resisténcia (HUTCHINGS,
TRUMAN, et al., 2019). A fim de demonstrar estes acontecimentos, uma linha do
tempo é apresentada na Figura 2. Pode-se observar na Figura 2 que na década
60, aparecem os primeiros casos de MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina), na década de 80 os casos de VRE (Enterococcus resistente a
vancomicina) € nos anos 2000 os casos de VRSA (Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina), demonstrando que a cada evolugdo de uso dos
antibidticos desenvolvidos, uma nova resisténcia foi se criando, estas ja como

enzimas de resisténcia.

Figura 2 - Linha do tempo dos antibiéticos

Carbapenémicos

Monobactémicos

1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

MRSA VRE VRSA

Resisténcia a
Penicilina

Resisténcia
Salvarsan
Resisiéncia as

. . Polimixinas
Resisténcia as

Sulfonamidas

Fonte: Adaptado de Garcia (2022)

No mundo todo foi possivel observar a grandiosidade da agcdo dos
antibiodticos. Nos paises de Gales (Reino Unido - Inglaterra, Escdcia e Irlanda do
Norte), as mortes por febre puerperal, causada por Streptococcus pyogenes,

caiu 50%. Nos Estados Unidos, entre 1938 e 1952, a taxa de mortalidade por
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infeccbes caiu para 8,2%, sendo mais expressivo na tuberculose e na
Pneumonia (ANWARUL, MAJUMDER, et al., 2020, COHEN, 2000).

A credibilidade nos antibidticos era tdo esplendorosa que em 1969, o
cirurgido geral Willian H. Stewart declarou no Congresso Americano que “era
hora de fechar o livro sobre as doencas infecciosas”, em outras palavras, para
ele e para outros profissionais da saude da época, as doencas causadas por
microrganismos era um problema resolvido (BAX, 1998, COHEN, 2000,
HUTCHINGS, TRUMAN, et al., 2019).

Por conta desta declaracdo e o sucesso dos antibiéticos, os estudos e
as atividades de prevengao de doencas infecciosas foram perdendo recursos,
levando a industria farmacéutica a acreditar que havia antibidticos suficientes
para as infecgcdes existentes, reduzindo o desenvolvimento de novos
medicamentos relacionados a infecgdo, passando entédo a focar na produgao de
farmacos ligados a doengas nao infecciosas, tais como o cancer e doengas
cardiovasculares (COHEN, 2000, HUTCHINGS, TRUMAN, et al., 2019).

2.2 Classes antimicrobianas

Os Antimicrobianos sao farmacos utilizados para tratamento de agentes
infecciosos e sao capazes de lesar ou matar os microrganismos invasores sem
prejudicar as células do hospedeiro, podendo este, ser humano ou animal
(WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

Estatisticas globais sobre o uso de antibi6éticos apontam um aumento de
35% no consumo entre 2000 e 2010. Paises como a Russia, india, China, Brasil
e Africa do Sul representam um total de 76% no consumo destes antibioticos.
(VAN BOECKEL, GANDRA, et al., 2014).

Os antibidticos podem ser classificados quanto a sua acao final,
especificamente como bactericidas ou bacteriostaticos, sendo capazes de
eliminar ou impedir o crescimento e a multiplicagdo das bactérias (LEVINSON,
2010).

Também podem ser classificados pelo seu mecanismo de agao: a
inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese proteica;
desestabilizagdo da membrana do celular bacteriana; interferéncia na sintese de
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acido nucleico (DNA); e também na inibicdo da sintese de folato (sintese das
porinas e do acido folico), vide Figura 3 (ANVISA, 2007b, NOGUEIRA, XAVIER,
etal., 2016).

Figura 3 - Mecanismos de agédo dos antimicrobianos
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Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2007a)

A escolha do antimicrobiano deve ser baseada sempre na identificagcao
do microrganismo, na suscetibilidade do organismo para com o farmaco
escolhido, o local da infecgdo, estado clinico do paciente. (WHALEN, RICHARD,
et al., 2016). Este ultimo é de suma importancia, pois uma terapia antibiética
interrompida podera causar uma resisténcia antimicrobiana e, como
consequéncia, causar o 6bito do paciente.

Neste trabalho, serdo apresentadas algumas das principais classes de
uso clinico hospitalar e ambulatorial, tais como: a familia dos B — Lactamicos,
Quinilonas, Glicopeptideos e Aminoglicosideos. Contudo neste Trabalho, na

metodologia escolnemos somente a classe dos beta

2.21 [ - Lactamicos
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Esta classe possui sua origem na penicilina, com o0 mesmo nucleo
estrutural de 3 atomos de carbono e 1 de nitrogénio, ao qual forma o anel B —
lactdmico, conforme mostrado na Figura 4. Este anel B — lactamico € o ativo
bactericida do farmaco (AZEVEDO, 2014). Contudo, este anel necessita estar
ligado a pelo menos a um radical presente na estrutura molecular, a fim de
conferir sua atividade farmacoldgica (ARRUDA, SIQUEIRA, et al., 2019).

Figura 4 - Anel B - Lactamico

Anel B-lactamico

o
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CHy=CH —C == HHH
- S—CH,CH,~N-C=N
€ -
Y COOH

Fonte: Adaptado de Whalen, Richard et. al. (2016).

Os B — lactamicos é a principal classe de antimicrobianos utilizada na
pratica clinica por serem seguros e também possuirem baixa toxicidade
(ARRUDA, SIQUEIRA, et al., 2019, AZEVEDO, 2014). O mecanismo de acéo
dos B — lactamicos € agir na sintese da parede celular bacteriana, atuando
especificamente na ligagao cruzada dos peptidoglicanos, causando a lise/morte
da bactéria (WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

O que diferencia os B — lactadmicos, entre eles, sao os radicais da sua
estrutura. Estas alteragdes quimicas sdo capazes de gerar caracteristicas como
afinidade ao receptor, espectro de agao e até mesmo formas diferentes de
resisténcias. Podem ser subdivididos em Penicilinas, Cefalosporinas,
Carbapenémicos e Monobactamicos (ANVISA, 2007b, ARRUDA, SIQUEIRA, et
al., 2019).

2.2.1.1 Penicilinas
A penicilina foi um dos primeiros antimicrobianos a ser utilizado em

humano e é ainda muito utilizada para tratamentos atuais. Revolucionou
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totalmente o tratamento de doencgas infeciosas, causadas por bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (ARRUDA, SIQUEIRA, et al., 2019).

A penicilina é produzida pelo fungo Penicillium. Porém, para conferir sua
acao no meio de cultura, sdo adicionados compostos como o acido fenilacético,
ao qual produz a Penicilina G. (WRIGHT, 1999), conhecida como
Benzilpenicilina (Benzetacil®).

Mesmo a penicilina sendo valiosa, possui desvantagens. Ela é
facilmente degradada pelas beta-lactamases, enzimas de degradacgao dos 3 —
lactdmicos. Com a evolugdo dos anos e com o conhecimento sobre as enzimas
degradatodrias, foi possivel a descoberta do 6-APA (acido 6-aminopenicilanico),
a base da fermentagcdo do mesmo fungo. Esta nova caracteristica molecular,
conforme mostra a Figura 5, coadjuvante ao anel  — lactadmico, possibilitou ao
desenvolvimento de diversas outras penicilinas de cunho semissintéticas, que
configuraram uma forma mais resistente as beta-lactamases (ARRUDA,
SIQUEIRA, et al., 2019, AZEVEDO, 2014).

Figura 5 - Estrutura dos antibiéticos - Penicilina
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Fonte: Adaptado de Williams (1999)

Com base nestas novas formulagdes e também da adaptacdo das
bactérias a estes novos compostos, foram desenvolvidos compostos que inibem
a atividade das beta-lactamases, tendo como exemplo o acido clavulanico, o
sulbactam e o tazobactam (ANVISA, 2007b, ARRUDA, SIQUEIRA, et al., 2019,
AZEVEDO, 2014). Os antibiéticos supracitados sdo amplamente utilizados em
tratamentos clinicos, tanto ambulatoriais quanto hospitalares.

Dentro da classe das penicilinas, devido as inovagdes, encontram-se as

Benzilpenicilinas (penicilina cristalina, penicilina G procaina ou benzatina e a
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penicilina V), as Aminopenicilinas (Ampicilina e Amoxacilina), as Penicilinas
Resistentes as Penicilinases (oxacilina, meticilina, carbenicilina, ticarcilina e
Piperacilina) e as Penicilinas de Amplo Espectro, as quais séo obtidas pela
associagao dos inibidores de Beta-lactamases (amoxacilina com acido
clavulanico, ticarcilina com acido clavulanico, Ampicilina com sulbactam e
piperacilina com tazobactan) (ANVISA, 2007b, WHALEN, RICHARD, et al.,
2016).

2.2.1.2 Cefalosporina

As cefalosporinas possuem o mesmo mecanismo de acgao das
penicilinas e também sao afetadas pelos mesmos mecanismos de resisténcia,
porém conseguem conferir agcdo sobre algumas beta-lactamases. S&o
produzidas semissinteticamente, ou seja, possui acréscimo das suas cadeias
laterais ao 7-ACA (acido 7-amino-cefalosporamico), de acordo com a Figura 6
(ARRUDA, SIQUEIRA, et al., 2019, WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

Figura 6 - Estrutura dos antibiéticos — Cefalosporinas.

COOH )
R — Cadeia lateral

Fonte: Adaptado de Williams (1999)

Sao divididas em 5 geracoes e classificadas quanto ao seu espectro de
acao: 12 Geragao (cefazolina, cefalotina, cefaloridina, ceradroxil, cefaxelina,
cefazitrina); 22 Geragdo (cefamandol, cefaclor, cefuroxima, cefomicida,
cefoxitina, cefotetan); 3% Geragdo (cefotaxima, cefsulodina, ceftazidima,
cefoperazona, Ceftriaxona, cefixima); 42 Geragao (cefepime, cefpiroma) e 52
Geracgao (ceftaroline, ceftobiprole) (ANVISA, 2007b, ARRUDA, SIQUEIRA, et al.,
2019).
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2.2.1.3 Carbapenémicos

Os carbapenémicos sao antibiéticos do grupo dos B — lactdmicos que
representam atualmente a ultima opcéao terapéutica para combate de bactérias
multirresistentes, pois apresentam um amplo espectro de agao contra bactérias
do tipo Gram-negativa e Gram-positiva (AZEVEDO, 2014), além de cobertura
para cepas produtoras de ESBL (Betalactamase de Espectro Expandido). Sua
estrutura quimica, conforme Figura 7, € uma cadeia pentaciclica insaturada
ligada ao atomo de carbono, formando o anel carbapenema junto ao anel 3 —
lactamico (ARRUDA, SIQUEIRA, et al., 2019).

As propriedades farmacologicas dos carbapenémicos oportunizam a
capacidade do farmaco de nao produzir toxicidade renal, devido ndo serem
degradados pelas peptidases renais (WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

Figura 7 - Estrutura dos antibiéticos — Carbapenémicos.
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Fonte Adaptado de Williams (1999)

Atualmente, temos disponiveis no Brasil, apenas trés drogas
carbapenémicas: o Imipenem, Meropenem e o Ertapenem. Cabe ressaltar que
em caso de resisténcia aos carbapenémicos, as enzimas que degradam estes
farmacos sao conhecidas como carbapenemases. Estas, por sua vez se tornam
muito significativas e importantes para saude publica, pois além de degradarem
os carbapenémicos, possuem o poder de degradar os demais 3 — lactdmicos
(ANVISA, 2007b, ARRUDA, SIQUEIRA, et al., 2019).
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2.2.1.4 Monobactamicos

O Monobactamicos sao farmacos que apresentam em sua estrutura
molecular, Figura 8, apenas um anel § — lactdmico monociclico, e por conta disso
seu espectro de acao € limitado apenas a bastonetes gram-negativos aerdbios,
bactérias que necessitam de oxigénio para sobreviverem, e ndo apresentam
acao sobre as bactérias gram-positivas e gram-negativos anaerobios, bactérias
que vivem sem a necessidade de oxigénio. No Brasil somente existe como
representante desta classe o Astreonam. (ANVISA, 2007b, ARRUDA,
SIQUEIRA, et al., 2019, AZEVEDO, 2014).

Figura 8 - Estrutura dos antibiéticos — Monobactamicos.

R — cadeia lateral
Fonte: Adaptado de Williams (1999)

2.2.2 Quinilonas

No inicio dos anos 60, o acido nalidixico, produzido a partir da cloroquina
(medicamento destinado para malaria), deu origem a utilizagdo das Quinilonas
(vide Figura 9) na pratica clinica. Com base nesta estrutura principal, diversas
outras foram desenvolvidas, sendo que a mais importante e significativa foi a
adicdo do atomo de Fluor, ampliando o espectro de acido para as bactérias
Gram-positivas, passando para a nomeagdao de Fluoroquinolonas
(RODRIGUES-SILVA, MANIERO, et al., 2014).

