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RESUMO

Microrganismos patogénicos sao responsaveis pelo desenvolvimento de diversas
infeccdes, e em ambientes hospitalares, levam muitos pacientes ao 6bito. Modificar
esse quadro € necessario, todavia as bactérias apresentam distintos mecanismos de
resisténcia apos mutacdes em seu DNA. Além disso, o uso indiscriminado de
antibioticos gera continuamente a selecdo natural e propagacdo de cepas mais
resistentes fazendo com que os antibidticos percam sua eficacia com o passar dos
anos. Diante desse panorama, a elaboracdo de um nanocarreador contendo
peptideos antimicrobianos (PAMs ou AMPs do inglés Antimicrobial Peptides) torna-
se uma interessante alternativa contra bactérias patogénicas. O objetivo deste
trabalho foi sintetizar nanoesferas de alginato de sédio pelo método de Gelificacéo
lonotrépica para a entrega de AMPs Lrot3 as células bacterianas de Escherichia Coli
25922 e Staphylococcus epidermidis 12228. A atividade antimicrobiana dos
peptideos livres e nanoestruturados (128, 64, 32, 16, 8 e 4ug/mL), foi avaliada por
meio da concentragcdo minima inibitéria (MIC), e o potencial citotéxico investigado
em células HEK 293 humanas utilizando o ensaio de MTT (Tetrazdlio de azul de
tiazolilo). Os dados foram avaliados por ANOVA e as médias comparada pelo teste
de Tukey. Para a bactéria E. coli 25922, o peptideo livre na concentracdo de 64
ug/mL destacou-se por ser a Unica concentracdo com atividade antimicrobiana
significativa (P<0,01), apresentando acao similar ao do cloranfenicol (128 ug/mL e
64 pg/mL). As nanoparticulas contendo AMPS, por sua vez, mostraram-se eficazes
em todas as concentragdes (P<0,01). Diferentemente se deu no S. epidermidis
12228, onde observou-se maior resisténcia da bactéria a todos tratamentos. Os
resultados do MTT sugerem que as nanoparticulas de alginato ndo apresentam
citotoxicidade in vitro, motivando a continuidade deste estudo. Concluindo, os AMPs
nanoestruturados tem potencial para serem utilizados no combate a infeccdes
ocasionadas por E. coli.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos, nanoparticulas, bactérias patogénicas



ABSTRACT

Pathogenic microorganisms are responsible for the development of various
infections, particularly in hospital environment, leading to death in many patients. It is
therefore necessary to change this scenario, it is difficult, however, because the
bacteria have very distinct resistance mechanisms after mutations in their DNA.
Furthermore, the indiscriminate use of antibiotics continuously generates the
selection and propagation of more resistant strains, causing loss of effectiveness of
antibiotics over the years. In this case, the development of a nanocarrier containing
Antimicrobial Peptides (AMPs) becomes an interesting alternative against pathogenic
bacteria. This paper aims to synthesize the delivery of AMPs to bacterial cells of
Escherichia coli 25922 and Staphylococcus epidermidis 12228 through the use of
nanospheres of sodium alginate by ionotropic gelation method. Alginate stands out
for being a polyanionic, biodegradable and biocompatible polymer, which show
interaction with Lrot3 cationic AMP. The antimicrobial activity of free and
nanostructured peptides (128, 64, 32, 16, 8 e 4 upg/mL) was evaluated by the
minimum inhibitory concentration (MIC) and the cytotoxic potential investigated in
human HEK 293 cells using the MTT Assay (Tetrazolium thiazolyl blue). The data
were evaluated by ANOVA and the means compared by Tukey test. For Gram-
negative E. coli 25922 bacteria, the free peptide at concentration of 64 pg/mL stood
out for being the only concentration with significant antimicrobial activity (P<0,01),
showing similar action to the chloramphenicol, at concentrations of 128 pg/mL and 64
pug/mL, respectively. NPs, in turn, showed inhibitory activity at all concentrations
(P<0,01). Unlike occurred in S. epidermidis 12228, which was observed more
bacterial resistance to all treatments. The MTT data suggest that alginate
nanoparticles do not exhibit in vitro cytotoxicity, encouraging the continuation of this
study. In conclusion, the nanostructured AMPs has the potential to be used to fight
infections caused by E. coli.

Keywords: Antimicrobial peptides, nanoparticles, pathogenic bacteria
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1. INTRODUCAO

Microrganismos patogénicos sdo responsaveis pelo desenvolvimento de
diversas infeccfes, e em ambientes hospitalares, levam muitos pacientes ao o6bito.
No Brasil, o indice de Infec¢cbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) é de
aproximadamente 14%, enquanto a média mundial € de cerca de 5% (WHO, 2011).
A mudanca deste quadro é necessaria, visto que a infeccdo hospitalar acarreta
também um alto gasto publico, todavia existem obstaculos para a eliminacdo dos
microrganismos devido aos mecanismos naturais de defesa que estes possuem.

As bactérias podem apresentar distintos mecanismos de resisténcia. Esta
resisténcia surge apés mutacdes no DNA bacteriano, como: alteracdo no sitio de
ligacdo ao farmaco, modificacdo na permeabilidade da membrana, producdo de
enzimas que degradam o farmaco, bombeamento ativo deste para fora da célula,
entre outros (ANVISA, 2004; BAND; WEISS, 2015). Além disso, o uso indiscriminado
de antibiéticos promove a selecéo natural e propagacdo de cepas mais resistentes,
fazendo com que o farmaco perca sua eficacia ap6s determinado tempo (OLIVEIRA
et al., 2015).

Diante deste panorama, novas alternativas sao propostas utilizando peptideos
antimicrobianos (PAMs ou AMPs do inglés Antimicrobial Peptides) que s&o
moléculas presentes no sistema imune inato de todos seres vivos (SORENSEN et
al., 2008; GALLO; NAKATSUJI, 2011). Geralmente, estes peptideos possuem entre
10 e 50 residuos de aminoacidos, séo catibnicos e anfipaticos (TAVARES, 2015;
ZHANG; GALLO, 2016). Os AMPs podem ser utilizados como agentes terapéuticos,
aumentando a especificidade do tratamento e diminuindo os possiveis efeitos
colaterais causados pela administracdo de altas dosagens (REICHERT, 2003).

AMPs membranoativos possuem residuos polares carregados positivamente
nas regides hidrofilicas, os quais interagem com as membranas carregadas
negativamente de bactérias, levando a morte destes microrganismos devido a
perturbacdo em sua estrutura (HOSKIN; RAMAOOTHY, 2008). Além do mais, 0s
AMPs podem penetrar na célula, e agir intracelularmente, se ligando ao DNA e
alterando a expressdo génica, ou rompendo a membrana mitocondrial, por exemplo
(MADER; HOSKIN, 2006).
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Nesse estudo, utilizou-se o AMP Lrot3, o qual € um peptideo sintético,
provalmente linear, prevalentemente catidnico, e de pequeno tamanho (variando
entre 15 e 35 A). Esse AMP foi bioprospectado a partir da planta Lippia rotundifolia,
uma planta do cerrado brasileiro conhecida por possuir propriedade antimicrobiana
(SOUZA et al., 2015).

Uma das limitagbes do uso de AMPs livres, consiste na possibilidade de eles
serem degradados por enzimas proteoliticas, ou serem reconhecidos pelo sistema
imune inato, sendo eliminados antes de atingirem seu alvo (REIS et al., 2006).
Diferencas de temperatura, pH (potencial de Hidrogénio), dentre outros fatores
podem agir sobre o peptideo, degradando-o (FARKHANI et al., 2014). Visando
solucionar tal problema, estudos tém sido desenvolvidos nos ultimos anos na
tentativa de criar sistemas capazes de transportar tais peptideos até um alvo
especifico com maior eficacia (FARKHANI et al., 2014). Desta forma, neste trabalho
foi proposto o uso de um AMP nanoestruturados como sistema de liberagéo
controlada de farmaco.

Os sistemas de liberacdo controlada de farmacos oferecem diversas
vantagens quando comparados aos sistemas convencionais. Estes permitem a
manutencdo da concentracdo de um farmaco no organismo em niveis terapéuticos
por maiores periodos de tempo, menor toxicidade, tendo como consequéncia a
reducdo dos efeitos colaterais (MIRAKABADI et al., 2015). Outras vantagens
incluem a possibilidade de serem alvo especifico e fornecerem protecéo ao peptideo
(CHEN et al., 2015). Carreadores poliméricos como o alginato de sodio sao
candidatos promissores a serem utilizados como sistema de liberacdo de AMPs. O
alginato é um polimero natural que se destaca devido suas caracteristicas
intrinsecas por nao ser toxico, ser biodegradavel e biocompativel. Trata-se de um
polimero polianiénico, o qual apresenta interacdo eletrostatica com os AMPs
cationicos.