As Quinolonas dependem de entrarem na bactéria através das proteinas
de membrana, as Porinas, para que no meio intracelular possam inibir a
replicacdo do DNA bacteriano, agindo especificamente nas enzimas de

DNAgirase (topoisomerase Il e IV) durante o crescimento bacteriano. Este
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processo interfere no fechamento do DNA ao final da sua replicagcao causando
a morte celular (WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

Figura 9 — Estrutura e Classificagdao dos Antibiéticos - Quinolonas.
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Fonte: Adaptada de Rodrigues-Silva, Maneiro et.al. (2014)

Atualmente, existem 4 geracdes de Quinolonas conforme mostrada na
Figura 10, baseadas no espectro de acado: 1% Geracao - bactérias Gram-
negativas aerdbicas, excluindo as Pseudomonas (Acido nalidixico), a partir da 22
Geracdo, aparecem as Fluoroquinolonas, que sao capazes de atuarem nas
pseudomonas e alguns Gram-positivos (Ciprofloxacino, Norfloxacino,
Ofloxacino), 32 Geracao - uma melhor amplitude de agao quanto as bactérias
Gram-positivas, em especial os Streptococcus pneumoniae (levofloxacino) e a
4% Geragdo - acao contra microrganismos anaerobios (Moxifloxacino)
(RODRIGUES-SILVA, MANIERO, et al., 2014, WHALEN, RICHARD, et al.,
2016).

2.2.3 Glicopeptideos

Os glicopeptideos utilizam o mesmo mecanismo de ag¢do dos B —

lactdmicos. Inibem a sintese do peptideoglicano, contudo neste caso, agem na
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alteracdo dos terminais dipeptidico D-Ala-D-Ala, impedindo a ag&o das
transpeptidases, desta forma impossibilitando a ligagao entre os peptidoglicanos
causando o enfraquecimento da parede e por consequéncia a lise/morte celular
(TERRA, SILVA, 2017, WHALEN, RICHARD, et al., 2016). Além de atuarem na
parede celular, também agem na permeabilidade da membrana citoplasmatica e
na sintese de RNA (ANVISA, 2007b).

Existem dois representantes de glicopeptideos atualmente: a
Vancomicina e a Teicoplanina. Ambos possuem acdo em bactérias Gram-
positivas, especialmente a Vancomicina, pois € amplamente utilizada em nivel
hospitalar, como a opgao terapéutica para casos de infecgcbes causadas por
Staphylococcus resistentes do tipo MRSA (Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina) e para Enterococcus sp. (ANVISA, 2007b). A estrutura molecular da
Vancomicina é formada por complexo triciclico, compostos de amida, alcool,
fenol e acido carboxilico derivado de cepas Amycolatopsis orientalis e purificada
cromatograficamente, como se apresenta na Figura 10 (TERRA, SILVA, 2017,
WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

Figura 10 - Estrutura Molecular da Vancomicina

Fonte: Vila et al. (2007)

A Vancomicina € sem sombra de duvidas o antibiético mais poderoso
para uso hospitalar com foco nas Gram-positivas, porém deve ser utilizada com
muita cautela, pois apresentam efeitos colaterais e toxicidade importantes
(CLAUDIA, 2013). Os mais comuns sdo: a “Sindrome do Homem Vermelho” que
€ um quadro de vermelhidado principalmente no rosto causado pela velocidade
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dainfusdo da droga, a leucopenia e a nefrotoxicidade. Muitas instituigdes utilizam
de métodos quantitativos (vancocinemia) para monitoramento do tratamento da

Vancomicina, afim de evitar lesées renais (ANVISA, 2007b).

2.24 Aminoglicosideos

Sao antibidticos que atuam estritamente em bacilos gram-negativos
aerobios (WHALEN, RICHARD, et al., 2016). Apesar de serem muito usados na
clinica hospitalar, os aminoglicosideos possuem alta toxicidade, como
nefrotoxicidade, ototoxicidade e paralisia neuromuscular (ANVISA, 2007b,
OLIVEIRA, CIPULLO, et al., 2006).

A estreptomicina foi o primeiro aminoglicosideo desenvolvido a partir de
Actinomicetos (Streptomyces griseus), isso por volta dos anos de 1944, para uso
clinico no tratamento da Tuberculose (ANVISA, 2007b, GUIMARAES,
MOMESSQO, et al., 2010). O nome Aminoglicosideo se deve ao fato da molécula
ser constituida de dois ou mais aminoagucares unidos por ligagao glicosidica a
um nucleo hexose central (aminociclitol) (WHALEN, RICHARD, et al., 2016), de
acordo com a Figura 11. Por apresentar uma atividade com pH levemente
alcalino (7,4) e ter uma natureza policatidnica, tem uma facilidade na penetracao
da parede celular bacteriana em especial, nos Gram-Negativos (GUIMARAES,
MOMESSO, et al., 2010).

Figura 11 - Molécula de Estreptomicina.
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A acédo deste farmaco € bactericida por ligarem-se na subunidade 30s
dos ribossomos bacterianos. Com isso, ele impede o movimento do ribossomo
junto ao mRNA e por consequéncia interfere na sintese de proteinas
(GUIMARAES, MOMESSO, et al., 2010). Os aminoglicosideos disponiveis
atualmente para tratamento s&o: a Estreptomicina, Gentamicina, Tobramicina e

Amicacina.

2.3 Resisténcia bacteriana

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a Resisténcia
Antimicrobiana ocorre quando o microrganismo (bactérias, fungos, virus ou
parasitas) sofre alteragcdo em seus mecanismos de defesa quando expostos a
antimicrobianos (antibiéticos, antifungicos, antivirais, antimalaricos ou anti-
helminticos). Além disso, cabe ressaltar, que a OMS, considera ainda como
ultrarresistentes, os microrganismos resistentes a maioria dos antimicrobianos.

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € considerada um dos grandes
problemas de saude publica mundial, devido a diminuicdo da eficacia dos
antibidticos. Esta, leva a consequéncias, tais como: o aumento no tempo de
internacédo, aumento dos custos hospitalares e das taxas de hospitalizacao, e
principalmente, elevacdo da morbimortalidade da populacdo afetada
(ANWARUL, MAJUMDER, et al., 2020, O'NEILL, 2014, 2016, VIVAS,
BARBOSA, et al., 2019).

Os microrganismos pertencentes ao grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter) sao
atualmente os principais agentes causadores de infecgdes relacionadas a
assisténcia a saude, que levam a morte de pacientes criticos e
imunocomprometidos (MAJUMDER, RAHMAN, et al., 2020).

Os antibidticos tornaram-se uma intervencdo muito necessaria,
principalmente para procedimentos de saude complexos, como cirurgias,
transplantes de érgaos e tratamento de pacientes com cancer. Contudo, este

aumento exacerbado do uso e por consequéncia o aumento de cepas
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resistentes, tem prejudicado estes procedimentos e criticalizando pacientes
(MUNITA, ARIAS, 2016).

Alexandre Fleming, ao descobrir a penicilina, alertou sobre a importancia
de utiliza-la com muita cautela, pois seu uso, de forma inadequado, poderia levar
a criagao de resisténcia por parte das bactérias (FLEMING, 1929). Pois bem,
com apenas dez anos apos o uso clinico da penicilina, o alerta de Fleming virou
realidade, as primeiras cepas resistentes comegaram a ser evidencializadas
(ANWARUL, MAJUMDER, et al., 2020).

Porém, a resisténcia das bactérias € muito mais antiga que a criacéo dos
antibioticos. Naturalmente, qualquer organismo vivo possui mecanismos naturais
de defesa. Nas bactérias isso € muito relevante, pois elas compartilham o mesmo
meio biolégico dos compostos antimicrobianos, fazendo que evolutivamente
apresentem resisténcias intrinseca e naturais, aos compostos moleculares dos
antibioticos, devido a sua adaptabilidade genética (MUNITA, ARIAS, 2016).

A resisténcia antimicrobiana é atribuida a diversos fatores, dentre eles a
aquisicao de genes de resisténcia, pressao seletiva e disseminagao clonal. O
aumento do uso inadequado e descontrolado dos antimicrobianos, no
atendimento clinico e na agro veterinaria, nos ultimos dez anos, é considerado a
maior causa de disseminagdo de resisténcia entre os microrganismos
(BARBERINO, 2018).

A resisténcia bacteriana adquirida é atualmente o perfil mais importante
a ser monitorado, pois as bactérias, devido a exposicéo aos diversos antibioticos,
aprenderam a sobreviver ao meio e desenvolveram na sua evolugiao duas
estratégias genéticas de se ajustar ao antimicrobiano. A primeira é a da indugao
de mutacdo do DNA original, considerada evolugéo vertical, que ocorre dentro
do nucleotideo cromossomal e a segunda e mais importante, a transferéncia de
material genético extracromossémico, considerada evolugao horizontal, que por
sua vez pode se multiplicar em diversos géneros e espécies (BARBERINO,
2018, MUNITA, ARIAS, 2016). Alguns processos em que ocorre transferéncia de

material genético sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - Transferéncia Horizontal de Material genético entre microorganismos.
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Fonte: Barberino (2018).

Na evolugdo horizontal, os microrganismos apresentam trés vias de
transferéncia de genes entre géneros e espécies. A primeira via € a da
Transformacao que ocorre quando a bactéria adquire os genes de resisténcia
por morte da bactéria doadora do material genético. A segunda € a Transducao.
Esta via acontece com a ajuda de um bacteriéfago, um virus especifico das
bactérias, que serve de vetor do gene de resisténcia. Por ultimo a Conjugacéo,
uma relagao de contato direto entre duas bactérias, onde ocorre a transferéncia
do fragmento de DNA resistente via plasmideo (BARBERINO, 2018), conforme
mostrado na Figura 12.

Estes genes transferidos levam a criagdo de mecanismos de resisténcia
que impedem o antibiético na sua agao (Figura 13).

a) Alteracao de Permeabilidade: a bactéria possui em sua estrutura
a membrana celular, ou seja, uma parede de protecdo. A penetragdo dos
compostos por essa membrana acontece nas proteinas especiais, conhecidas
como porinas, as quais concebem passagem entre o meio externo e o interior da
célula (LEVINSON, 2010). Quando ocorre o efeito de resisténcia, estes canais
de passagem sao fechados, impedindo a penetracdo dos antibidticos
(BARBERINO, 2018, MUNITA, ARIAS, 2016).
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b) Alteracdo do sitio de acao: as moléculas de antibidticos
dependem de ter uma ligagdo molecular interna na bactéria para que o farmaco
realize sua acgdo, um processo muito parecido como uma chave e uma
fechadura, que precisam de um encaixe correto para trancar e destrancar. Por
meio dos genes de resisténcia, a bactéria consegue alterar este codigo de
ligacdo entre a molécula do antibiético e a bactéria (BARBERINO, 2018,
MUNITA, ARIAS, 2016). Um dos principais e mais importantes mecanismos de
alteracao do sitio de agao acontece nas PBPs (Penicillin Binding Proteins). Estas
sdo enzimas que auxiliam na ligacdo cruzada entre os polimeros de acido N-
acetilmuramico e N-acetilglucosamina, aos quais formam os peptideoglicanos,
ou seja, a parede celular bacteriana (COSTA, SILVA JUNIOR, 2017). Os B —
lactamicos, a maior classe dos antibioticos, agem justamente na inativagao
destas PBPs, fazendo com que elas, ndo consigam “costurar” a parede celular
causando a lise bacteriana. Contudo, quando ocorre a alteragdo do mecanismo
de acgao, estas PBPs conseguem modificar ou criar novas ligacdes moleculares,
impossibilitando a acdo dos B — lactamicos (BARBERINO, 2018, MUNITA,
ARIAS, 2016).

c) Bomba de efluxo: Na membrana da bactéria existem diversas
proteinas, sendo que algumas delas exercem a funcao de canal extrusor, ou
seja, passagem do meio intracelular para o extracelular. Estas proteinas
possuem a funcdo de expulsar compostos nocivos como antibidticos e
desinfetantes, de dentro da bactéria (LEVINSON, 2010). Através do gene de
resisténcia, a bactéria reconhece o farmaco e utilizando dessas proteinas
extrusoras, expulsa a molécula do antibiético, ocasionando assim a ndo agao do
farmaco (BARBERINO, 2018, DA SILVA, Pedro Eduardo Almeida, VON GROLL,
etal., 2011).

d) Mecanismo enzimatico: Este é considerado o principal e o mais
prevalente mecanismo de resisténcia das bactérias, especialmente as GRAN
Negativas, pois por meio da codificagdo dos genes, tanto por plasmideos
(moléculas extra cromossdmicas circulares de DNA) ou transposons (“genes
saltadores”, fragmentos de DNA codificante que possuem capacidade de mudar
de localizagao), a bactéria cria enzimas, que degradam ou inativam as moléculas
de antibidticos (BARBERINO, 2018, LAVAGNOLI, BASSETTI, et al., 2017,
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MUNITA, ARIAS, 2016). Existem trés principais tipos de enzima que inativam
antibioticos descritas atualmente na literatura, porém as mais importantes séo as
betalactamases. Estas hidrolisam a ligacdo amida do anel B — lactadmico, abrindo
0 anel e destruindo a composigdo molecular que se ligam nas PBPs. Cabe
ressaltar que estas enzimas vém sendo constituidas ao longo do tempo por
mutagdes, principalmente devido a pressao ambiental, ou seja, a utilizagao
excessiva de B — lactamicos. Mais de mil tipos de betalactamases foram descritas
e 0 mais importante € que nas bactérias Gram-negativas, estas enzimas criam a
capacidade de atuarem em conjunto com a barreira de permeabilidade da parede
celular, produzindo uma resisténcia muito mais significativa (ARRUDA,
SIQUEIRA, et al., 2019, BARBERINO, 2018).