Logo, a elaboracdo de um nanocarreador de alginato contendo o AMP LROT3
torna-se uma interessante alternativa contra bactérias patogénicas. O presente
trabalho visou a sintese de nanoesferas de alginato de sodio para a entrega de
AMPs a células bacterianas de Escherichia Coli (E. coli), American Type Culture
Collection (ATCC) 25922 e Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis), ATCC
12228.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfologia da parede celular bacteriana

2.1.1 Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular espessa
composta por varias camadas de peptidoglicanos, com cerca de 20 a 40 nm, que se
localiza entre a membrana plasmatica e a cépsula (KIM et al.,, 2015). Os
peptidoglicanos conferem rigidez a parede celular, além de proteger contra o
ambiente externo proporcionando resisténcia as condi¢cdes hostis enfrentadas pelas
bactérias (MURRAY, 2014). Atravessando a parede celular estdo os acidos
teicoicos, polimeros anibnicos, que podem participar da passagem de ions ou ligar-
se a protons (KIM et al., 2015) (Figura 1). Como parte deste grupo encontram-se
bactérias do género Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus, entre outras.

As bactérias Gram-negativas por outro lado, possuem uma Unica camada
delgada de peptidoglicanos entre 3 a 7 nm compondo a parede celular por onde
atravessam lipoproteinas (KIM et al., 2015). Entre a membrana interna e a camada
de peptidoglicanos existe o periplasma, regido com aspecto gelatinoso, em razéo da
alta quantidade de proteinas presentes. Outra caracteristica intrinseca desses
microrganismos € a presenca de uma membrana externa, a qual limita a
permeabilidade celular a pequenas moléculas hidrofilicas e evita a perda de
proteinas e enzimas do periplasma (MURRAY, 2014). A membrana externa €
composta por duas camadas, a mais interna constituida de fosfolipidios e a mais
externa de lipossacarideos (LPS) (HAARMANN, 2010). Os LPS s&o constituidos
pelos lipidios A, que protegem as bactérias de muitos antibiéticos (WARMUS et al.,
2012). Este grupo compreende bactérias do género Escherichia, Entobacter,

Pseudomonas, etc. (Figura 1).
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Figura 1. llustragéo diferenciando a estrutura da parede celular de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. (Adaptado de TORTORA et al., 2012).

2.2 Resisténcia antimicrobiana e Infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS)

Atualmente, a resisténcia antimicrobiana gerada pelo uso indiscriminado de
antibidéticos em humanos e animais, assim como na producdo de alimentos, €
considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma ameaca a saude
publica. De acordo com a OMS, a resisténcia antimicrobiana assim como a
resisténcia a multiplos agentes cresce continuamente para varios patégenos, 0s
guais sao responsaveis por infeccdes em geral (OMS, 2012).

Bactérias patogénicas sdo os principais agentes causadores das infeccoes
adquiridas em estabelecimentos de Saude. Dentre estas, tém-se relatado, Klebsiella
spp. e E. coli, como as enterobactérias mais frequentemente encontradas em
comunidades e hospitais (SILVA; LINCOPAN, 2012), seguida por Staphylococcus
aureus, uma bactéria Gram-positiva, a qual causa graves infeccbes como
meningites, pneumonia, endocardite, dentre outras, e € responsavel por mais de
30% dos casos de infec¢bes sanguineas hospitalares (VOGEL et al., 2015).

Como relatado por Bittner (2015), S. epidermidis é a integrante mais

frequente do género Staphylococcus em bacteremias hospitalares, que acomete


http://frontiersin.org/people/u/202838
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gravemente pacientes imunocomprometidos, em geral com diminuido namero de
neutrofilos, caracterizando-se por ser uma bactéria oportunista. As cepas produtoras
de biofilmes caracterizam-se por serem mais virulentas do que as cepas que nao
produtoras.

Trata-se de uma bactéria colonizadora permanente, encontrada na pele e
mucosas de humanos e demais mamiferos. Normalmente ndo causa danos ao
hospedeiro, visto que nao produz toxinas agressivas, todavia possui sistemas
eficazes que promovem sua persisténcia no organismo. Comumente, torna-se
invasiva quando ha lesdes na pele, como no caso de fraturas expostas e de
procedimentos cirurgicos. Conjuntamente com sua alta frequéncia, esses sao fatores
gue tornam o tratamento excessivamente complicado (LOVATI et al., 2016).

S. epidermidis é responsavel pela infeccdo da maior parte de individuos que
fazem uso de cateteres em hospitais (BUTTNER et al., 2015). Além disso, dentre os
pacientes com endocardite da valva protética, tém-se que 16% desses
desenvolveram a doenca devido a S. epidermidis, levando parte destes individuos a
morte (CHU et al., 2009).

A estirpe S. epidermidis ATCC 12228 é descrita como uma estirpe aerobica,
ndo produtora de biofilme e que tem seu crescimento 6timo a temperatura de 37°C
(ATCC, 2017). Devido a isso, é encontrada frequentemente no organismo de
humanos, aonde sobrevive como uma bactéria comensal. Todavia, ocasionalmente
¢ capaz de causar bacteremias (BUTTNER et al., 2015). Essa é susceptivel a
antibiéticos como a neomicina e a vancomicina, que possuem ac¢do intracelular
inibindo a sintese de proteinas e peptideoglicanos, respectivamente (ATCC, 2017).
Entretanto, apresenta genes de resisténcia a diversos antibiéticos, como os beta-
lactamanicos e proteinas de resisténcia a tetraciclina (ZHANG et al., 2003).

E. coli por sua vez, é uma enterobactéria comensal que habita a microbiota
normal do intestino de humanos, mas que ao atingir outros 6érgéos pode trazer danos
a saude destes. Esta também apresenta cepas virulentas capazes de causarem
infeccbes intestinais, gastroenterites, infec¢dbes no trato urinario, meningite,
septicemias, entre outras (TADESSE et al., 2012). A transmissdo ocorre por
alimentos e agua contaminados, pelo contato com outros individuos ou com animais
(CROXEN et al., 2013).

Dados apontam resisténcia da bactéria E. coli a medicamentos utilizados por

um longo periodo de tempo (PETTY et al.,, 2014). A cepa ST131, por exemplo,
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presente no trato urinario e em infecgdes sanguineas, encontra-se disseminada
globalmente e apresenta resisténcia a multiplos antibioticos (PETTY et al., 2014).

A estirpe Escherichia coli ATCC 25922 caracteriza-se por ser uma
enterobactéria aerébica conhecida por causar frequentemente intoxicacdo alimentar
(MINOGUE et al., 2014). Essa foi isolada pela primeira vez a partir de uma amostra
clinica humana em Seattle (Washington, EUA) e, desde entdo, € amplamente
utilizada em testes de controle de qualidade (MINOGUE et al.,, 2014). Apresenta
susceptibilidade a alguns antibiéticos, como ao cloranfenicol, a tetraciclina, a
neomicina, dentre outros (ATCC, 2017).

Garcia e colaboradores (2013) realizaram um estudo em um hospital do norte
de Minas Gerais, expondo o perfil das infec¢des situadas no local e das bactérias
mais comumente encontradas: Klebsiella pneumoniae (27,7%), Escherichia coli
(23,4%), Acinetobacter baumannii (21,3%), Staphylococcus aureus (14,9%),
Pseudomonas aeruginosa (6,4%), Enterobacter spp. (2,1%), Morganella morganii
(2,1%) e Burkholderia cepacia (2,1%). Esse estudo apresenta 0s géneros
Escherichia e Staphylococcus como dois dos mais frequentes encontradas no
estabelecimento. Esse resultado é similar aos dos estudos citados anteriormente,
reforcando a importancia de pesquisas com essas bactérias.

A partir do exposto sobre infec¢des relacionadas a assisténcia a saude, vé-se
a necessidade de se desenvolver novas alternativas para o tratamento destas.
Devido a isso, novos tratamentos sdo propostos utilizando AMPs como uma opg¢ao
capaz de se sobrepor, mesmo que apenas temporariamente, a defesa das bactérias,
as guais anulam o potencial dos farmacos com acédo bactericida utilizados por um

longo periodo.

2.3 Peptideos antimicrobianos

Os AMPs apresentam como caracteristicas seu pequeno tamanho, entre 10 e
50 residuos de aminoacidos, e em geral superficie carregada positivamente e
anfipaticidade (TAVARES, 2015; ZHANG; GALLO, 2016). Todos seres vivos sdo
capazes de produzi-los, sendo estes utilizados na defesa imune, aquisicdo de
nutrientes ou eliminagdo de outros organismos competidores (NAWROCKI,
CRISPELL; McBRIDE, 2014). AMPs possuem ampla atividade, e podem de forma
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direta matar bactérias, fungos, virus, leveduras e células cancerigenas (ZHANG;
GALLO, 2016).