Figura 13 — Mecanismos de Resisténcia.
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Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2007a).

Se consideramos a Teoria da Evolucdo de Darwin, o processo de
resisténcia das bactérias € um evento natural da espécie. Porém, este processo
foi indiscutivelmente acelerado com o aumento do uso dos antibidticos e pela
drastica redugao de produgao de novos farmacos anti-infeciosos pela industria
farmacéutica (MUNITA, ARIAS, 2016). E necessario, neste cenario de guerra
entre antibidticos e bactérias, sempre baseados na multidisciplinaridade, projetar
estratégias para controlar e combater a resisténcia bacteriana.
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2.4 Métodos de identificacao da resisténcia bacteriana

Como ja se sabe, a resisténcia aos antibidticos € definida como a
capacidade genética que as bactérias possuem de codificar os genes de
resisténcia, causando um efeito inibitério de antibidticos (BLAIR, WEBBER, et
al., 2015). Os mecanismos de resisténcia bacteriana incluem a inativacdo do
canal da porina, modificacdo dos alvos do antibiético, bomba de efluxo e
neutralizacdo da eficacia do antibidtico por meio da agdo enzimatica. Desta
forma, compreender a estrutura genética e as mudangas morfoanatémicas nas
bactérias sdo de importancia primordial para neutralizar o mecanismo de
resisténcia (KHAN, SIDDIQUI, et al., 2019).

Para confirmagcdo de uma diagnodstico infeccioso é necessario a
realizacado de procedimentos laboratoriais, que perpassam pela coleta de
materiais clinicos, colhidos adequadamente no sitio infeccioso, a identificacéo
do microrganismo, teste de sensibilidade aos antimicrobianos e por fim, em
alguns casos, analise genética de identificagdo de cepas resistentes ou até
clones (PEREIRA, PETRECHEN, 2011).

A acuracia do resultado microbiano depende de trés fases, ou seja, a
pré-analitica, analitica e pds-analitica. Na fase pré-analitica encontra-se as
etapas da coleta, identificagdo da amostra e o transporte da amostra clinica. Esta
€ primeira fase para isolamento e identificagdo do microrganismo (ANVISA,
2008b). Cabe ressaltar que a qualidade da amostra é de primordial importancia
para o éxito do resultado, pois amostras coletadas ou transportadas de forma
inadequadas podem provocar dificuldades no isolamento microbiano, podendo
causar alteragcbes no resultado e por consequéncia induzir ao tratamento
inadequado (ANVISA, 2008b). Observa-se que devido a importancia desta
primeira fase, atualmente este procedimento € predominantemente realizado
pela equipe de enfermagem, podendo também ser realizado pelo profissional
médico, biomédico ou farmacéutico bioquimico.

A fase analitica € o momento em que o microbiologista realiza as etapas:
exames microscépicos, detecgao de antigenos, isolamento e identificagdo do

agente infeccioso, teste de suscetibilidade aos antimicrobianos e, em alguns
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laboratorios, o estudo molecular par caracterizagéo genotipica para avaliacéo de
resisténcia microbiana (ANVISA, 2008b).

Por fim, na fase pds-analitica, considerada a de maior relevancia, é
necessario um bom conhecimento sobre microbiologia e antibiograma para
interpretacdo dos dados (ANVISA, 2008b). E nesta fase que observamos a
conduta médica de inser¢ao ou remogao dos antimicrobianos ao paciente, ou
seja, € a fase que depende exclusivamente da garantia das duas primeiras para
que a vida do paciente seja mantida.

Uma das medidas mais importantes para o tratamento do paciente, € a
deteccéo rapida da sensibilidade antibiética bacteriana. O teste de sensibilidade
aos antibidticos (TSA) serve para analisar e identificar quais antibidticos estéo
sensiveis, intermediarios ou resistentes a bactéria que esta causando o processo
infeccioso (JORGENSEN, FERRARO, 2009). Além disso, o TSA representa
uma importante ferramenta no monitoramento da evolugdo da resisténcia
bacteriana (ANVISA, 2008) .

O conhecimento epidemiologico sobre o] padrao de
sensibilidade/resisténcia das bactérias nos antimicrobianos orienta a conduta
terapéutica para tratamento de pacientes acometido por infeccbes e
principalmente causadas por microrganismos multirresistentes. (GUAREZE,
BORDIGNON, 2016).

Dentro do TSA podemos encontrar métodos manuais ou automatizados
(ANVISA, 2008a). Atualmente, é possivel realizar o TSA diretamente da cultura
de sangue positiva, usando métodos baseados em acido nucleico ou por meio
de subculturas em espectrometria de massa MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry). (OPOTA,
CROXATTO, et al., 2015).

Na Figura 14 é possivel observar o tempo de realizagdo do TSA até a
entrega do resultado final. Quanto mais manual € o método, mais demorado sera
o resultado e o inverso também é verdadeiro, quanto mais automatizado, mais
rapido o resultado final. Contudo, todos os métodos apresentam vantagens e
desvantagens. A escolha do método manual ou automatizado vai depender da
instituicio de saude em possuir recursos financeiros para aquisicdo e

manutencao do procedimento.
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Figura 14 - Tipos de Teste de Sensibilidade e o tempo de resultado.
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A identificacdo mais rapida e a caracterizacdo da resisténcia de
patdogenos podem levar a administracdo precoce da terapia antimicrobiana
guiada por cultura e TSA, promovendo a reducao do uso de antibiéticos de amplo
espectro, consequentemente atuando de forma direta no combate da resisténcia
antimicrobiana (BANERJEE, TENG, et al., 2015).

2.4.1 Métodos manuais

2.4.1.1 Macrodiluicdo em tubos

Foi uma das primeiras técnicas a ser utilizada para Teste de
Sensibilidade Antimicrobiana (TSA). Ela se caracteriza pela preparagao de oito
ou mais tubos de diluicdes seriadas de antibidticos. Em cada tudo € inserido
concentragdes diferentes de antibidticos, em escalas logaritmicas. Nestes, é
acrescentado uma suspenséo bacteriana padronizada contendo 5x10° UFC/m.
Apos 18 a 24 horas de incubagao em estufa com 35°C, o microbiologista avalia,
visualmente, o crescimento bacteriano, por meio da turgidez. Nesta técnica,

quanto mais limpida a concentragdo, menor o crescimento bacteriano, ou seja,
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significa que a concentragao de antibiotico daquele tubo inibiu a bactéria, desta
forma podendo identificar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM ou MIC). Esta
técnica tem como vantagem a geragao de um resultado quantitativo (ou seja, o
MIC), porém apresenta desvantagens, pois € um método muito trabalhoso e
manual, considerando que € necessario preparar as solugcdes de antibibticos
para cada teste, com a possibilidade de erros na preparagéo, além de gastar
muito reagente e espaco fisico (ANVISA, 2008a) ; JORGENSEN, FERRARO,
2009).

2.4.1.2 Microdiluigdo em caldo

Esta técnica corresponde a miniatura da macro diluicdo. Utiliza-se uma
placa plastica com 96 pocgos, sendo que cada um contém 0,1ml de volume, com
o fundo em formato em “U” para permitir a visualizacdo do crescimento
bacteriano. Permite a possibilidade de testar até 12 antibidticos com uma faixa
de 8 diluicbes. Da mesma forma que a macro, a analise de MIC é realizada
visualmente. Como vantagens, € possivel adquirir a placa preparada
comercialmente, economia de espacgo, reprodutibilidade e também gerar
resultado quantitativo. Contudo, possui desvantagens na inflexibilidade da
escolha dos antibidticos quando adquiridas as placas pré-fabricadas e, por
consequéncia, o aumento dos custos (ANVISA, 2008a; JORGENSEN,
FERRARO, 2009).

2.4.1.3 Etest®

E uma técnica que utiliza tiras de teste de plastico finas, impregnadas na
parte inferior com concentracbes de antibidtico seco e sao marcadas na
superficie superior com uma escala de concentragao. Até 5 ou 6 tiras podem ser
colocadas na superficie de uma placa de agar Mueller-Hinton de 150mm. A placa
deve ser apropriadamente inoculada com uma suspensao de organismo
padronizada e, em seguida, inserir as tiras. Apos a incubagao de 12 horas, os
testes sdo lidos observando as tiras do topo da placa. O MIC é determinado pela
intersecgao da parte inferior da area de inibicdo de crescimento em forma de
elipse com a tira de teste. Como vantagens temos a flexibilidade na escolha dos
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agentes antimicrobianos, facil execu¢ao e um resultado quantitativo de MIC. As
desvantagens se apresentam no alto custo das fitas e também no numero
limitado de antibidticos que podem ser testados em funcdo de cada placa
(ANVISA, 2008a ; JORGENSEN, FERRARO, 2009).

2.4.1.4 Disco-difuségo

E um teste simples e pratico. A técnica é realizada na aplicacdo de
bactéria em uma placa de agar Mueller-Hinton, acomodando sob este esfregaco,
12 discos de antibidtico de papel. As placas necessitam ser incubadas por 16 a
24h a 35°C. A analise é feita na comparacdo das zonas de inibicdo de
crescimento em torno de cada um dos discos de antibidticos. O diametro desta
comparagao representa a suscetibilidade do isolado e a taxa de difusdo do
farmaco pelo meio agar. Os diametros das zonas de cada droga sé&o
interpretados usando os critérios publicados pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) e deste de 2019 pelo BRQUEST. Os resultados do
teste de disco-difusdo sao “qualitativos”, gerando ndo um valor de MIC, mas
laudo de sensivel, intermediario ou resistente. As vantagens deste método sao
a facilidade da execucgao, reprodutibilidade, uso de reagentes de baixo custo,
facil interpretacao e a flexibilidade na escolha dos antimicrobianos que serao
testados. Porém, as desvantagens sao a falta de mecanizagao ou automacao do
teste (ANVISA, 2008a; JORGENSEN, FERRARO, 2009).

2.4.2 Métodos automatizados

Os métodos convencionais para identificagao e teste de suscetibilidade
de microrganismos a partir de hemoculturas levam mais de 2 dias, causando um
atraso na terapia antibiética e favorecendo a resisténcia antimicrobiana, devido
os pacientes estarem recebendo antibidticos ineficazes ou desnecessarios
(BANERJEE, TENG, et al., 2015).

Os métodos automatizados contribuem na padronizagao da leitura, além
de produzir resultados de teste de suscetibilidade em um periodo mais curto do
que as leituras manuais (JORGENSEN, FERRARO, 2009). Alguns utilizam de
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sistemas de deteccdo Optica sensiveis para a deteccdo de mudangas no
crescimento bacteriano. No Brasil, encontramos o VITEK®, Vitek-2®, Walk-
away® e o BD Phoenix . Alguns testes possuem ainda, a capacidade de
identificar simultaneamente o microrganismo e o TSA (ANVISA, 2008a).

Como todos os outros, os testes automatizados apresentam vantagens
e desvantagens. Sao vantajosos no tempo da emissdo dos laudos, na
padronizagao intra e inter laboratoriais, e quando se agrega o sistema de
computacdo adicional, reduz significativamente o trabalho manual e a
interpretacéo do resultado. Contudo, necessita de muito recurso financeiro para
aquisicao e manutencdo deste método e ainda apresentam uma falta de
sensibilidade em certos mecanismos de resisténcia, podendo causar laudos
errdbneos (ANVISA, 2008a, JORGENSEN, FERRARO, 2009).

Em 2016, um estudo realizado em um laboratorio de microbiologia do
sudoeste do Parana, comprovou a maior sensibilidade do método automatizado
(GUAREZE, BORDIGNON, 2016). Porém, observa-se que ainda hoje, devido a
recursos financeiros limitados, muitos servicos de saude utilizam o método
manual.

Outros testes automatizados, tais como o MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass Spectrometry) e
métodos baseados em acido nucleico, como PCR e sequenciamento de genes,
sdo utilizados para agilizar os testes de susceptibilidade antimicrobiana. Este
teste geralmente necessita de um periodo de incubacéo relativamente curto, ou
seja, em torno de 6 horas (OPOTA, CROXATTO, et al., 2015).

A MALDI-TOF MS revolucionou o diagnéstico clinico com sua
capacidade de identificacao de espécies rapida, confiavel e econdmica. Esta
técnica € baseada principalmente em anadlises de impressdes digitais de
proteinas ribossomais, que sao naturalmente adequadas para identificar
bactérias (WEIS, JUTZELER, et al., 2020).

Estudos demonstraram que o MALDI-TOF MS supera os métodos de
diagndstico convencionais em termos de custo, velocidade e precisdo na
identificagdo de espécies microbianas (WEIS, JUTZELER, et al., 2020). Os
métodos manuais de diagndstico fenotipico, como o teste de difusdo em disco,

necessitam de até 48 horas, enquanto o MALDI-TOF MS pode fornecer
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informagdes sobre o patdégeno causador em minutos, a partir de culturas
cultivadas de 12 horas (JORGENSEN, FERRARO, 2009, WEIS, JUTZELER, et
al., 2020).