As defensinas, por exemplo, sdo pequenos AMPs (com aproximadamente 5
kDa) ricos em cisteinas, os quais compde a defesa imune inata de plantas. Essas
sdo comumente encontradas nas sementes, na parede celular vegetal, nas flores e
nos tubérculos e atuam sobre doencas (WIESNER-HANKS; REBECCA NELSON,
2016).

Estudos apontam a atividade antifungica desses AMPs. Como relatado por
Omidvar e colaboradores (2016), as defensinas sdo capazes de inibir o crescimento
de fungos da espécie Fusarium Graminearum devido a sua estrutura anfipatica e
flexivel, que permite a interacdo das mesmas com as membranas desse
microrganismo. Além disso, as defensinas tem propriedades antibacterianas e
inseticida (OMIDVAR et al., 2016).

Os AMPs também auxiliam na imunidade inata cutdnea, podendo ser
produzidos por diversos tipos de células (queratindcitos, mastocitos, neutrofilos,
dentre outros) (GALLO; NAKATSUJI, 2011). Todavia, os AMPs presentes na pele
ndo sdo apenas produzidos por células epiteliais, esses também séo produzidos por
microrganismos que residem na epiderme (BASTOS et al.,, 2009). Os AMPs
produzidos por bactérias sdo denominados de bacteriocinas e sdo capazes de inibir
outras bactérias competidoras.

Segundo Bastos e colaboradores (2009) as bacteriocinas produzidas pelo
género Staphyloccocus sdo capazes de inibir em sua maioria bactérias Gram-
positivas, e algumas espécies Gram-negativas. Bactérias do género Lactococcus,
Streptococcus e Streptomyces também sdo conhecidas pela producdo de AMPs
(GALLO; NAKATSUJI, 2011). Atualmente, duas bacteriocinas sao usadas
clinicamente, a polimixina B e a polimixina E. Essas s&o usadas apenas em casos
onde h& mudltipla resisténcia a antibioticos, devido seus efeitos adversos (BASTOS et
al., 2009).

Os AMPs podem ser classificados de diferentes maneiras. Uma delas é de
acordo sua estrutura secundaria. Dessa forma sdo divididos em trés distintos
grupos: peptideos com estrutura alfa-hélice, peptideos com estrutura folha-beta e
peptideos estendidos, 0s quais ndo possuem estrutura definida e apresentam alta
concentracdo de residuos de histidina, arginina, glicina e triptofano (Figura 2)
(ZHANG; GALLO, 2016). Como exemplo de AMPs com estrutura alfa-hélice pode-se
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citar a catelicidina humana (LL-37) e a Magainina presente na secre¢ado cutanea do
anfibio Xenopus laevis. Ambos AMPs apresentam estrutura linear em suspensao
aquosa, e estrutura alfa-hélice anfipatica em ambientes ndo polares, como nas
membranas de células bacterianas (ZHANG; GALLO, 2016; XIAO et al., 2011). As
bacteriocinas e as defensinas de vertebrados, fazem parte do segundo grupo citado,
e logo caracterizam-se por uma estrutura com duas ou mais folhas-beta (ZHANG,;
GALLO, 2016; KUMARI et al.,, 2012). As histatinas de humanos, por sua vez,
exemplificam os AMPs estendidos, apresentando uma estrutura rica em
aminoacidos histidina (ZHANG; GALLO, 2016).

(A) a-hélice (B) B-folha

DO 10 2210/pdb2mag/pdb DOL10.2210/pdb 1k)S/pdb

(C) Estendido

& s,

Figura 2. Modelos representando as diferencas estruturais entre os AMPs. A) Peptideo com estrutura
a-hélice. B) Peptideo com estrutura B-folha. C) Peptideo estendidos. (Adaptado de CASTRO, 2013).

Os AMPs podem ser catidnicos ou anionicos. Geralmente apresentam carga
positiva e possuem em sua estrutura uma porgdo hidrofébica. Assim, conseguem
interagir com as membranas celulares de bactérias, as quais tem carga negativa
devido a presenca de grupos fosfato (BAND; WEISS, 2015). Esses grupos compde
as “cabecgas” dos fosfolipidios e ficam voltados para a face externa, o que facilita a

interacdo AMP-bactéria.



21

Apds o contato, variados podem ser os mecanismos de acdo dos AMPs para
matar as células bacterianas. Esses mecanismos dependem das caracteristicas
guimicas e fisicas dos AMPs (HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008). Estes podem agir
sobre a membrana celular das bactérias ou podem atravessa-la sem causar danos,
agindo entéo intracelularmente. No interior desses microrganismos, os AMPs podem
bloquear a atividade enzimética ou inibir a sintese de DNA, RNA e de proteinas
(BAND; WEISS, 2015; ZHANG; GALLO, 2016).

Véarios AMPs estendidos sdo conhecidos por agirem sobre as proteinas
bacterianas. Os AMPs Pirrocoricina, Drosocina e Apidaecina derivados de insetos e
ricos em prolina, por exemplo, interagem com proteinas intracelulares, como a
proteina heat-shock DnaK e a chaperona GroEL, inibindo a atividade de ATPase da
DnaK e o enrolamento de proteinas dependente de chaperonas (NGUYEN et al.,
2011; BRODGEN, 2005).

Alguns modelos de agdo dos AMPs sobre as membranas bacterianas foram
propostos. Dentre esses destacam-se como principais: modelo do carpete, modelo
do barril, modelo do poro toroidal e modelo do agregado micelar (RASHID et al.,
2016) (Figura 3).

No primeiro modelo citado, os AMPs se acumulam paralelamente a
membrana para que essa seja rompida através da formacédo de poros ou através da
formacédo do agregado micelar (HARISSON et al., 2016). No modelo do barril, os
AMPs se inserem na membrana bacteriana e se orientam lado a lado formando um
poro em forma de barril, o qual pode agir como um canal para a passagem
excessiva de ions aleatorios, levando a morte celular (RASHID et al.,, 2016). A
formacdo do poro toroidal se da de forma similar, todavia, nesse modelo ha o
dobramento da membrana devido a insercdo dos AMPs nesta, gerando um poro
composto por AMPs e lipidios intercalados (HARISSON et al., 2016). No modelo do
agregado micelar, com a agregacdo dos AMPs sobre a membrana celular, ha o
aumento da concentracdo local. A alta concentracdo de AMPs, associada ao carater
anfipatico destes, possibilita que os AMPs hajam como um detergente sobre a
membrana, rompendo-a em pequenas estruturas ou micelas (RASHID et al., 2016).
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D Efeito “detergente”

/'i

E Agregados

B Poros “barril” A Carpete micelares

C Poros “toroidais”

Figura 3. Principais modelos de mecanismos de a¢do dos AMPs sobre membranas bioldgicas. A)
Modelo do carpete. B) Modelo do barril. C) Modelo do poro toroidal. D) Modelo do agregado micelar -
efeito detergente gerado pela alta concentragdo de AMPs no local. E) Agregados micelares formados
pelo rompimento da membrana celular. (Adaptado de BROGDEN, 2005).

Na area da saude destaca-se o uso de AMPs em sistemas de liberacéo
controlada, que através dos avanc¢os na nanotecnologia permitem a ligacdo destes a
um sitio especifico no organismo do paciente ampliando a eficiéncia do tratamento.
Proteinas e peptideos possuem suceptibilidade de serem degradadas por diversas
enzimas presentes no trato gastrointestinal. Como exemplo tem-se a pepsina, a
tripsina e proteases presentes no citosol e na “borda em escova” dos enterdcitos, as
quais sdo uma das principais barreiras para a absorcédo de pequenos peptideos em
todas as mucosas do corpo (REIS et al.,, 2006). Dessa forma, os sistemas de
liberacdo controlada atuam ainda protegendo a molécula bioativa contra
degradacdo, além de possibilitar a utilizacdo de menores doses e a reducdo da
toxidade dos farmacos sem que percam a efetividade (DASS; CHOONG, 2006;
SALOUTI; AHANGARI, 2014).
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2.4 Lippia rotundifolia

O género Lippia (Verbenacea) tém aproximadamente 200 espécies, as quais
s&o encontradas na América do Sul, América Central e em parte da Africa (LEITAO
et al., 2008). No Brasil encontra-se 150 dessas espécies, sendo os locais de maior
ocorréncia a Serra do Espinhago, em Minas Gerais, e a Chapada Diamantina, na
Bahia (RESENDE et al., 2015).

Esse género possui valor econdmico, uma vez que suas plantas sao
utilizadas na producédo de 6leos essenciais e possuem propriedades medicinais. Na
medicina popular o género Lippia é utilizado para o tratamento de doencas
respiratorias, problemas gastroentestinais, doencas de pele, Ulceras e queimaduras
(ALMEIDA et al., 2014; RESENDE et al., 2015).