2.5 Causas e consequéncias da resisténcia antimicrobiana

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming marcou o inicio da era
de ouro dos antibiéticos, gerando uma grande euforia mundial, por tratar de
infecgdes e salvar vidas, pontos primordiais da saude publica na época,
principalmente entre os anos de 1960 e 1970. No entanto, anos depois, a OMS
concluiu em seu primeiro Relatoério Global sobre Resisténcia Antimicrobiana que
sao necessarias medidas para combater a Bactérias multirresistentes ou entao
estaremos fadados a uma era pés-antibiética, onde infecgbes leves e pequenos
ferimentos serdo novamente fatais (VENTER, HENNINGSEN, et al., 2017).

Segundo a OMS, as causas para a resisténcia aos antibiéticos sao o uso
excessivo de antibidticos, a nao finalizacdo de tratamento pelo paciente,
principalmente em uso ambulatorial, 0 uso excessivo e descontrolado na criagéo
de animais, ovinos e pisciculturas, o baixo controle de infec¢des relacionadas a
saude, a baixa sanitizacdo e higiene precaria e por fim a falta de

desenvolvimento de novos antibiéticos (Figura 15).

Figura 15 - Causas da Resisténcia Antibiotica.
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A velocidade com que a resisténcia microbiana esta se desenvolvendo,
mostra como a agdo humana tem papel substancial no desenvolvimento da
RAM, pois ha uma correlagdo muito peculiar entre o uso de antibiéticos e o
desenvolvimento de resisténcia (VENTER, HENNINGSEN, et al., 2017). O uso
inadequado de antibidticos por prescricées inadequadas, s&o atualmente a maior
causa de resisténcia antimicrobiana no mundo (BATISTA, COELHO, et al.,
2021).

Cabe ressaltar que o abuso de farmacos em ambientes veterinarios tem
sido agravado pelo uso de antibiéticos, como a colistina, na alimentagéo animal.
Os antibidticos sao indicados para uso terapéutico na alimentagao animal, com
a finalidade de tratar doencas clinicas, mas também podem ser aplicados
profilaticamente para preveng¢ao de doencas e o mais preocupante de todos, com
dose subterapéutica, para aumentar o crescimento animal (BEZERRA, W.G.A.,
HORN, et al., 2017, VENTER, HENNINGSEN, et al., 2017).

O Food and Drug Administration (FDA) publicou em 2015, que animais
destinados a alimentagdo humana consumiram 14 mil toneladas de antibiéticos.
Considerando que estes animais foram destinados a alimentagdo humana,
significa que estamos ingerindo antibioticos. Isso tem sido anunciado como um
forte causador de transferéncia genética entre as bactérias animais e humanas
(ANWARUL, MAJUMDER, et al., 2020, BEZERRA, W.G.A., HORN, et al., 2017).

A OMS publicou uma lista dos antimicrobianos que devem ser evitados
em tratamentos ndo humanos, porém é uma recomendacao, pois cabe aos
produtores aceitar ou ndo. Todavia, um exemplo claro de descontrole politico
sobre estes antibitticos, utilizados na agro veterinaria, € o que acontece em
nosso pais. Atualmente, o Brasil € um dos mais expressivos produtores de
frango de corte do mundo, atendendo a mais de 150 paises, porém nao se tem
estatisticas oficiais sobre 0 nome e a quantidade de antibiéticos utilizados
(BEZERRA, W.G.A., HORN, et al., 2017).

As consequéncias da resisténcia antimicrobiana impactam direta ou
indiretamente na sustentabilidade alimentar, ambiental e socioeconémica.
(HARTINGER, MEDINA-PIZZALI, et al., 2021). O impacto socioecondmico das
BMR acarretara custos com atendimentos em saude, a visdo de 1,5 bilhdes de
euros por ano no mundo (O’NEILL, 2016, WHO, 2017).
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Segundo a publicagcdo do THE WORLD BANK, havera aumento da
miséria, principalmente em paises pobres, devido a Resistencia Antimicrobiana.
Esta pesquisa analisou o impacto financeiro mundial entre 2017 e 2050,
elencando que o PIB (Produto Interno Bruto) global podera cair até 3,8% num
cenario de alta evolugédo da Resisténcia Microbiana. Além disso, afirma que os
custos globais com a saude poderdo variar de US$300 bilhdes a 1 trilhdo por
ano, até 2050. Esta projecao financeira ja havia sido mencionada por O’Neill em
2014, ao relatar os custos de alguns paises asiaticos para tratar Malaria
Resistente (MR) com medicagbes. Todo este custo com tratamento de saude
podera causar um colapso financeiro compativel a crise econédmica mundial de
2008. O relevante sera o impacto do PIB em paises de baixa renda, podendo
chegar a uma queda de 5%, aumentando as taxas de pobreza extrema (WORLD
BANK, 2016).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, até o ano 2050, morrerao
até 10 milhdes de pessoas por ano, devido a auséncia de tratamento eficaz no
combate as Bactérias Multirresistentes (O'NEILL, 2014, VIVAS, BARBOSA, et
al., 2019). Na Figura 16 apresenta-se um mapa visual que permite visualizar os
riscos associados a resisténcia antimicrobiana em comparagdo com outras

importantes causas de mortalidade.

Figura 16 - Projecao de Causa de mortes em 2050
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Fonte: Adaptada de O’ Neill (2014).

Calcula-se que aproximadamente quatro milhdes de pessoas adquiram,

por ano, infeccdes associadas a assisténcia a saude, e com isso ,cerca de 37
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mil morrem, e destas 67,6% estado relacionadas a resisténcia antimicrobiana
(SILVA, OLIVEIRA, et al., 2020). Anualmente, no mundo, mais de dois milhdes
de pessoas sofrem com doengas infeciosas resistentes a medicamentos e
infelizmente 23.000 morrem por ndo conseguirem tratamento (ANVISA, 2019).

A atual pandemia levou o uso de antibidticos na forma inadequada.
Muitos pacientes com COVID-19, com doenga leve e sem pneumonia, tomam
antibidticos (por exemplo, Azitromicina). Este tipo de tratamento foi amplamente
utilizado no mundo todo, porém nao recomendados pelas autoridades de saude,
principalmente a OMS (MAJUMDER, RAHMAN, et al., 2020), pois era sabido
que isso levaria a taxas mais altas de resisténcia bacteriana com um impacto
gigantesco em mortes, tanto durante a pandemia e quanto depois dela (THE
GUARDIAN., 2020).

Considerando a projegdo estimada por O’Neill em 2014, conforme
mostrado na Figura 16, a atual pandemia de COVID-19 e as declara¢des da
OMS, pode se considerar que uma nova estimativa de 6bitos, bem como impacto
econdmico, serao divulgadas num futuro préximo, pois cada dia que se passa,
novas evidéncias de aumento da Resisténcia Antimicrobiana se apresentam.
(Menezes, 2021).

2.6 Gerenciamento/administracao de Antimicrobianos - Antimicrobial

Stewardship

O Termo “Antimicrobial Stewardship” foi originalmente publicado em
1996 por John E. McGowan Jr e Dale N. Gerding nos EUA (Estados Unidos da
América). Neste artigo, eles relataram que o termo foi inspirado por uma homilia
dominical sobre o evangelho do “bom mordomo”, o qual significa que devemos
administrar com muito zelo o que é do Senhor. Baseado nisso, os autores
destacaram que era necessario considerar os antimicrobianos como um recurso
precioso nao renovavel, por isso tdo necessario o “Gerenciamento” (DYAR,
HUTTNER, et al., 2017, MCGOWAN JR, J E; GERDING, 1996).

Em 1999, lan Gould e Jos van der Meer, dois europeus, adotaram o
termo e fundam o ESGAP (European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases Study Group for Antimicrobial Stewardship), que ajudou a
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ampliar o uso de “Antimicrobial Stewardship” (Gerenciamento/administracao de
Antimicrobianos) em todo o mundo. Durante as décadas de 1990 e 2000, o
programa de Gerenciamento de Antimicrobianos foi desenvolvido e
implementado em hospitais dos EUA e na Europa (DYAR, HUTTNER, et al.,
2017).

A descricdo atualmente citada de Antimicrobial Stewardship é a
apresentada pela IDSA (Infectious Diseases Society of America) em 2007, com
atualizacdo em 2012, onde esclarece que a administracdo de antimicrobianos &
um conjunto de intervengdes coordenadas, destinadas a melhorar e medir o uso
apropriado de agentes antimicrobianos, promovendo a utilizagdo adequada do
antimicrobianos, incluindo dosagem, duragao da terapia e via de administragcao
(DELLIT, OWENS, et al., 2007).

Apos a publicagdo de O’Neill em 2014, sobre o impacto da resisténcia
antimicrobiana, o Center for Disease Control and Prevention (CDC), reuniu os
servicos de saude nos Estados Unidos e publicou “The Core Elements of
Hospital Antibiotic Stewardship Programs”. Este foi um programa de gestao
do uso racional de antimicrobianos que objetivava priorizar atividades de controle
de infecgdes, utilizando de estratégias multidisciplinares, como treinamentos e
apoio institucional, seguindo os padrdes internacionais de seguranga do paciente
(CDC, 2014), com sua ultima atualizacdo em 2019 (CDC,2019).

O Antimicrobial  Stewardship  otimizou pilares do trabalho
multidisciplinares para o atingir seu objetivo central (CDC, 2014):

o Médicos — prescrigao consciente dos antibiéticos;

. Servicos de infeccao relacionado a saude -
monitoramento, fiscalizagdo, analise dos dados epidemioldgicos das
infecgdes;

o Servicos de qualidade, tecnologia e educagao
permanente hospitalar — estratégias de segurancga do paciente, com foco
em capacitagao e agilidade nas informacgdes;

o Equipe do Laboratério — analise de culturas, utilizando

teste e fluxo de resultados adequados e
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o Enfermagem — coleta de culturas no tempo e forma corretos
e analise continua dos antibidticos com relacédo ao tratamento, indicacéo e
duracao.

O termo “Antimicrobial Stewardship” € encontrado em um numero
crescente de contextos que utilizam de programas de administracédo de
antimicrobianos, tanto em hospitais quanto na comunidade (DYAR, HUTTNER,
et al., 2017). Atualmente com a Implantagéo “One Health”, abordagem baseada
na saude unica, que correlaciona a saude humana, animal e ambiental, como
uma saude conjugada, (MAJUMDER, RAHMAN, et al., 2020) também utiliza o
contexto Stewardship.

A OMS também, preocupada com o impacto mundial, vem implantando
medidas para combater a Resisténcia Antimicrobiana. O evento muito importante
foi a 682 Assembleia Mundial da Saude, em maio de 2015, onde a OMS
apresentou 5 objetivos fundamentais, necessarios para o combate a resisténcia
antimicrobiana. Dentre eles estava otimizar o uso de antimicrobianos e
desenvolver abordagens sustentaveis para o desenvolvimento de novos
medicamentos e ferramentas diagnésticas (WHO, 2015).

Esta nova atualizacdo dos objetivos também enfatizou o envolvimento
multissetorial, onde diferentes setores, tais como a medicina humana, medicina
veterinaria, pesquisa, pecuaria, educacdo e comunicacdo, pudessem se
interlacar em busca de uma soluc¢ao para a RAM (MAJUMDER, RAHMAN, et al.,
2020).

Uma equipe multidisciplinar composta por meédicos, enfermeiros,
microbiologistas, médicos infectologistas, farmacéuticos clinicos e especialistas
em controle de infeccdo pode tornar a administracdo antimicrobiana em uma
meta alcangavel (HUGHES, MOORE, 2019). Estes profissionais s&o o alicerce
do programa e fornecem resultados sobre praticas de prescrigdo, uso de
antimicrobianos, incidentes de seguranca de medicamentos, padrdes locais de
resisténcia antimicrobiana, infecgées relacionadas ou complicadas com
resisténcia antimicrobiana e mudancgas nas politicas e diretrizes nacionais, novas
opgbes terapéuticas e intervengdes diagndsticas inovadoras (HUGHES,
MOORE, 2019).
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Para um “Antimicrobial Stewardship” ter sucesso é necessario que a alta
direcao institucional se comprometa a apoiar uma equipe multiprofissional, com
recursos orgamentarios e de tecnologia (ANWARUL, MAJUMDER, et al., 2020).

A Figura 17 demonstra nove abordagens fundamentais para o melhor
desempenho do gerenciamento do antimicrobiano, tais como: o melhoramento
da prevencao e o controle de infecgdes, controlando da fonte de infeccgéo,
prescrever antibidticos quando eles realmente sdo necessarios, prescrever
antibidtico com dosagens adequadas, usar a menor duragao de antibiéticos com
base em evidéncias, reavaliar os resultados da cultura, apoiar a vigilancia de
resisténcia antimicrobiana e infecgbes associadas a saude, monitorar o consumo
dos antibidticos, educar equipe, capacitando-os sobre todos os materiais
necessarios para o entendimento em RAM e o mais importe o apoio
interdisciplinar. (ANWARUL, MAJUMDER, et al., 2020).

Figura 17 - Elementos Centrais para Gerenciamento de antibioticos.
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Fonte: Adaptada de Majumder, Rahman, et al. (2020).

Um resultado de amostra clinica rapida propicia varias formas de
aceleragéo do diagndstico e salva vidas (BOUZA, MUNOZ, et al., 2018). Neste
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contexto, ter um método diagndstico de identificagdo de resisténcia bacteriana
rapido, auxilia na redugdo da RAM e prova que o trabalho multiprofissional &
fundamental para o sucesso do “Antimicrobial Stewardship” (MAJUMDER,
RAHMAN, et al., 2020).