A espécie Lippia rotundifolia, chamada habitualmente de “Rosmaninho”, é
nativa do cerrado e rica em monoterpenos. Nas suas infloréncias encontra-se o
limoneno, um terpeno conhecido pelas suas variadas propriedades medicinais, que
incluem a sua acao anticancerigena em mamiferos (RESENDE et al., 2015). Nas
folhas, por sua vez, encontra-se acumulado o mirtenol, um isémero O6ptico do
limoneno. Similarmente ao limoneno, o mirtenol também possui atividade
anticancérigena. Este atua inibindo o hepatocarcinoma por meio de uma infra-
regulacdo do TNF-a e da supressao de carcinogéneos, protegendo as membranas
celulares contra os danos causados pelos radicais livres (BABU et al., 2012).

Segundo Leitdo e colaboradores (2006), os extratos de Lippia rotundifolia
apresentam atividade anti-micobacteriana nas fracfes hexano e diclorometano, com
uma minima concentracao inibitéria de 50 pg/mL e 25 pg/mL, respectivamente.
Esses foram obtidos das folhas de Lippia rotundifolia e extraidos pelo método de
extracdo liquido-liquido. Neste estudo testou-se a susceptilidade do bacilo
Mycobacterium tuberculosis ao extrato de plantas das familias Verbenacea,
Leguminosae e Monimiaceae. Dentre os 48 extratos testados, sete deles mostraram
efeito antimicrobiano, sendo que todos os extratos pertenciam a plantas da Familia
Verbenacea (Lantana trifolia, Vitex cooperi, Lippia lacunosa e Lippia rotundifolia).

Outros estudos também relatam o efeito bacteriostatico do extrato proteico de
Lippia rotundifolia. De acordo com Almeida e colaboradores (2014), o extrato
proteico proveniente das flores de Lippia rotundifolia, também é capaz de inibir o

crescimento bacteriano. Esse inibe aproximadamente 50%, 45%, 37% e 13% do



24

crescimento de K. pneumoniae, S. pyogenes, P. mirabilis, e E. coli
respectivamente, na concentragéo de 100 pg/mL.

Similarmente aos extratos, 0s 0leos essenciais de Lippia rotundifolia
apresentam atividade antimicrobiana frente as bactérias isoladas E. coli e S. aureus.
O Rosmaninho apresenta maior eficacia na concentracdo de 160 puL/mL sobre S.
aureus, e na concentragcdo de 80 uL/mL sobre a bactéria E. coli. Os 6leos essenciais
dessa planta possuem potencial para serem utilizados em racdes para aves, como
uma forma alternativa ao uso de antibiéticos convencionais (SOUZA et al., 2015).

Tavares (2015) desenvolveu peptideos com base no transcriptoma de Lippia
rotundifolia. Dentre os peptideos desenvolvidos, o peptideo Lrot3 mostrou efeito
antimicrobiano contra as bactérias E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 11229, K.
pneumoniae ATCC 13866, P. aeriginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213, S.
aureus ATCC 33591 e S. epidermidis ATCC 12228. Esse chegou a inibir mais do
gue 50% do crescimento das estirpes testadas E.coli 1229 e Klebsiella pneumoniae
13866.

Segundo a literatura, a planta Lippia rotundifolia parece ser uma alternativa
promissora ao uso dos antimicrobianos tradicionais ou mesmo para ser utilizada em
conjunto a esses. Todavia, a literatura acerca do efeito bacteriostatico dessa ainda é

escassa.

2.4.1 Lrot3

O peptideo Lrot3 € um peptideo sintético, prevalentemente catiénico, e de
pequeno tamanho (variando entre 15 e 35 A), como pode se observar na Figura 4. E
proveniente da planta Lippia rotundifolia, uma planta do cerrado brasileiro conhecida
por possuir propriedades medicinais, e dentre essas, propriedade antimicrobiana
(SOUZA et al., 2015).

Sua sequéncia foi determinada por Tavares (2015). Trata-se de um AMP com
apenas 10 residuos de aminoacidos (MRIGLRFVLM) e massa molecular de 1335.63
daltons. Sua estrutura primaria € similar ao do AMP Temporin ALj com acao
antimicrobiana conhecida contra as bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-
negativas (TAVARES, 2015; WANG et al., 2010).
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Lrot3

Estrutura a-hélice Estrutura estendida Estrutura o+ estendida
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

~15 A ~35 A ~26 A

Figura 4 — Modelagem do peptideo antimicrobiano Lrot3 mostrando o perfil eletrostatico do mesmo.
Azul: representam regides catidnicas, Vermelho: representam regides anidnicas. PEP-FOLD Peptide
Structure Prediction Server.

Segundo a modelagem do AMP Lrot3, esse peptideo provavelmente possui
uma estrutura secundaria estendida ou cruz (TAVARES, 2015). Como os peptideos
estendidos geralmente apresentam estruturas ricas em arginina, triptofano, cisteina
ou prolina, acredita-se que ele provavelmente ndo possua uma estrutura definida em
solugao aquosa e estrutura a-hélice quando diluido em DMSO, similarmente ao que
acontece a outros peptideos lineares, como € o caso da histidin 5 (CRUZ et al.,
2014).

De acordo com Cruz e colaboradores (2014), pequenos AMPs estendidos
ricos em arginina geralmente apresentam atividade antimicrobiana contra as
bactérias patogénicas E.coli e S. aureus, e afinidade pelas membranas aniénicas
desses microrganismos. Em sua maioria, esses AMPs interagem com os lipideos da
membrana, penetram na célula e se acumulam no citoplasma bacteriano. Dentro da
célula, podem possuir mecanismos de acdo que inibem a recombinacédo de DNA da
célula bacteriana. Todavia, alguns peptideos estendidos, como a Indolicina, agem
rompendo a membrana, devido a interacdo dos seus grupos de triptofano com os

lipideos da mesma.
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2.5 Nanobiotecnologia

A nanociéncia € o estudo, controle e reestruturacdo da matéria em escala
manométrica (10° m), com o intuito de criar novos materiais, com novas
propriedades e fun¢des para aplicacdes nas mais diversas areas (SANCHEZ et al.,
2010). E uma ciéncia multidisciplinar que compreende areas como a fisica, a
biologia e a quimica. A nanotecnologia, por sua vez, compreende o design,
caracterizacdo, producdo e aplicacdo dessas nanoestruturas em dispositivos e
sistemas nanométricos (DISNER; CESTARI, 2016). Destaca-se o uso desta em
aplicacbes meédicas, permitindo tratamentos mais sofisticados, como: diagndstico
precoce através de nanodispositivos, uso de biomateriais para implantes médicos ou
préteses para reparar disformidades, entrega controlada de farmacos, entre outros
(HUBER et al., 2015; KANG et al., 2015; CHEN; THOUAS, 2015; MIRAKABADI et
al., 2015).

A entrega controlada de farmacos traz visiveis vantagens frente as formas
tradicionais de administracdo dos medicamentos, uma vez que permite um
tratamento alvo especifico, com uso de menores concentracfes, resultando na
minimizacéo dos efeitos colaterais (MIRAKABADI et al., 2015). A nanoestruturacao
pode superar barreiras relacionadas a degradacao e mesmo solubilidade do farmaco
tornando o sistema de liberacdo controlada de AMPs promissor (MORALES, 2007).

As nanoparticulas (NPs) possibilitam o armazenamento de substancias
hidrofilicas e lipofilicas, prote¢cdo do farmaco, aumento do tempo de residéncia da
droga no intestino, aumento da absorcdo, maior especificidade do tratamento, além
de garantir a estabilidade do peptideo durante a sua passagem pelo trato
gastrointestinal, sendo desta forma o tratamento mais seguro e benéfico para o
paciente (REIS et al., 2006). Além disso, € um processo simples que requer
modestos equipamentos, sendo de baixo custo (SCHUBERT et al., 2010).

As NPs podem se apresentar de distintas formas, como em nanoesferas e
nanocapsulas. As nanoesferas, se distinguem das nanocapsulas por se tratarem de
uma mistura homogénea do farmaco com o biomaterial utilizado formando uma
matriz. As nanocapsulas séo reservatorios geralmente com nudcleo oleoso ou
aquoso, envoltos pelo biomaterial utilizado para reter farmacos hidrofébicos
(MORALES, 2007) (Figura 4).
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Figura 5. Diferengas estruturais entre nanocpsulas e nanoesferas. A esquerda: Nanocapsula com o
farmaco dissolvido em nucleo oleoso. A direita: Nanoesfera com o farmaco disperso por toda a matriz
(MORALES, 2007).