2.7 Espectroscopia Raman

Toda a matéria interage com a luz de diferentes formas, podendo desta
maneira a determinar a composi¢ao e a constituicdo da mesma (SALA, 2008). A
espectroscopia € utilizada para identificacdo e caracterizagdo de moléculas,
sendo elas de compostos organicos ou inorganicos. (FARIA, AFONSO, et al.,
2002, SANTOS, MENEZES, et al., 2019).

A espectroscopia € fundamentada na propriedade do atomo e da
molécula de absorver ou emitir energia, produzindo um espectro
eletromagnético. Para que as moléculas absorvam ou emitam energia é
necessario incidir radiagao sobre ela, que resultara em informagdes sobre as
vibragdes intra e intermoleculares, o que permitira a identificacdo da estrutura
quimica do material analisado (FARIA, AFONSO, et al., 2002, SANTOS,
MENEZES, et al., 2019).

As transigdes vibracionais sdo estudadas por meio da espectroscopia
vibracional que abrange alguns tipos de técnicas analiticas, tais como: a
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, espectroscopia Raman
(espalhamento Raman) e a espectroscopia de espalhamento de néutrons, entre
outras. Essas técnicas medem os niveis de energia que vibram as ligacoes
quimicas das moléculas, através da interagao da radiagao eletromagnética com
o movimento vibracional dos atomos constituintes. Este fenbmeno gera um
espectro vibracional, o qual apresenta detalhes Unicos, sinais especificos de
cada material e de cada molécula, sendo nomeados de fingerprint (SALA, 2008),
uma espécie de impressao digital da molécula.

A espectroscopia Raman ou espalhamento Raman é constituida de um
espalhamento de fétons que apresenta uma frequéncia diferente da incidida no
composto a ser analisado, conforme esquema da Figura 18. Ao incidir luz em

uma amostra e coletar a luz espalhada, é possivel verificar o espalhamento
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Rayleigh (elastico), aquele que espalha radiagdo com a mesma frequéncia da
luz incidente e os espalhamentos de menor intensidade, que s&o inelasticos
(stokes e anti-stokes), gerando radiagao de frequéncia diferente da incidente,
que ocorrem quando uma onda eletromagnética interage com as cargas elétricas
da molécula, produzindo uma vibracado especifica (BUTLER, ASHTON, et al.,
2016, MACHADO, 2021, SALA, 2008).

O resultado das vibragdes, provocadas pela estimulagao das moléculas
polarizaveis, gera uma medicdo qualitativa e quantitativa da composicéo
bioquimica do analito. A espectroscopia Raman tem uma alta especificidade
molecular, tornando-se uma excelente técnica para analise de materiais, por esta
razao é possivel a identificacado de moléculas unicas (BUTLER, ASHTON, et al.,
2016).

Figura 18 - Esquema identificando os espalhamentos de luz em uma amostra
iluminada.

Amostra

Laminula de vidro

Fonte: Machado (2021).

O espalhamento Raman foi inicialmente observado por Smekal em 1923.
Porém, somente apos cinco anos foi comprovado, por Raman e Krishnan na
india e Landsberg e Mandelstam na Russia. Esta descoberta rendeu em 1930,
o0 Prémio Nobel aos Raman e Krishnan. Desde a fabricagdo do primeiro
Espectrometro Raman comercial em 1953, diversos compostos foram possiveis
de serem identificados por esta técnica. Entretanto, devido ao uso de fontes de
irradiacdo, dificultava a aplicagcdo e reprodutibilidade dos experimentos
(MITSUTAKE, POPPI, et al., 2019).
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Com o advento do Laser em 1960, o espectrometro se tornou mais
rapido e facil de ser reproduzido, tanto que Delhaye e Migeon em 1966,
sugeriram que o espalhamento Raman, independente do volume da amostra,
poderia ser aplicado para analise de particulas microscopicas. Desta forma, os
primeiros micro espectrdometros Raman foram desenvolvidos e comercializados,
a partir de 1974, proporcionando informagdes espectrais com qualidade de
resultado em varias matrizes. As imagens espectroscopicas permitem avaliar a
distribuicdo espacial dos compostos, com base nos espectros gerados, item
fundamental para a caracterizacdo das propriedades quimicas e/ou fisicas da
matriz analisada (MITSUTAKE, POPPI, et al., 2019).

O espalhamento Raman envolve uma transicdo entre um estado
eletrénico e um estado virtual de maior energia, porém com energia abaixo do
estado eletrénico, excitado subsequente, ocorre o retorno para o estado
eletrénico emitindo um féton de energia menor que o inicial. Este espalhamento
de luz leva a uma perda ou ganho de energia pelo féton através da excitacao de
modos vibracionais da molécula. A energia de um féton é calculada levando em
consideragao que A é a constante de Planck e ¢ a velocidade da luz no vacuo

sendo proporcional a frequéncia v , como ilustrado na equacéao abaixo:

E=hy="2% (1)

A diferenca entre a energia do féton absorvida e emitida corresponde a
diferenca de energia entre dois estados ressonantes do material e é
independente da energia absoluta do foton.

A energia da radiagdo inelasticamente espalhada pode ser maior ou
menor que a energia incidente (espalhamento anti-Stokes e Stokes,
respectivamente) e essa diferenga é igual a transi¢cao vibracional da molécula.
Caso as energias incidente e espalhada tenham os mesmos valores, o
espalhamento sera elastico (espalhamento Rayleigh) onde nenhuma informagéao
vibracional molecular é obtida(MACHADO, 2021, SMITH, Ewen, DENT, 2005).

Para o espalhamento Stokes, a molécula no estado vibracional m

absorve energia e é promovida para um estado vibracional excitado de alta
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energia n (fétons espalhados tem menos energia que os fétons incidentes: hv,, —
h(v,, = Vin), OU S€ja, Agntes < Agepois- O processo contrario, denominado anti-
Stokes, diz respeito a transferéncia de energia para o foton espalhado. Devido a
energia térmica, algumas moléculas podem estar presentes em um estado
excitado como n e retornam para um estado fundamental m (fétons espalhados
tem mais energia que os fotons incidentes: hv, - h(v, + v,), OU s€ja Agntes >
Adepois» cOMo ilustrado na Figura 19.

Figura 19 - llustracdao do espalhamento Rayleigh, Raman Stokes e Anti-Stokes

I T T Estado Virtual

Estado Vibracional

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Fonte: Adaptada de Smith, Dent (2005).

A técnica da espectroscopia Raman exprime um método de analise com
um alto grau de flexibilidade, permitindo que os dados sejam registrados de uma
gama diversificada de tipos de materiais organicos e inorganicos. A aplicagao
da micro espectroscopia Raman para a caracterizagdo de materiais bioldgicos
tem sido grandemente utilizada, com énfase na area da farmacologia,
microbiologia, toxicologia, biologia humana e vegetal (BUTLER, ASHTON, et al.,
2016, MACHADO, 2021, THALER, 2020).

Com o uso da micro espectroscopia foram possiveis detectar regides
significativas do espectro Raman em matrizes bioldgicas, tais como: vibragdes
de ligagédo de proteinas encontradas entre 1500 a 1700cm', de carboidratos
entre 470 a 1200cm™', grupos fosfato de DNA entre 980 a 1240cm™"', como
também vibracdes de ligagao de alta frequéncia associado ao estiramento de
CH, NH e OH em lipidios e proteinas entre 2.700 a 3500cm™' (BUTLER,
ASHTON, et al., 2016).

A utilidade da técnica tem se apresentado muito promissora em diversas
areas. Numa busca bibliografica realizada entre os anos de 2006 a janeiro de
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2019 foram encontradas 1785 publicagcbes as quais apresentavam a utilizagao
da espectroscopia Raman (MITSUTAKE, POPPI, et al., 2019) conforme se pode

observar no Grafico 1.

Grafico 1 - Publicagdes relativas a técnica de Espectroscopia Raman.
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Fonte: Adaptada de Mitsutake, Poppi, et al. (2019).

Ao observar o grafico, € notdério o aumento significativo no numero de
trabalhos académicos ao longo dos anos, para o uso da espectroscopia Raman
na area bioldgica e aplicagbes na saude. Uma das areas da saude que mais
cresceu foi a da oncologia, com o propodsito de identificar neoplasias cerebrais,
mamarias, vesicais, colorretais, sistema respiratério superior e inferior e em
diversas outras estruturas corporais (BUTLER, ASHTON, et al., 2016). Também
foi observada na aplicacdo da identificacdo de doencas infecciosas como a
malaria (BUTLER, ASHTON, et al., 2016). Atualmente, percebe-se o0 acréscimo
em publicacbes com o objetivo de identificar microrganismos resistentes e a
degradagao dos antibiéticos (MARANGONI, MACHADO, et al., 2022).

O aumento, nos ultimos anos, no uso técnica Raman é principalmente
devido a sua aplicagédo em analisar composto em baixas concentragdes com um
rapido poder de identificagdo e melhor resolugdo de imagem (MITSUTAKE,
POPPI, et al., 2019).
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2.71 Espalhamento Raman Intensificado pela Superficie

Entende-se que espectroscopia Raman € uma técnica que consiste em
iluminar o material a ser analisado e detectar a luz espalhada, sendo que esta
luz contém informagdes especificas sobre os constituintes moleculares que
compdem a amostra e que parte desta energia incidente excita vibragdes
moleculares que aparecem na forma de picos no espectro da luz espalhada, a
qual forma uma impresséao digital do material (BUTLER, ASHTON, et al., 2016,
MACHADO, 2021, SALA, 2008, SMITH, Ewen, DENT, 2005). E imprescindivel
entender que os efeitos relacionados a este espalhamento da luz, formam sinais
Raman com baixa intensidade, dependendo da matriz do analito (BEZERRA, A.
G., CAVASSIN, et al., 2017, KNEIPP, KNEIPP, et al., 2006).

Com o objetivo de ampliar estes sinais, nanoestruturas como
nanoparticulas, precisam ser empregadas. Quando um material (analito) se
encontra adsorvido nas vizinhangas de nanoestruturas, ocorrem interacdes
como as de transferéncia de cargas (um efeito quimico) e também um
significativo aumento de campo elétrico (um efeito fisico, dito plasmbnico), este
mais acentuado na presenga de nanoestruturas metalicas (BEZERRA, A. G,
CAVASSIN, et al., 2017, KNEIPP, KNEIPP, et al., 2006). O efeito gerado com o
uso destas nanoparticulas é conhecido como SERS (Surface-enhanced Raman
Spectroscopy), que pode ser traduzido por Espalhamento Raman Intensificado
por Superficie ao qual amplifica o sinal Raman por fatores de 10'? (u.a) (KNEIPP
e KNEIPP, et al., 2006, LIU, Chia Ying, HAN, et al., 2016).

O espalhamento Raman intensificado pela superficie (SERS) foi
observado pela primeira vez por Fleischmann e colaboradores, em 1974, que
relataram um sinal Raman aumentado para a piridina adsorvida de um eletrodo
de prata (BEZERRA, A. G., CAVASSIN, et al., 2017, MCNAY, EUSTACE, et al.,
2011).

A amplificagdo do sinal Raman é um fenémeno 6tico conhecido como
Ressonancia de Plasmons de Superficie Localizados (LSPR - Localized Surface
Plasmon Resonance), efeito oriundo da interagdo de um campo eletromagnético
(luz) com uma nuvem de elétrons presente nas superficies de nanoparticulas
metalicas, conforme esquematizado na Figura 20 (BEZERRA, A. G., CAVASSIN,
etal., 2017, MACHADO, 2021).
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Figura 20 - llustragao da ressonéncia de plasmon na superficie
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Fonte: Machado (2021).

Para que haja efeito SERS, dois mecanismos para a ampliagcdo do
espalhamento Raman acontecem: um efeito eletromagnético (fisico) - que
acontece devido a interacdo dos modos de oscilagao de plasmons de superficie
(LSPR), onde este processo amplifica da luz incidente, criando um campo
eletromagnético intensificado, formando assim hotspots, ou seja, regides com
alto efeito de Ressonancia Plasménica (BORA, 2018, THALER, 2020) e outro
mecanismo quimico que ocorre através da transferéncia de carga entre o analito
e 0s nanoestruturas utilizadas para amplificacédo do sinal Raman (MACHADO,
2021).

A técnica SERS combina as vantagens intrinsecas do Raman nas
capacidades de reconhecimento, devido as impressdes digitais vibracionais das
moléculas; analise ndo destrutiva; preparacdo minima da amostra necessaria;
possibilidade de realizar medi¢cdes em fluidos biolégicos, uma vez que o espectro
da agua é bastante fraco; detecgdo simultdnea de diferentes analitos
(multiplexagao); possibilidade de realizagdo de analises in loco com instrumentos
portateis; alta sensibilidade como a detecgdo de molécula unica (PILOT,
SIGNORINI, et al., 2019).
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O potencial da espectroscopia SERS apresenta-se, portanto, como um
ponto de partida altamente promissor na ciéncia e na tecnologia, com
implicacdes evidentes no campo da nanomedicina e na area da saude, inclusive
para o0 monitoramento de medicamentos, dado o potencial de rapidez,
sensibilidade e especificidade da técnica Raman (KNEIPP e KNEIPP, et al.,
2006, LIU, Chia Ying et al., 2016).