Além disso, as NPs podem ser sintetizadas a partir de diferentes biomateriais.
Os biomateriais sdo materiais que tem como destino sistemas biologicos, sendo
utilizados para o monitoramento, tratamento ou substituicdo de algum 6rgdo ou
tecido (NAIR; LAURENCI, 2007). Logo, esses sdo empregados em diversas areas,
como na bionanotecnologia, engenharia de tecidos, terapia genética, entre outras
(DUCHEYNE et al., 2015). Os biomateriais utilizados na nanoestruturagdo podem
ser metélicos, ceramicos ou poliméricos (DUCHEYNE et al., 2015). Alguns estudos
apontam que nanoestruturas a base de carbono, metais e ceramicos podem ser
toxicas em certas concentracfes e dependendo do tempo de exposicao a elas.

Segundo Sayes e colaboradores (2005) o nano-fulereno C60, uma das formas
mais estaveis do carbono, é citotoxico para fibroblastos dérmicos humanos, células
de carcinoma de figado humano (HepG2) e astrocitos humanos neuronais em doses
maiores ou iguais a 50 ppb. Apo6s 48 horas de exposi¢do ao C60 ocorre a oxidagao
das membranas das células previamente citadas. Nesse estudo viu-se que essa
reacao quimica ocorre apos a producao de radicais livres, devido a exposicao das
células ao C60 (SAYES et al., 2005).

Os nanorods de ouro (Au), NPs em formato de bastdo, sdo utilizados como
nanosensores e em aplicacdes fotoeletroquimicas. Apesar do Au aprensentar baixa

citotoxicidade, sua superficie precisa ser modificada para atender os fins
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necessarios. O brometo de hexadeciltrimetiiaménio (CTAB), é um estabilizante
utilizado na producgéo de nanorods, o qual evita a agregagcao das NPs e apresenta
alta toxicidade as células (TAKAHASHI et al. 2006). Logo para a utilizacdo de
nanorods de Au e manutencdo da viabilidade celular sdo necesséarias algumas
adaptacdes como a retirada por centrifugacdo do excesso de CTAB né&o ligado ou
extracdo deste com cloroférmio ou fosfatidilcolina-cloroférmio (TAKAHASHI et al.,
2006).

Tay e colaboradores (2014) demonstraram que NPs de hidroxiapatita (HA) e
de dioxido de titanio (TiO2) induzem ao estresse oxidativo ao se acumularem na
membrana das células epiteliais da mucosa oral (TR-146) e no citosol. Além disso,
ambas NPs induzem a uma resposta inflamatéria nas células TR-146, com o
aumento da producao da interleucina 6 (IL-6) e do fator de necrose tumoral-a (TNF-
a). As NPs de TiO2 ainda sdo capazes de induzir & apoptose precoce quando
comparadas ao grupo controle (TAY et al., 2014).

Os polimeros, por sua vez, sdo macromoléculas naturais ou sintéticas, em
sua maioria biodegradaveis conhecidas por ndo serem toxicas e empregadas
constantemente na liberagdo controlada de farmacos (DUCHEYNE et al., 2015;
NGUYEN et al., 2015). Os polimeros naturais ttm como vantagens a bioatividade,
capacidade de apresentar seus ligantes a receptores celulares e de serem
degradados naturalmente por enzimas proteoliticas, sendo dessa maneira
eliminados do organismo humano apo6s determinado tempo (DUCHEYNE et al.,
2015). Os polimeros sintéticos, por outro lado, sdo menos reativos, tem
propriedades mais previsiveis e sdo mais uniformes, ou seja, apresentam menor
variacdo entre os lotes produzidos (NAIR; LAURENCI, 2007). Outra vantagem de se
trabalhar com NPs poliméricas, € que para sintese dessas ndo é necessario a
utilizacdo de solventes organicos, o0 que contribui para uma melhor
biocompatibilidade das NPs. Dentre os nanoestruturados poliméricos biodegradaveis
destacam-se os polissacarideos de origem ndo humana, como a quitosana e o
alginato, os quais sdo comumente empregados para o delivery de farmacos
(DUCHEYNE et al., 2015).
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2.5.1 Alginato como sistema de liberagéo controlada

O alginato de sodio é um polissacarideo, extraido da matriz intercelular de
algas marrons, que também pode ser sintetizado por microrganismos, como as
bactérias do género Azotobacter e Pseudomonas (RHEIN-KNUDSEN et al., 2015). E
um polimero amplamente utilizado em diversas areas, como: alimenticia, téxtil,
meédica, farmacéutica, dentre outras. Suas funcdes séo variadas, sendo utilizado
como espessante e estabilizante de emulsbes, agente de encapsulacdo e
gelificacdo, e na formacado de filmes e de fibras sintéticas (MULLER et al., 2011).
Trata-se de um material biodegradavel, biocompativel, e logo, ndo téxico para o
organismo (LEONG et al., 2015).

O alginato é um polimero linear polianico constituido de &acidos
a-L-gulurénicos e B-D-manurdnicos. Quando em contato com cétions divalentes, e
também com polimeros catibnicos como a quitosana, origina NPs pelo processo de
Gelificacdo lonotrépica (DUCHEYNE et al.,, 2015). Na presenca de cations
divalentes ocorre a reticulacdo do polimero, ou seja, as cadeias lineares se ligam por
ligacdo covalente produzindo polimeros tridimensionais. O cloreto de calcio (CaCl2) é
0 composto quimico mais utilizado no processo, pois trata-se de uma fonte de
céations (Caz+), além de ser altamente solivel em agua, possibilitando a formacao
instantanea de NPs quando em contato com o polimero (LEONG et al., 2015). As
NPs de alginato apresentam carga superficial negativa, sendo ideal para o
carreamento de proteinas e peptideos carregados positivamente.

O estudo de Li e colaboradores (2008) reportou, pioneiramente, a
possibilidade de aprisionar um farmaco hidrofébico em NPs de Alginato-Quitosana.
A Nifedipina, uma droga hidrofébica utilizada no tratamento de hipertensos,
apresenta baixa biodisponibilidade, metabolismo pré-sistémico (reducdo da
concentracdo da droga antes de atingir a circulacdo sistémica) e rapida degradacao
na presenca de luz (LI et al, 2008). Devido a essas caracteristicas a
nanoestruturacdo do farmaco € fundamental para uma liberacdo controlada da
substancia. Estudos com o complexo Alginato-Quitosana, obtidos por meio da
Gelificacdo lonotropica, se mostraram eficazes nesse sentido, limitando a liberagéo
da droga (LI et al., 2008).

O alginato de sodio também pode ser utilizado para a producéo de sistemas

polieletroliticos. Nesse tipo de sistema, eletrolitos de carga opostas sdo colocados
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em suspensdo aquosa e espontaneamente formam complexos, 0s quais s&o
comumente empregados na liberacdo controlada de farmacos. Complexos de
nanoparticulas de alginato e gelatina cationizada mostraram-se eficazes no delivery
de curcumina as células de cancer de mama humano (MCF-7). Nesse estudo, a
atividade anticancerigena do sistema foi observada, resultando na morte celular de
aproximadamente 90% das células MCF-7 quando na concentracdo de 50 pg/mL
(SAKIRA; JAMES, 2016).

O alginato € um polimero amplamente utilizado para a entrega controlada de
agentes terapéuticos, como peptideos e proteinas. A nanoencapsulacdo de
peptideos com acdo anticancerigena tem se mostrado promissora, ampliando a
poténcia dos mesmos. Moradhaseli e colaboradores (2013), relataram o aumento do
efeito citotoxico do peptideo ICD-85 quando nanoencapsulado sobre a proliferacéo
da linhagem de células HEp-2 (células tumorais derivadas de carcinoma de laringe
humana) (MORADHASELI et al., 2013). Estudos prévios in vitro mostram que o
peptideo ICD-85 também possui efeito sobre as linhagens celulares cancerigenas
MDA-MB231 e HL-60, induzindo a apoptose das mesmas (MIRAKABADI et al.,
2008; MIRAKABADI et al., 2012). Além disso, experimentos in vivo, mostram o efeito
supressor do peptideo em tumores de mama em camundongos (KOOHI et al.,
2009). Dessa forma, sugere-se que a nanoestruturacdo do peptideo ICD-85 possa
ser benéfica para o tratamento de diversos tipos de cancer.

Outra vantagem da utilizacdo do polimero, é que farmacos carreados por NPs
de alginato tendem a apresentar maior biodisponibilidade. A Isoniazida, Rifampicina
e Pirazinamida, drogas utilizadas no tratamento da tuberculose, podem ser
encontradas na circulacdo sanguinea respectivamente 14, 10 e 14 dias apés a
nebulizacdo dos farmacos nanoencapsulados, enquanto que na forma livre essas
substancias séo eliminadas entre 12 e 24 horas ap6s a administracdo (ZAHOOR et
al., 2005). Além disso, observou-se que trés doses de NPs carreadas com o0s
farmacos citados anteriormente possuem a mesma eficacia que 45 doses

administradas por via oral dos mesmos (ZAHOOR et al., 2005).
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2.5.2 Testes de biocompatibilidade

A biocompatibilidade € um dos principais fatores que se deve analisar ao
utilizar biomateriais. Os testes de biocompatibilidade, in vitro e in vivo, sdo aplicados
para se obter informacdes a respeito da interacdo do material com células e/ou
organismos vivos e dos possiveis efeitos citotoxicos da sua utilizacdo. Testes in vitro
constituem a primeira fase da analise de biocompatibilidade, diminuindo assim a
utilizacao de cobaias nos experimentos (NOZAKI et al., 2012).

Como citado anteriormente, o alginato é um polimero conhecido por sua
biocompatibilidade, todavia é imprescindivel o desenvolvimento de novos estudos
acerca da sua citotoxicidade quando produzido em escala nanométrica, visto que
nessa escala os materiais tornam-se mais reativos devido a grande area superficial
das particulas (POWERS et al., 2006).

Mudancas na morfologia, carga, tamanho, estabilidade, dentre outros fatores,
também podem influenciar nas caracteristicas das NPs (FRATODDI et al., 2014).
Dados da literatura demonstram que as NPs esféricas de ouro sdo mais toxicas do
que as NPs com forma de estrela. A forma estrelar possui uma maior &rea
superficial, a qual possibilita transportar uma maior quantidade de moléculas do
farmaco utilizado, o que permite utilizar uma menor dosagem e conseguentemente
reduz a toxicidade. Por sua vez, comparadas aos nanorods, as nanoesferas
mostram-se menos citotoxicas (FRATODDI et al., 2014).

Uma caracteristica frequentemente analisada nos ensaios de citotoxicidade é
a viabilidade das células ap6s essas serem expostas a um determinado tratamento.
A viabilidade celular pode ser estipulada através do acompanhamento das reacdes
guimicas, como por exemplo, do metabolismo celular (RISS et al., 2016). O ensaio
de MTT (tetrazolio de azul de tiazolilo) € uma das técnicas mais utilizadas para
determinar a viabilidade celular (LU et al., 2012). O MTT é um sal, solivel em agua,
gue consegue ser endocitado e metabolizado por mitocéndrias e enzimas citoliticas
dentro das células (RISS et al., 2016). Ao ser metabolizado, o MTT é reduzido a
cristais de formazan, os quais possuem coloracdo azulada. Existe uma correlacéo
entre a quantidade de cristais formados e a viabilidade celular (RISS et al., 2016).
Por meio da leitura ética da amostra reduzida consegue-se estimar a quantidade de
células vivas presentes (LU et al., 2012). Assim, a técnica mostra-se importante para

se constatar a biocompatibilidade das NPs com diferentes tipos celulares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

- Sintetizar e avaliar a atividade antimicrobiana de nanoesferas de alginato contendo
0s AMPs Lrot3.

3.2 Especificos:

- Sintetizar nanoparticulas de alginato contendo o AMP Lrot3.

- Caracterizar as NPs quanto ao tamanho, potencial Zeta e estabilidade.

- Avaliar a acgao antimicrobiana de NPs de alginato contendo AMPs sobre as
espécies Escherichia coli e Staphylococcus epidermidis.

- Analisar os efeitos da exposicao de células HEK293 (Human Embryonic Kidney
293 - Células de rim embrionario humano) cultivadas in vitro as NPs de alginato de

calcio contento o AMP Lrot3 por meio do teste de MTT.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

O experimento foi constituido de seis grupos:

Controle positivo: solu¢gBes do antibiético cloranfenicol (Fisher Bioreagents)
foram utilizadas nas concentracdes de 1280 pg/mL, 128 pg/mL e 64 pg/mL.
Controle negativo: meio de cultura MSB.

Controle negativo relativo: suspensdo contendo DMSO 0,5% (Sigma) e
Tween 20 0,5% (Sigma).

Peptideos livres: foram utilizados em 6 distintas concentracdes (128 pg/mL,
64 ug/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL e 4 pg/mL).

Peptideos nanoestruturados: foram utilizados em 6 distintas concentragées:
128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL e 4 pg/mL

Nanoesferas de alginato brancas (sem incorporacdo dos peptideos). Alginato
de sodio: 30 mg/ml. CaClz: 10 mg/ml.

4.2 Obtencao dos peptideos antimicrobianos

O peptideo Lrot3 foi obtido apds sintese pela empresa Shanghai Hanhong

Chemical Co, LTD., Republica Popular da China, e processado conforme descrito

por Tavares (2015) pelo método de sintese em fase solida por meio da estratégia F-

moc (HIRATA et al., 1994). O peptideo foi purificado por cromatografia liquida de

alta eficiéncia em fase reversa, liofilizado, e entdo armazenado em um tubo de

microcentrifuga para posterior envio para o Laboratério de Genética e Biotecnologia

da Universidade Federal de Juiz de Fora. O peptideo foi solubilizado em uma

suspensao de DMSO 0,5% e Tween 20 0,5% (Sigma) e armazenado a - 20°C até o

momento de sua utilizacéo.
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4.3 Sintese das nanoparticulas de alginato

Para a formacdo de nanoesferas de alginato, utilizou-se a técnica de
Gelatinizacdo lonotropica descrita por Sarei e colaboradores (2013) com
adaptacdes. O processo consistiu na solubilizacdo do alginato de sédio (0,3%) em
agua Milli-Q sob intensa agitacdo magnética por 2 horas em temperatura ambiente
(Agitador magnético com aquecimento, Astral Cientifica). Na sequéncia realizou-se o
gotejamento de uma suspensédo de CaClz (0,1 %, Sigma) sob o alginato de sddio, a
uma taxa de 1000 pL/minuto, sob agitacdo magnética de 1300 rpm a temperatura
ambiente. Apos o fim do gotejamento a suspensdo permaneceu em agitacdo por 45
minutos.

Realizou-se a sintese das NPs de alginato incorporadas com o AMP Lrot3 de
maneira similar. Apés a solubilizacdo do alginato adicionou-se uma suspensao
aquosa desse peptideo, na concentracdo de 256 pg/mL, previamente ao
gotejamento do CaClz. As solu¢des permaneceram sob agitagdo magnética por 10
minutos e em seguida a suspensdo de CaCl: foi adicionada de modo similar ao
processo de producdo das nanoparticulas de alginato brancas. A proporcao de
alginato de sodio e CaClz (Sigma) seguiu a proporcdo de 3:1 em ambas as sinteses.

Inicialmente, utilizou-se o efeito Tyndall como um indicativo da formacéo de
uma suspensdo de NPs (PANG et al., 2012). O efeito Tyndall é um fenémeno de
dispersédo de luz plasménica por NPs em suspensao coiloidal, o qual pode ser
visualizado a partir da incidéncia de um laser vermelho sobre essa. As NPs, quando
presentes, interagem dispersando os raios luminosos, sendo possivel a visualizacao
do trajeto da luz. Dessa forma, as suspensdes de alginato foram armazenadas em
frascos transparentes de vidro e expostas a um feixe de laser vermelho, com

comprimento de onda de cerca 650 nm para a visualiza¢cdo do fenébmeno.

4.4 Caracterizacdo do tamanho e carga de superficie

A técnica de andlise de tamanho de particulas por difracdo de laser foi

utilizada para se obter o tamanho das NPs (LS™ 13 320 SW, Beckman Coulter, Inc,

California, EUA). A andlise de tamanho das NPs foi realizada no Nucleo de
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Laboratorio Microestrutural e Microanalise do Departamento de Quimica da UFJF. O
Potencial Zeta (PZ) foi avaliado a partir de aliquotas das suspensdes aquosas das
NPs de alginato de calcio utilizando a técnica de microeletroforese Doppler
(Zetasizer Nano ZN; Malvern Instruments Ltd, Malvern, Worcestershire, UK). A
andlise do potencial Zeta das NPs foi realizada no Laboratorio de Nanotecnologia do
CiPharma da UFOP. Ambas as técnicas foram realizadas em NPs brancas (sem o

peptideo Lrot3).

4.5 Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas

Apods a sintese de NPs de alginato brancas pelo método de Gelificacédo
lonotrépica como previamente descrito, a estabilidade das NPs foi avaliada atraves
da analise macroscopica com o objetivo de averiguar caracteristicas fisico-quimicas;
a homogeneidade das formulacdes confeccionadas e identificar possivel
instabilidade visivel. Além disso, avaliou-se o pH final da suspenséo, visto que
grandes alteracdes podem ocasionar na degradacdo do polimero, e influenciar na
conformacao molecular das cadeias.

As NPs tiveram seu pH medido (Ultra Basic pH meter, Denver Instrument)
logo apos a sintese, considerada o marco 0. Posteriormente, a suspensao total (100
mL) foi dividida igualmente em 3 tubos de 50mL e cada qual foi submetido a uma
diferente condicdo de temperatura (25°C; 4°C; -20°C, respectivamente) durante 5
dias. Verificou-se o pH das solu¢gbes a cada 24 horas nos 4 dias seguintes para

avaliar se houve variacdo em funcéo da temperatura e tempo.