2.8 Ablacao a laser em meio liquido

A ablacdo a laser em solugéo (LASIS — Laser Ablation Synthesis in
Solution) também denominada de ablagcdo a laser em liquido (LAL — Laser
Ablation in Liquid) € uma técnica de sintese de nanoparticulas amplamente
utilizada por pesquisadores (AMENDOLA e MENEGHETTI, 2009, 2013; YAN e
CHRISEY, 2012; BARCIKOWSKI et al., 2016; ZHANG et al., 2017; FAZIO et al.,
2020) que, por meio de um processo de “vaporizagao”, ejeta o material da
superficie de um alvo sdlido (bulk), quando imerso em um solvente, através do
uso de um laser pulsado e focalizado (MACHADO,2021; SANTOS, 2022),

conforme Figura 21.

Figura 21 - Técnica de Ablagao a laser em meio Liquido.

Fonte: Santos (2022)

A producgao das nanoparticulas em meio liquido via LASIS é influenciada
por alguns mecanismos fisico-quimicos e pelos parametros do laser utilizado,
tais como o comprimento de onda, a energia do pulso e a taxa de repeticdo
(BARCIKOWSKI et al., 2016; MACHADO, 2021; SANTOS, 2022). A interagao
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entre o laser e o material do alvo durante a ablagao também depende de fatores
como a composig¢ao do solvente, a morfologia do alvo, a fluéncia e duragédo do
pulso do laser, além da focalizagédo sobre a superficie do material (FAZIO et al.,
2020, MACHADO,2021; SANTOS, 2022).

Para utilizar a agua como meio liquido, alguns comprimentos de onda
como o0 532 nm e o 1064 nm sao indicados, pois a agua € praticamente
transparente e ajuda na focalizacdo do alvo na regido do visivel e do
infravermelho (MACHADO,2021).

Quando o feixe focalizado do laser atinge a superficie do alvo metalico,
devido a alta densidade de fétons, ocorrem processos de absorgao lineares e
nao-lineares ocasionando a fotoionizacdo do material. Apds esse periodo de
tempo , que pode variar de 10-'2 a 10 acontece a formagéo das NPs em meio
ao solvente em um processo que pode ser ilustrado em quatro etapas (Figura
22): a vaporizagao do material logo apos a fotoionizagao, seguido da nucleagéo
que ocorre com o colapso da bolha de cavitagao e o resfriamento da pluma, da
coalescéncia através do crescimento dos nucleos e por fim a formagao completa
das nanoparticulas (AMENDOLA e MENEGHETTI, 2009, MACHADO,2021).

Figura 22 - llustragdo do processo de formagao das nanoparticulas.

Vaporizagao Nucleagcao Coalescéncia Nanoparticula

Fonte: Machado (2021).

A estabilidade das suspensdes de NPs produzidas depende fortemente
da natureza fisico-quimica do liquido escolhido. No caso da sintese em meio
aquoso, a estabilizacao da NPs se da através da presencga de uma fina camada
de 6xido formanda durante o processo de ablacao, resultando em uma superficie
carregada eletrostaticamente cabe ressaltar que a escolha do solvente influencia
também no potencial de aplicagdo das nanoparticulas, principalmente numa
aplicacao bioldgica, pois ndo se pode usar um solvente toxico (BARCIKOWSKI
et al., 2016; MACHADO, 2021; SANTOS, 2022).
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2.9 Técnicas de Caracterizagao

As técnicas de caracterizagdo utilizadas na analise dos coloides
sintetizados via LASIS, sao técnicas experimentais que possuem o objetivo de
investigar as propriedades Opticas das nanoparticulas tais como tamanho e

forma.
2.9.1 Espectroscopia na Regido do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

A espectroscopia UV-Vis é uma técnica utilizada para obter os espectros
de absorbancia, ou seja, a fracdo luminosa que é absorvida por um determinado
material, sendo assim, o UV-Vis mede o comprimento de onda da nanoparticula
produzida, quanto a sua possibilidade de absorver e espalhar a luz. A regiao de
energia do espectro eletromagnético da analise varia entre uma faixa de 200 e
1100 nm.( ROUESSAC e ROUESSAC, 2007;MACHADO, 2021; SANTOS,2022).

2.9.2 Espalhamento Dinamico da Luz (DLS)

O Espalhamento Dindmico de Luz (DLS — Dynamic Light Scattering) é
uma técnica de caracterizagdo que permite medir, de forma rapida e rotineira,
nao so a distribuicdo dos tamanhos médios, mas também o formato preliminar
das nanoparticulas em suspensao (CHU, 2007). Um dos principios fundamentais
da técnica DLS é o espalhamento Rayleigh no qual a luz é espalhada para todas
as diregdes ao atingir uma particula muito menor que o comprimento de onda da
radiagao incidente (BORN e WOLF, 1964; MACHADO,2021; SANTOS,2022).
Com a técnica DLS é possivel detectar particulas em uma larga faixa de
tamanhos (entre 0,8 e 6.500nm) (PLAUTZ, 2016)

2.9.3 Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM)

A Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM — Transmission Electron
Microscopy) € uma técnica fundamental para a caracterizagdo de estruturas
nanomeétricas, ao qual consiste em possibilitar a capacidade de formar imagens

de arranjos atdbmicos em regides localizadas dentro dos materiais. O
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funcionamento consiste no feixe de elétrons que interage com a amostra
suficientemente fina a medida que a atravessa. A amostra é disposta entre a
fonte de elétrons e um anteparo, onde a imagem ampliada é formada pelo
impacto dos elétrons transmitidos e difratados (PADILHA e AMBROZIO, 1986;
MACHADO,2021; SANTOS,2022). Desta forma visualizando a morfologia das
nanoparticulas.
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3 METODOLOGIA
3.1 A selecao dos Antibiéticos

O uso de antimicrobianos na pratica clinica tem duas finalidades: a
profilatica e a terapéutica, e conhecer as propriedades e caracteristicas basicas
dos farmacos disponiveis para promover um tratamento mais efetivo é
fundamental para a pratica clinica. (WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

Os antimicrobianos mais comumente usados sao pertencentes a classe
dos B — lactamicos, cujo mecanismo de agao ocorre na parede celular bacteriana
dos microrganismos (WHALEN, RICHARD, et al., 2016).

Nesta pesquisa foram selecionados alguns representantes dessa
categoria de antibiético: Ampicilina, Ceftazidima e Meropenem.

A escolha pelos B — lactamicos deu-se pelo fato de todos os antibiéticos
desta classe possuirem em sua férmula molecular o anel B — lactamico,
sinalizado na Figura 23 com circulo vermelho, conferindo assim uma

semelhanca entre eles, a qual é de importancia para o estudo.

Figura 23 - Moléculas dos Antibiéticos B — lactamicos com a sinalizagdao do Anel.
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3.2 Preparagao dos Antibiéticos

Os antibiodticos foram adquiridos em estado puro, todos da fabricante
Sigma Aldrich. As amostras utilizadas foram em forma de pd e, num primeiro
momento, estes solidos foram utilizados para a realizacdo dos experimentos a
fim de obter os espectros Raman correspondentes. Algumas informagdes

técnicas dos antibioticos estao descritas na Tabela 1, a seguir:

Tabela 1- Relagao Técnica dos Antibioticos.

Peso ou Massa molecular
Antimicrobianos Cddigo Lote (g/mol). (certificado de
analise)
Ampicilina A0166 089M4784V 371,39
Ceftazidima C3809-1G 019M4859V 546,58
Meropenem Y0001252 - 437,51

Devido aos antibioticos de uso clinico possuirem adjuvantes a sua
féormula quimica, optou-se por esta por usar apenas os cristais puros, com o
intuito de garantir os espectros de referéncia correspondente.

Na Tabela 2 sdo elencados os valores de aquisi¢ao dos sais via Sigma-
Aldrich. Contudo, os mesmos foram doados pelo Instituto Pelé Pequeno
Principe, devido a uma parceria de pesquisa com o Grupo de pesquisa
FOTONANOBIO da UTFPR (Universidade Tecnoldgica Federal do Parana).

Tabela 2- Custos dos Antibidticos Puros®.

Antimicrobianos Cddigo Lote Quantidade (g) Valor (R$)
Ampicilina A0166 089M4784V 1 62,80
Ceftazidima C3809-1G 019M4859V 1 1.418,00
Meropenem Y0001252 - 1 10.418,18

Duas porgdes dos antibidticos puros foram preparadas para a analise. A
12 amostra (P1) foi preparada com 1mg (miligrama) de pd puro de cada

antibiotico numa lamina de vidro. Para a 22 amostra (P2) foi preparada com 1mg

5 Cotagao realizada dia 10/08/2022 via internet. https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt
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de pé puro de cada ATB e adicionado 1ml (mililitro) de agua ultrapura
(concentragdo Molar = 2.693 mM) num micro tubo tipo Eppendorf e
posteriormente a esta dilui¢ao, gotejado 1ul (microlitro) numa lamina, sendo este
procedimento suficiente para captar os espectros Raman. Nesta parte do
experimento devido ao custo dos antibiéticos, relatado na tabela 2, optamos por

somente utilizar ampicilina.

Ap0s esta primeira diluicdo, uma nova diluicao a partir da amostra P2 foi
realizada, sendo 1/1000 vezes, ou seja, para cada 1ul da solugdo P2 foram
adicionados 1000 pl de agua ultrapura no Eppendorf, (Concentragdo Molar =
2,6903 mM) formando assim a amostra P3. Esta nova diluicdo P3 passou a ter
condi¢cbes experimentais imperceptiveis para o Raman, mas condi¢des ideais

para analise de espectros SERS.
3.3 Preparo da Solugao Bacteriana

Nesta metodologia tivemos como apoio e parceria a FIOCRUZ-PR®, e

em todos os experimentos ao qual possuiam bactérias vivas, utilizamos os
protocolos de seguranga da instituicdo, com uso da sala de cultivo de bactérias
e o fluxo laminar. Neste experimento somente a ampicilina foi utilizada.

Foram utilizadas a cepa padrao de Escherichia coli, para amostra
resistente e sensivel ao antimicrobiano. Para incubacdo das cepas e garantir que
as bactérias sejam resistentes e sensiveis, foi utilizado 1 ml de Ampicilina, com
concentracao de 25 mg/ml, em 100 ml de meio LB (Luria Bertani)(A). Em frascos
Erlenmeyer de 250ml contento 10ml da solugao de ampicilina, foram inoculadas
colbénias da cepa padréo de E. coli sensivel(BS+LBA) e resistente (BR+LBA) (B).
Ao final deste procedimento incubou-se por 24h, a 37°C e com 200 rpm no
“shaker” (C).

Ap0Os esse tempo retirou-se os frascos das culturas do shaker e o0 meio
foi transferido para tubos Falcon de 15 ml para centrifugagao (10.000g por 5

minutos) (D). Ao final o sobrenadante foi descartado por inversdo e as bactérias

6 Procedimento orientado e supervisionado pelo Dr° Leonardo Foti.
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formaram um pellet, sendo um meio de cultura com bactérias sensiveis (CBS) e
outro meio com bactérias resistentes (CBR) (E)

Para a suspensao das bactérias cultivadas foi preparado uma nova solugao de
antibidtico, porém agora, numa porgédo de 1 ml de ampicilina, de concentragéo
25 mg/ml, em 100 ml de agua ultrapura. Assumindo uma concentracéo final de
0,25mg/ml (F). Cada suspensdo foi realizada com 10 ml da solugao
concentragcdo final num tubo de ensaio. (CBS+SA): Meio de cultura com
bactérias sensivel mais solugéo de ampicilina de concentracdo 0,25mg/ml; (CBR
+SA) Meio de cultura com bactérias resistente mais solugdo de ampicilina de
concentracao 0,25mg/ml e (SA) solugdo de ampicilina pura na concentragao
0,25mg/ml (G).

Todos os tubos foram incubados novamente a 37°C e 200 rpm no shaker
em 24h (H). Foram centrifugados novamente () e o sobrenadante das solu¢des
A1 (solugdo de ampicilina pura na concentracéo 0,25mg/ml), A2 (solugédo de
ampicilina da bactéria resistente) e A3 (solucdo de ampicilina da bactéria
sensivel) foram armazenados em freezer de -20°C (J) até o momento da leitura
para obtencéo dos espectros SERS.

Segue, na Figura 24, uma ilustragdo do esquema metodoldgico realizado

com as bactérias.

Figura 24 - Esquema metodolégico do experimento com bactérias
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Fonte: A autora (2022).
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As amostras de ampicilina em contato por 24 horas com a bactéria
resistente, com a bactéria sensivel e em agua pura, foram analisadas utilizando
nanoparticulas metalicas de bismuto (SbNP) e cobalto (CoNP)” para amplificar

o sinal do espalhamento Raman (SERS).

3.4 Substratos SERS

As nanoparticulas (NPs), utilizadas para a obtengdo do aumento do
espalhamento Raman foram sintetizadas por meio da técnica de ablacéo a laser
em solucéo, também conhecida por LASIS (Laser Ablation Synthesis in Solution),
conforme esquema da Figura 25, que consiste na utilizagao de um alvo metalico
imerso em um solvente, no caso agua ultrapura (condutividade menor que 5
pS/cm). O alvo é bombardeado com laser modelo Brilliant B, operando nos
comprimentos de onda de 1064nm e 532nm, Q-switched em 338 us,
entregando pulsos de 5 ns com energia total de 220 mJ (sendo 200 mJ para o

vermelho e 20 m/ para o verde).

Figura 25 - Esquematizag¢ao do experimento.
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Fonte: A autora (2022).

O laser opera em pulso unico e tem uma incidéncia de 45° em dois
espelhos (para ambos os comprimentos de onda) que refletem em uma lente de

distancia focal de 30 cm antes de incidir no alvo, com detalhes da técnica

7 NPs produzidas e caracterizadas por Thiago Machado e Juliana Thaler. Descrigdo das NPs
em (MACHADO, 2021, THALER, 2020)
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relatados por (MACHADO, 2021), conforme mostrada na representacdo da
Figura 25.

Os alvos metalicos ndo convencionais utilizados nesse processo foram
bismuto (BiNP), cobalto (CoNP), antiménio (SbNP), e alvos metalicos
convencionais ouro (Au) e prata (Ag), que foram adquiridos na Sigma-Aldrich
com 99% de pureza. Para a preparagéo do coloide (matriz) foram utilizados
béqueres com 15ml de agua destilada, de maneira a formar uma coluna de 2cm
de agua e um pedaco pequeno do metal selecionado por um periodo de 3

minutos.

No final desse processo, foram obtidas solugbes coloidais formadas
apenas de nanoparticulas metalicas suspendidas em agua (sem aditivos) que
foram caracterizadas quanto a sua absorgao optica (espectrofotometria de UV-

Vis) e a sua disperséo de tamanho (espalhamento dinamico de luz, DLS).
3.5 Espectros Raman/SERS

Os espectros Raman e SERS dos antibidticos, objeto deste estudo,
foram obtidos em um microscépio confocal WiTec Raman Alpha 300R, operando
com laser de excitacdo em 532nm (laser verde) maior afinidade com matrizes
biolégicas e 633nm (laser vermelho), objetiva de 50x, poténcia de 10 mW e
tempo de integracéo de 10s.

Nos experimentos Raman foram utilizadas amostras P1 (ATB puro em
po) e as amostras P2 e P3 diluidas.

Para a obtencado dos espectros Raman amplificado por nanoparticulas
(SERS) a técnica batizada de “gota a gota” (BEZERRA, A. G., CAVASSIN, et al.,
2017) e relatado por (MACHADO, 2021) foi a escolhida. Esta técnica consiste na
mistura entre 1ul da solugdo contendo a molécula interrogada em uma
concentracdo de 5mM, e 1ul da suspensao de nanoparticulas recém preparadas,
com uma concentragao de 2mg/ml. O esquema experimental € apresentado na
Figura 26.
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Figura 26 - Esquema experimental das medidas de espalhamento Raman.

0
A

Fonte: Machado (2021).

Os espectros obtidos experimentalmente foram analisados com um
programa para analise de graficos (Origin 2021), a fim de tornar possivel a
obtencao dos picos vibracionais, conforme pode ser observado na secéo de

resultados e discussao (Capitulo 4)

3.6 Simulagao do Espectro Raman

De modo a estabelecer uma correlagdo entre os picos experimentais e
as vibracbes moleculares especificas da Ampicilina, a simulacdo do espectro
Raman foi realizada com o software Gaussian para a molécula no vacuo e
conformacgao otimizada por Hartree-Fock/6-311G (MACHADO, THALER, 2020)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa secao serao apresentados os resultados experimentais, da
sintese e caracterizagdo das nanoparticulas de metais convencionais (Au e Ag)
aos quais foram produzidos para este estudo, espectros de espalhamento
Raman dos antibidticos puros e diluidos, espectros de solugdes com bactérias
sensiveis e resistentes e por fim o resultado do espalhamento Raman com sua
amplificagdo (SERS) com as nanoparticulas sintetizadas com metais
convencionais e nao convencionais . Todos os resultados foram comparados
com autores de referéncia no tema, com o intuito de discutir amplamente os

achados experimentais).

4.1 Sintese de nanoparticulas via ablagao a laser

Para a realizagao dos experimentos, devido a pesquisa ser parte de um
projeto maior, no contexto do grupo de pesquisa (FOTONANOBIO), algumas
nanoparticulas, tais como: Bismuto (BiNP), Cobalto (CoNP) e Antimdnio (SbNP)
foram produzidas por outros pds-graduandos, particularmente, Thiago Machado
e Juliana Thaler. Maiores detalhes das sinteses podem ser consultadas nas
producdes cientificas (dissertagdes).(MACHADO, 2021, THALER, 2020).

As suspensdes coloidais resultantes da sintese das NPs
(nanoparticulas), a partir dos alvos metalicos de Ouro e Prata, via LASIS,

conforme descrito no capitulo anterior, foram obtidas em poucos minutos e

apresentaram coloragdes distintas, conforme pode ser observado na Figura 27.

Figura 27 - Amostra de suspensodes coloidais de nanoparticulas de Ouro (Au) e Prata (Ag).

Ouro

4

Fonte: A autora (2022).
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4.2 Caracterizagao Microscopia Eletronica, DLS e UV-VIS

Todas as NPs (nanoparticulas) sintetizadas foram caracterizadas
através das técnicas de Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM),
espalhamento dinédmico de luz (DLS) e absorgéo otica (UV-Vis) imediatamente

apods a sintese via ablagao.

4.2.1 Microscopia Eletrdnica de Transmisséo (TEM)

Na imagem de microscopia eletrénica das NPs (Figura 28) ficou evidente
o formato esférico das NPs, assim como a distribuicdo dos diametros de
tamanhos variados, em concordancia com trabalhos experimentais (BEZERRA,
et al., 2017; RASHIDA, 2017; MACHADO, 2021).

Figura 28 -TEM das NP de Ouro (AuNP) e Prata (AgNP).

AuNP

Fonte: A autora (2022).

Todas as NPs foram mesuradas e seus valores tabulados no programa
Excel Na tabela 3, segue tabulagdo da amostragem de NPs analisada, o maior

€ menor tamanho, a média aritmética entre elas e o desvio padréo deste calculo.

Tabela 3 — Resultados os Tamanhos da NPs de Au e Ag realizados pelo TEM

Amostragem Maior NP Menor NP Média Desvio
& (nm) (nm) (nm) Padrdo (nm)
AgNPs 1917 80,88 3,59 17,32 8,79
AuNPs 862 54,07 2,27 15,01 6,45
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Fonte: A autora (2022).

Segundo Rashida (2017) nao existe um parametro para o tamanho das
nanoparticulas, apenas o seu tamanho € importante na determinagédo das suas
aplicagdes. Mesmo com esta afirmacéo, a analise de dimenséo, verificou-se que
o tamanho médio das nanoparticulas também correspondem com os trabalhos
experimentais (BEZERRA, et al., 2017, MACHADO, 2021), perfazendo uma
média de 15,01 + 6,45nm para AuNP e 17,32 + 8,79nm para AgNP, conforme

mostrado no Grafico 2.

Gréfico 2 - TEM - Tamanho médio das NPs de Au e Ag.

AuNP AgNP

15,01 4+ 6,45nm 17,32 + 8,79nm

Fonte: A autora (2022).

4.2.2 Espalhamento Dinamico da Luz (DLS)

Para determinar a distribuicdo média dos diametros hidrodindmicos das
NPs foi necessaria a caracterizagdo por espalhamento dinamico de luz (DLS). E
importante ressaltar que, devido ao processo de sintese por ablagdo a laser
proporcionar uma dificuldade intrinseca no controle de tamanhos das NPs
produzidas, existe uma dispersdo natural no didmetro médio. E possivel
observar no Grafico 3 que a distribuicdo dos tamanhos dos diametros

hidrodinamicos das NPs apresenta variagao.
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Grafico 3 - DLS Tamanho médio das NPs.
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Fonte: A autora (2022).

As AuNP variam de 0,9nm a 85,9nm e apresenta um valor médio de
10,52 + 5,4nm. As AgNPs variam de 0,9nm a 121,5nm e apresenta um valor
médio de 16,72 + 08,93nm.

Observa-se que as nanoparticulas de ouro e de prata sintetizadas
apresentam uma disperséo de tamanho que € compativel aquela obtida quando
se realizam sinteses por meio de ablagao a laser, o que pode ser verificado nos
trabalhos de diversos autores (AMENDOLA e MENEGHETTI, 2009, 2013; YAN

e CHRISEY, 2012; BARCIKOWSKI et al., 2016; ZHANG et al., 2017; FAZIO et
al., 2020)

4.2.3 Absorcao Otica (UV-Vis)

Todas as NPs sintetizadas foram caracterizadas através da técnica de
absorcgao otica (UV-Vis) imediatamente apds a sintese via ablagao. No Grafico 4
€ possivel observar que todos os espectros de extingao das NPs sao diferentes
entre si, porém todos eles apresentam ressonancia localizada de plasmon de
superficie (LSPR), principalmente na regido do visivel (400nm a 550nm), em

acordo com predigbes tedricas do trabalho experimental (BEZERRA, et al.,
2017).
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Grafico 4 - UV-vis: densidade 6ptica (Extingdo) x comprimento de onda.
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Fonte: A autora (2022).

Nota-se que os espectros apresentados no grafico 4 sdo compativeis
com a presenga de nanoparticulas esféricas. No caso das nanoparticulas de
ouro, o pico de plasmon centrado em torno 525nm e, no caso das nanoparticulas
de prata, centrado em torno de 400nm, representam coloides dos elementos
puros, conforme se pode verificar em outras referéncias sobre a producao de
coloides (AMENDOLA e MENEGHETTI, 2009, 2013; YAN e CHRISEY, 2012;
BARCIKOWSKI et al., 2016; ZHANG et al., 2017; FAZIO et al., 2020).

4.3 Espectros Raman de antibiéticos em forma de pé

4.3.1 Ampicilina

O espectro do antibiético ampicilina puro foi realizado, para verificagao
dos picos. O resultado, apresenta na regido de 1002cm-' um pico correspondente
ao anel Benzénico e na regido de 1782cm™' um outro pico relacionado a ligagao
C=0 do anel B — lactamico (Figura 29), os picos sdo compativeis com os
encontrados nesta literatura (BARALDI, TINTI, et al., 2014).

E interessante observar que, no contexto da espectroscopia
Raman/SERS, os espectros obtidos sejam dependentes das condigdes
experimentais, como por exemplo, os comprimentos de onda utilizados. Sendo
assim, é possivel identificar na literatura outros experimentos em que sao
apresentados espectros da ampicilina (EL-ZAHRY, et al. 2015; HAN LEE, et al.
2020;), porém, sem que seja possivel observar os picos que sado descritos no
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presente trabalho, particularmente aqueles associados a ligagdo C=0. Neste
sentido, a identificacdo desta vibragao especifica pode ser considerada uma
contribuigdo original do presente trabalho de pesquisa.

E importante ressaltar que os picos ndo estdo exatamente no mesmo
numero de onda, pois, devido aos ajustes matematicos, pode haver

deslocamentos.

Figura 29 - Espectro Raman da Ampicilina em forma de Pé6.
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Fonte: A autora (2022).
4.3.2 Ceftazidima

Em busca de identificar a relacdo entre os espectros, o antibiético
Ceftazidima da subclasse Cefalosporina, ao qual também pertence ao grupo dos
B — lactdmicos também foi selecionado. Mais uma vez picos caracteristicos foram
evidenciados (Figura 30).

O pico na regido 1086cm™ da a entender que representa o anel
benzénico existente na molécula. Como a mesma possui em sua estrutura um
Nitrogénio inserido, € possivel que esta adigdo seja o motivo do descolamento
mais acentuado. O pico na regido 1759 cm™' apresentar-se com caracteristicas
da ligagao C=0 do anel B — lactdmico, como n&o foram encontrados na literatura
dados sobre Ceftazidima para comparagao, utilizamos como principio a mesma
base da Ampicilina pois o Anel € o mesmo em todos.

Pode-se ressaltar que o fato de nao haver referéncias (espectros
Raman/SERS) registradas para este antibiético especifico, demonstra, ao
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mesmo tempo, a originalidade do presente trabalho, bem como sua relevancia

de acrescentar estes dados a literatura.

Figura 30 - Espectro Raman Ceftazidima em forma de Pé.
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Fonte: A autora (2022).

4.3.3 Meropenem

O Meropenem é antibidtico mais utilizado na assisténcia hospitalar em
quadros de pacientes em estado grave. Por este motivo a escolha deste para
avaliacao do espectro Raman. Uma molécula muito diferente da ampicilina e da
Ceftazidima, contudo com o anel B — lactdmico em comum. Nos resultados foi

possivel a identificagdo da ligagcdo C=0 do anel (Figura 31).

Figura 31 - Espectro Raman do Meropenem em forma de Pé6.
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Fonte: A autora (2022).
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Em literatura existente, o resultado encontrado foi compativel com a
vibragao da ligagao C=0 (CIELECKA-PIONTEK, PACZKOWSKA, et al., 2013).
Da mesma forma que os achados anteriores, ressalta - se que o fato de
nao haver outras referéncias (espectros Raman/SERS) registradas para este
antibidtico especifico, demonstra, ao mesmo tempo, presente trabalho, bem

como sua relevancia de acrescentar estes dados a literatura

4.3.4 Comparacgao dos 3 — lactamicos estudados

Comparando os trés 3 — lactamicos, como mostra a Figura 32, € evidente
a correlagao dos farmacos, o que era esperado, visto que sdo da mesma classe.
Algumas vibragdes correspondentes ao anel  — lactamico foram encontradas,
contudo o achado mais importante para o estudo, é a identificacdo do pico na
regido compreendida entre 1700 cm™ a 1800cm', que se refere a ligagédo

quimica C=0.