4.6 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos peptideos livres e nanoestruturados foi
avaliada por meio da concentragdo minima inibitéria (MIC). Os microrganismos, E.
Coli ATCC 25922 e S. epidermis ATCC 12228 foram obtidos do Laboratorio de
Microbiologia, no Instituto de Biologia da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Primeiramente realizou-se o repique das bactérias obtidas em placa de agar

para se obter colénias isoladas. As placas de Petri foram devidamente lacradas,
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identificadas e colocadas em uma estufa incubadora (Fanem Ltda) a 37° C por 16
horas. Apés a incubagéo, adicionou-se cinco coldnias isoladas de E. coli a 10 mL de
meio MSB liquido em um tubo de 50 mL. O mesmo processo foi realizado para as
colénias de Staphyloccocus epidermidis. Ambos tubos de 50 mL foram agitados no
shaker a 350 rpm (Forma Orbital Shaker, Thermo) e 37° C até que o0s
microrganismos atingissem a densidade optica (OD) ideal, entre 0.08 e 0.1, que
correspondem a aproximadamente 1 x 10® unidades formadoras de col6nias
segundo a padronizacao por espectrometria realizada pela CLSI (2015). Realizou-se
a primeira leitura por espectrofotometria (Biomate 3, Thermo Espectro) apds 40
minutos de agitagdo, e posteriormente a cada 20 minutos. Ao atingir a OD
necessaria retirou-se 5 pl de inéculo de cada frasco que entédo foram ressuspendidos
em 5 mL de meio MSB liquido em tubos de 15 mL separadamente (CLSI, 2015).

Para a avaliacdo da MIC, utilizou-se duas placas de 96-pocos, uma para
cada bactéria, onde os tratamentos foram adicionados em triplicata. Previamente
adicionou-se 50 pl de inéculo (1 x 10* unidades formadoras de col6nias) em cada
poco e posteriormente 50 pl do respectivo tratamento (peptideos livres,
nanoparticulas brancas ou nanoparticulas com o AMP Lrot3) nas concentracdes
citadas anteriormente. Os tratamentos foram diluidos em agua Mili-Q autoclavada,
por meio de diluicdo seriada. Reservou-se trés pocos em cada placa, nos quais
foram adicionados 100 pl do meio MSB, para serem utilizados como branco. Todos
pocos apresentavam um total de 100 ul (50 ul de in6culo + 50 pl do tratamento). As
placas foram identificadas e incubadas a 37° C por 24 horas. A absorbancia foi
determinada sob o comprimento de onda de 625 nm por espectrometria (Varioskan
Flash - Thermo®).

4.7 Avaliacao in vitro de citotoxicidade

4.7.1 Cultura de células in vitro

As ceélulas HEK 293 foram obtidas a partir de linhagens mantidas no

laboratério de Genética e Biotecnologia, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da

Universidade Federal de Juiz de Fora. Estas foram descongeladas e cultivadas (5,4x

108 células/mL) em meio DMEM (Meio Eagle Modificado por Dulbecco, Sigma)
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suplementado com 1% de antibiéticos, 1% de aminoacidos néo essenciais, 1% de L-
glutamina e 10% de soro fetal bovino (SFB) em placas de 96 pogos. O cultivo foi
realizado em estufa incubadora (Estufa modelo RCO3000TVBB, REVCO
Technologies, Asheville, USA) a 37° C, 5% de CO2 em ar atmosférico e 95% de
umidade.

As células HEK293 (70% de confluéncia) foram tripsinizadas por cerca de 3
minutos para se desprenderem do fundo da garrafa. Em seguida, a tripsina foi
inativada com DMEM acrescido de 10% SFB, e a suspensdo centrifugada
(Spectrafuge, Labnet Internacional Inc.) em um tubo de 50 mL a 1500 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL de meio
DMEM suplementado. Determinou-se o numero celular a partir da camara de
Neubauer, cerca de 5,4x10° células. Do volume total ressuspendido diluiu-se um
volume de 0.8 pL (aproximadamente 2x102 células) em 200 pL de DMEM. Em duas
placas de cultura de células de 96-pocos, adicionou-se 200 uL de DMEM e 1 yL das

células diluidas por poco, que foram incubadas por 24 horas.

4.7.2 Exposicéo as NPs

As células HEK293 foram expostas as NPs ap0s a retirada de 150 puL de meio
DMEM de cada poco, e adicdo de 50 puL dos respectivos tratamentos, peptideos
livres, NPs livres e peptideos nanoestruturados, nas concentracdes de 128, 64, 32,
16, 8 e 4 ug/mL. As células HEK293 foram mantidas em contato com as NPs por 24
horas em estufa incubadora (REVCO) a 37° C, 5% de CO2em ar atmosférico e 95%
de umidade. Os testes de citotoxicidade in vitro foram baseados na norma ISO
10993-5 (2009) com algumas modificacoes.

4.7.3 Viabilidade celular pela técnicade MTT

Apoés a exposicdo de células HEK293 as NPs de alginato por 24 horas,
analisou-se a viabilidade celular pelo ensaio de MTT (Tetrazélio de azul de tiazolilo,
Sigma). Em cada poco da placa de 96-well adicionou-se 180 uL de DMEM e 20 pL
de MTT (5 pg/mL), apos a retirada prévia dos tratamentos. Durante 4 horas as
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placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO:2 envoltas em papel aluminio,
para que o MTT fosse reduzido pela atividade metabdlica das células formando
cristais de formazan, os quais ddo uma cor azulada as amostras.

ApOs esse processo, retirou-se o conteudo dos pocos e adicionou-se 200 pL
de Isopropanol-acido (3,3 mL HCl a 37% em 1L de isopropanol) para que houvesse
a solubilizacdo dos cristais de formazan durante o periodo de 1 hora. Por ultimo,
transferiu-se o conteldo dos pocos para duas novas placas, para se realizar a
guantificacdo por espectrometria do MTT metabolizado. Novas placas foram
utilizadas para que possiveis células aderidas ao fundo dos po¢os ndo pudessem
interferir na leitura. A leitura foi realizada a 570nm, 650nm e 690nm num
espectrofotdometro (Varioskan Flash, Thermo®), utilizando como branco 3 pocos com

200 pL de isopropanol-acido.

4.8 Analises estatisticas

A normalidade dos dados obtidos neste trabalho foi confirmada através do
teste de Shapiro-Wilk. No que se refere aos dados gerados pelo ensaio
antimicrobiano, as comparacfes estatisticas foram realizadas por Analise
Unidirecional da Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para a
comparacdo de médias. Para os dados gerados pelo ensaio de MTT, as
comparacdes estatisticas foram realizadas por ANOVA, seguido pelo post hoc de
Dunnett, uma vez que desejava-se comparar a meédia dos tratamentos com a média
do grupo controle. Os valores de “p” menores ou igual a 0,01 e 0,05 foram
considerados significativos. Todos os testes foram realizados no proGrama IBM

SPSS Statistics 23.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizagdo das nanoparticulas

5.1.1 Efeito Tyndall, Tamanho e Potencial Zeta (PZ2)

Segundo Pang e colaboradores (2012), o efeito Tyndall € um fenbmeno de
dispersdo de luz plasménica por NPs em suspensao coiloidal. Este pode ser
visualizado a partir da incidéncia de um laser com luz vermelha (650 nm) sobre a
suspensao. As NPs possuem um tamanho da ordem do comprimento de luz visivel.
Com isso interagem dispersando os raios luminosos, sendo possivel a visualizacao
do trajeto da luz. Na Figura 6, ap0s a sintese das NPs de alginato, pode-se observar
0 espalhamento da luz incidente (efeito Tyndall), o qual serve como um indicativo da
formacgéo das NPs.

Figura 6. Efeito Tyndall em suspenséao coloidal de nanoparticulas de alginato.

Apés a sintese das NPs, a técnica de andlise de tamanho de particulas por
difracéo laser foi utilizada para se obter o tamanho dessas. A média do tamanho das
NPs de alginato sintetizadas foi de 85 nm + 22 nm (Figura 7), com particulas
variando aproximadamente entre 25 a 150 nm. O tamanho obtido é ideal para o
carreamento do AMP Lrot3, o qual possui pequeno tamanho, aproximadamente 1,2
kDa, possibilitando o aprisionamento e interacdo eletrostatica com o mesmo. De
acordo com Sarei e colaboradores (2013), o uso de concentracdes de alginato de
sédio (CeH7OsNa) superiores a 0,3% levam a formacdo de estruturas

macroscopicas, e o uso de concentracdes de CaClz superiores a 0,1% induzem a
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agregados de gel microscopicos. Portanto, utilizou-se a propor¢édo de 1:3 (CaClz :
CsH7OsNa) para evitar a formacao de tais estruturas, e se obter NPs de pequeno
tamanho, com aproximadamente 100 nm (SAREI et al., 2013).