Figura 32 - Espectros Raman de Antibiéticos 8 — lactamicos.
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Fonte: A autora (2022).

4.4 Espectroscopia Raman de antibiéticos em forma de solugéao

Na sequéncia, optou-se em somente utilizar um udnico B — lactamico
(ampicilina), visto que nos resultados anteriores ja foi possivel a comparagao das

trés subclasses, as quais apresentaram correspondéncia. O intuito era realizar
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uma prova de conceito Raman com o antibiético diluido em agua (amostra P2),

conforme Figura 33

Figura 33 - Espectro Raman da amostra P2 de Ampicilina.
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Fonte: A autora (2022).

Com a realizagao dos espectros, as mesmas vibragdes correspondentes
encontradas no s6 puro foram encontradas, principalmente as relacionadas ao

anel B — lactamico, ao que se refere a ligagao quimica C=0 que se encontrou na
regido de 1770cm™".

4.5 Simulagao de Espectros Raman da molécula Ampicilina intacta

Com o objetivo de confirmar que os espectros preliminares estavam
coerentes, foi realizado uma simulagdo computacional da Ampicilina intacta para
enfim, comparar com a leitura obtida no Raman, cuja finalidade é de identificar
as vibracbes moleculares da Ampicilina, mais especificamente aquelas que
representam as vibragdes do anel B — lactamico, visto que a literatura nao
apresenta todas as comparacgdes as quais foram identificadas, demostrando
novamente a originalidade do presente trabalho.

O Espectro de simulagcdo computacional observou-se que,
qualitativamente, os espectros Raman sao semelhantes e possuem
correspondéncia entre as vibragcbes. No ensaio computacional realizado
identificou-se que o pico correspondente a vibragao da ligagdo C=0 do anel 3 —

lactamico situa-se na regido de 1770cm-', conforme observa-se na Figura 34.
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Figura 34 - Espectros Raman da Ampicilina intacta por simulagao computacional e por
microscopia Raman
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Fonte: A autora (2022).

4.6 Espectroscopia Raman Amplificada por Superficie de antibiéticos
em forma de solugao

Para este experimento, foi utilizada a solugao de Ampicilina muito
diluida (Amostra P3 = CM=2,6903mM), com o objetivo de verificar se o
espectro SERS manteria a mesma conformacgao grafica. Nesta solugao
P3 nao é possivel detectar nenhum sinal Raman.

Assim, esta solugao super diluida foi realizada com a adicdo de 1L de
coloide contendo nanoparticulas de bismuto (BiNP), a fim de obter o aumento
plasmonico, conforme mostrado na Figura 35.

Para facilitar a compreensédo entre os espectros na Figura 35 foram
demonstrada o resultado do Espectro Raman da Solugdo P2 com a simulagao
do espectro Raman da molécula de Ampicilina, ja anteriormente apresentada
com 0s picos encontrados na avaliagdo SERS da solugdo P3 com o intuito de
estabelecer uma associacdo entre os picos experimentais e as vibragdes
moleculares especificas do antibidtico.

As vibragdes moleculares da Ampicilina que merecem destaque, e que
foram verificadas e comprovadas nos resultados da simulacdo, sdo aquelas
associadas a respiragdo do anel benzénico, pico proximo a 1000cm-', bem como

vibragbes presentes na regido entre 1600cm" e 1800cm-".
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Figura 35 - Espectros da Ampicilina: Raman (Amostra P2), SERS (Amostra P3) com
nanoparticulas de Bi e simulagao
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Fonte: A autora (2022).

Apos estes experimentos preliminares, ficou evidente que o pico
1770cm-", correspondente a ligagdo C=0 que caracteriza o anel B — lactamico e
que mesmo em uma concentracdo extremamente baixa, é possivel com a
técnica SERS identificar o antibiético.

ApOs esta primeira prova de conceito, e com resultados positivos optou-
se em testar solugéo de antibidticos com bactérias sensivel e resistente, com o
intuito de identificar uma possivel alteracdo da molécula e conferir que a quebra

do anel B — lactamico acontece na ligagdo C=0

4.7 Espectro SERS em Solugdes Bacterianas

Os Espectros experimentais com solu¢gdes Bacterianas sensiveis e
resistentes foram amplificados com nanoparticulas metalicas, de metais nao
convencionais de bismuto (SbNP) e cobalto (CoNP)8 e com estas nanoparticulas
a Figura 36, apresenta, um espectro com pico em 1770cm-! correspondente a
ligagdo C=0 do anel B — lactdmico nas amostras de Ampicilina com agua (cor
rosa) e com bactérias sensiveis (cor verde escuro), contudo, na amostra com a

bactéria resistente (cor verde claro) ndo é possivel a visualizagao deste pico, ou

8 NPs produzidas e caracterizadas por Thiago Machado e Juliana Thaler. Descrigdo das NPs
em (MACHADO, 2021, THALER, 2020)
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seja, o antibidtico possivelmente foi clivado pela bactéria, significado que o anel
B — lactamico foi aberto, inativando assim sua fungao bactericida.

Figura 36 - Espectros SERS do antimicrobiano ampicilina em contato com a bactéria
resistente, com a bactéria sensivel e com agua por 24 horas.
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Fonte: A autora (2022).

Este achado corrobora com a nossa intengao de obtengao de espectros
SERS para identificagao resisténcia antimicrobiana, provando que existe uma
quebra do anel B — lactamico, fato caracteristico da inibigdo quimica do farmaco.

E fundamental ressaltar que, (o pico da vibragdo C=0) comprova que
esta vibracao serve de base para investigagcbes associadas a resisténcia aos 3
— lactamicos, particularmente porque o anel B — lactamico € "quebrado" pela agao
de enzimas produzidas por bactérias resistentes.

Volto a ressaltar que o fato de ndo haver referéncias (espectros
Raman/SERS) registradas para este procedimento de solugéo de antibiético com
bactérias sensiveis e resistentes, demonstra, a originalidade do presente

trabalho, bem como sua relevancia de acrescentar estes dados a literatura.

4.8 Simulagao de Espectros Raman da molécula Ampicilina com anel
Rompido
A fim de confirmar os achados anterior de clivagem do Anel 8 —lactamico
por resisténcia bacteriana, uma nova simulagdo molecular foi realizada, com a
ampicilina intacta e a outra clivada, ou seja, com o anel rompido na ligagao C=0.
Conforme se apresenta na Figura 37, € notéria a perda do pico na regiao de

1770cm™, confirmando o sucesso do experimento na verificacdo do efeito.
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Figura 37 - Espectros da ampicilina intacta e com o anel rompido obtidos por simulagao
computacional.
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Fonte: A autora (2022).

4.9 Espectros SERS de Ampicilina com metais convencionais

A literatura sugere que sejam utilizadas nanoparticulas de metais nobres
convencionais de ouro e prata, para deteccao e caracterizagao de sinais SERS,
com o intuito de prova de conceito e reprodutibilidade do experimento (GALVAN,
YU, 2018).

Baseados na indicagdo da literatura acima supracitada, de realizar
experimentos SERS com metais nobres convencionais, Espectros da Ampicilina
foram realizados para mitigar esta sugestao.

E para facilitar a comparacao entre os Espectros na Figura 38, foram
utilizados a analise Raman do Antibiético em po6 e o resultado do Espectro SERS
da solugéo P3 (solugdo muito diluida CM = 2,6903mM) com as nanoparticulas
produzidas e apresentadas nesta pesquisa.

Neste experimento somente o Espectro com a Nanoparticula de Ouro
(AuNP) teve picos caracteristicos e semelhantes aos Espectros Raman
encontrados neste trabalho e validado por literatura e simulagéo. O Espectro com
a Nanoparticula de Prata (AgNP) apresentou picos destorcidos e sem perfil de

comparagao. Como pode ser visualizado na Figura 38.
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Figura 38 — Espectro SERS da Ampicilina em P6 e em solugédo P3 associado a Nanoparticulas de
Ouro (AuNP) e Prata (AgNP)
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Fonte: A autora (2022).

Segundo Reus et al. (2018) é muito importante considerar o material
metalico escolhido como alvo e também a influéncia direta nas aplicagbes das
NPs(nanoparticulas), por exemplo, uma NP com um potencial toxico como a
prata deve ser utilizada com mais cautela do que NPs de bismuto em uma
aplicagao bioldgica.

Baseado nesta afirmacgao da literatura e avaliando o Espectro SERS
encontrado € possivel que tenha havido algum tipo de interagcéo do analito com
a amostra. Entretanto devido a pandemia, outro fator relevante para a nao
obtencdo de espectros compativeis pode ter sido o fato de o analito ter sido
armazenado por muito tempo, e este ter perdido a sua estabilidade. E com o
fechamento do Laboratério de microscopia da UFPR (Universidade Federal do
Parana), nao foi possivel a realizagdo de novos outros experimentos SERS com
antibioticos diluidos no momento da analise e com as nanoparticulas de ouro e

prata produzidas.
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5 CONCLUSAO

As IRAS (Infec¢des Relacionadas a assisténcia a saude) sdo causadas
principalmente por bactérias multirresistentes (BMR) aos antibidticos e
encontradas especialmente em ambiente hospitalar, devido principalmente ao
fato de o paciente estar debilitado e com suas defesas imunologicas baixas,
causando assim um aumento da mortalidade de pacientes ja vulneraveis.

O atual panorama da falta de novos antibiéticos mostra a urgéncia e a
necessidade de entender a acdo dos medicamentos existentes por meio de
meétodos alternativos de identificacdo de resisténcias bacterianas. Além disso, as
estratégias, para superar tal problema, requerem conhecimento ampliado dos
mecanismos moleculares associados a suas origens, evolugao e sua distribuicdo
pelas populacdes bacterianas.

Muitos métodos tradicionais usados em estudos de resisténcia a
antibioticos dependem do cultivo bacteriano e determinagdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), incluindo contagem de unidades formadoras de col6nias
(UFC) e monitoramento das curvas de crescimento, combinadas a técnicas
moleculares, como por exemplo a PCR (Polymerase Chain Reaction). Todavia,
essas técnicas de monitoramento tendem a apresentar alto custo e demandam
longos tempos até a obtencao dos resultados.

O Antimicrobial Stewardship vem justamente trazer a importancia deste
contexto e principalmente demonstrar que a solugdo esta em uma ligagcédo
multidisciplinar, ao qual interlaca a area da ciéncia da saude com outras areas
como por exemplo as exatas. Portanto, técnicas alternativas, baseadas em
fotbnica e nanotecnologia, sdo apresentadas e comprovadas, podendo ser uma
nova alternativa de contribuigcdo nesta ligagdo multifacetaria na luta contra a
resisténcia antimicrobiana, pois apresenta solucdes rapidas e de baixo custo.

O objetivo de trabalho foi investigar a aplicacdo da Espectroscopia
Raman Amplificada por Superficie (SERS) na detecgédo de antibiéticos. Nesta
pesquisa com énfase nos B — lactdmicos, a maior classe terapéutica para
infeccdes.

O potencial do SERS apresenta-se, portanto, como um ponto de partida

altamente promissor na ciéncia e na tecnologia, com implicacdes evidentes no
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campo da nanomedicina e na area da saude, inclusive para o monitoramento de
medicamentos, dado o potencial de rapidez, sensibilidade e especificidade da
técnica Raman.

Os estudos com o uso da técnica vém crescendo exponencialmente ano
a ano, principalmente na area das ciéncias biolégicas, conforme apresentado no
Grafico 1, no capitulo 2, corroborando com o resultado deste estudo, o qual
contribui para comprovar que a técnica da Espectroscopia Raman Amplificada
por Superficie pode ser sim uma grande ferramenta para identificagdo de
antibidticos e sua degradacao.

Todos os espectros gerados foram contundentes na identificacédo e
caracterizagao da molécula de antibidtico estudado, indicando a viabilidade da
ferramenta no uso biologico. A identificacdo da ligagdo C=0O do anel B —
lactamico na regido entre 1600 cm™ e 1800 cm™ para todos os antibidticos
estudados demostrou a correlagao entre eles, fato que configurou a originalidade
da pesquisa, pelo simples fato de nao haver na literatura atual tal relato.

Ressalto que o Antimicrobial Stewardship, ou melhor, o programa de
Gerenciamento de Antimicrobianos, pode incorporar a ferramenta
RAMAN/SERS como uma técnica viavel, barata e rapida de identificacao e

caracterizagao de antimicrobianos, sendo ele na forma intacta ou degradada.
6 SUGESTAO DE FUTUROS TRABALHOS

Apos reconhecer o potencial desta técnica, tenho como proposta para
trabalhos futuros a identificagdo de outras classes antimicrobianas, tais como:
glicopeptideos e aminoglicosideos, mas principalmente utilizar esta técnica na
identificacdo de antimicrobianos em meios biolégicos, como urina, sangue e

tecidos, com a criacdo de uma biblioteca de espectros.
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