Ao entrar em contato com as bactérias espera-se que as NPs de menor
tamanho possam atravessar a parede celular e membrana plasmatica, liberando o
peptideo na parte interior do microrganismo, ou que 0S nanocarreadores se
aglomerem na superficie das bactérias ou proximo a elas, liberando os AMPs
(MORENO; GIRALT, 2015).

Figura 7. Representacao do tamanho e didmetro das nanoparticulas sintetizadas pelo método de
Gelificacao lonotrofica.

Baseado na mobilidade eletroforética das NPs em suspensdo aquosa obteve-
se um PZ médio de - 46,7 mV com um desvio de pico de 9.42 mV no pH de sintese,
sugerindo uma boa estabilidade coloidal. J& esta bem estabelecido que os PZs
maiores que 30 mV (em mobdulo) do material particulado, geralmente séao
considerados estaveis por repulsdo eletrostatica (JIANG et al.,, 2009) e uma baixa
condutibilidade de 0.763 mS/cm (Figura 8).
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Potencial Zeta
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Figura 8. Estabilidade coloidal de nanoparticulas de alginato calcio por potencial Zeta.

5.2 Analise do pH

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas observadas, as NPs em suspensao
coloidal apresentaram aspecto liquido e homogéneo, sem precipitacdo e
instabilidade aparente.

A estabilidade da suspensdo também foi verificada pela mensuracédo do pH
das amostras submetidas a diferentes condi¢cdes de temperatura em funcdo do
tempo (24, 48, 72 e 96 horas). Foi observada pouca variagcdo do pH principalmente
na suspensdo armazenada a temperatura ambiente (25°C), com minima de 6.7 e
maxima de 7. Ap6s 96 horas os 3 tubos apresentaram valores de pH similares
(Figura 9), variando entre 0,2 e 0,3 em relacdo do marco 0. A ndo acidificacdo da
suspensao indica que nao houve degradacao do polimero durante esse periodo, 0
gue é importante para a liberacdo controlada do peptideo. Por meio desses dados
verificou-se que as NPs mantiveram sua estabilidade pelo periodo de 96 horas

independente da temperatura a qual foram armazenadas.
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Figura 9. Variagéo do pH da suspenséo coloidal de nanoparticulas de alginato em fun¢éo do
tempo e temperatura.

5.3 Ensaio Antimicrobiano

A atividade antimicrobiana do peptideo Lrot3 livre e nanoestruturado foi
avaliada contra as bactérias S. epidermidis ATCC 12228 e E. coli ATCC 25922, e
comparada a acdo do antibidtico cloranfenicol. Os in6culos de ambas bactérias
foram expostos aos tratamentos citados anteriormente em diferentes concentragdes
por 24 horas. Realizou-se a analise da absorbancia para se obter a minima
concentracdo de PLs e NPs contendo o AMP Lrot3 necessaria para a inibicdo do
crescimento bacteriano, visto que a absorbéncia apresenta relagédo direta com a
concentracao bacteriana.

O antibidtico utilizado como controle, o cloranfenicol, mostrou-se eficaz nas
trés concentracdes utilizadas sobre o inoculo de E. coli (p<0,01) (Figura 10). Para
esta bactéria Gram-negativa, a concentracdo de 64 pg/mL destacou-se por ser
aquela a qual o PL possui atividade antimicrobiana (p<0,01), apresentando acéo
similar ao do cloranfenicol, respectivamente, nas concentragdes de 128 ug/mL e 64
pg/mL, mas inferior @ maior concentracdo (1280 pg/mL) (Figura 10). As NPs, por
sua vez, mostraram-se eficazes em todas as concentragdes (p<0,01), sem diferenca
significativa entre estas, com excecédo da NP na concentracdo de 32 pug/mL, a qual

se sobressaiu sobre as demais, com p<0,05 quando comparada as NPs nas
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concentracOes de 128, 8 e 4 pg/mL (Figura 10). A concentragdo minima inibitéria de

NPs foi de 4 ug/ML, a qual gerou uma inibicdo de 55% na concentracao bacteriana.
Ao se comparar o efeito dos PLs ao das NPs, evidenciou-se que as NPs nas

concentracfes de 64, 32 e 16 pug/mL apresentaram um efeito superior a todas as

concentracOes de PLs.
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Figura 10. Absorbéncia média da bactéria Gram-negativa Escherichia Coli exposta ao peptideo Lrot3
livre e nanoestruturado em diferentes concentracdes por 24 horas a 37°C. *Inoc: Inoculo, Clor:
Cloranfenicol, PL: Peptideo livre, NPB: Nanoparticula branca (sem peptideo), NP: Nanoparticula
contendo o peptideo. Os nimeros indicam as respectivas concentracdes em pg/mL. Cloranfenicol
como controle positivo. In6culo como controle negativo. DMSO como controle negativo relativo. * p <
0,01 quando comparado ao Inéculo no programa IBM SPSS Statistics 23.

Por meio da sua estrutura primaria, Tavares (2015) observou que que o AMP
Lrot3 possuia estrutura similar ao do AMP Temporin ALj, com ac¢do antimicrobiana
conhecida contra as bactérias Gram-positivas Staphyloccocus aureus, Bacillus
pumillus e Bacillus cereus e bactérias Gram-negativas Escherichia coli, Bacillus
dysenteriae, Acinetobacter calcoaceticus e Pseudomonas aeruginosa (TAVARES,
2015; WANG et al., 2010). Todavia, no presente trabalho foi observado uma maior
resisténcia da bactéria Gram-positiva, S. epidermidis 12228, ao PL, nanoestruturado
e mesmo ao antibidtico utilizado em questdo. O cloranfenicol na concentracdo de
1280 pg/mL foi capaz de causar a diminuicdo do numero de bactérias (p<0,05),
todavia 0 mesmo ndo ocorreu nas demais concentracdes, onde observou-se

aumento da absorbancia. Tal resultado, condiz com as informacdes presentes na
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literatura de que bactérias Gram-positivas apresentam baixa sensibilidade a
estreptomicina, cloranfenicol e tetraciclina e alta resisténcia a ruptura fisica
(MOREIRA et al., 2015). O PL ndo mostrou qualquer efeito antimicrobiano sobre a
bactéria Gram-positiva independente da concentracdo, havendo crescimento igual
ou superior ao do controle negativo em todas as concentracdes (Figura 11).
Consequentemente relatou-se o mesmo para as NPs, indicando a existéncia de uma
maior resisténcia desse microrganismo aos AMP Lrot3 livre e nanoestruturado
(Figura 11).
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Figura 11. Absorbéncia média da bactéria Gram-positiva Staphylococcus epidermidis exposta ao
peptideo Lrot3 livre e nanoestruturado em diferentes concentragcdes por 24 horas a 37°C. *Inoc:
Inoculo, Clor: Cloranfenicol, PL: Peptideo livre, NPB: Nanoparticula branca (sem peptideo), NP:
Nanoparticula contendo o peptideo. Os nimeros indicam as respectivas concentracées em pg/mL.
Cloranfenicol como controle positivo. Indculo como controle negativo. DMSO como controle negativo
relativo. * p < 0,01 quando comparado ao Inéculo. ** p < 0,05 quando comparado ao inéculo no
programa IBM SPSS Statistics 23.

Como demonstrado, a bactéria E. coli 25922 mostrou maior sensibilidade as
NPs contendo o AMP Lrot3 do que S. epidermidis 12228. Na bactéria Gram-
negativa, vé-se que ap0s a nanoestruturacdo houve aumento da eficacia dos PLs,
ampliando o efeito antimicrobiano, que antes se restringia a concentracdo de 64
pHg/mL, para as demais concentracdes. O AMP Lrot3 nanoestruturado mostrou maior
efeito antimicrobiano em menores concentracbes, com destaque para a

concentracdo de 32 pg/mL, a qual mostrou efeito similar ao do cloranfenicol na
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concentragcdo de 1280 pg/mL, quase erradicando por completo as células
bacterianas.

Esse resultado se assemelha ao relatado por Marques (2012), no qual o
peptideo Clavanina A mostrou-se mais eficaz na forma nanoestruturada do que livre
contra as bactérias S. aureus e K. pneumoniae (MARQUES, 2012). Tais dados
sugerem, que a nanoestruturacdo pode ampliar o efeito bacteriostatico de AMPs e
diminuir a necessidade de doses maiores, tornando o tratamento mais eficiente.

Tendo em mente a utilizacdo do AMP Lrot3 como principio ativo para a
producdo de um farmaco antimicrobiano, a possibilidade de utilizar uma menor
concentragdo do mesmo seria benéfica para os pacientes, pois diminuiria as
chances de efeitos colaterais. Além disso, poderia tornar o produto mais acessivel a
populacdo, uma vez que, o uso de menores quantidades desse AMP acarretaria em
um menor custo de produc¢do do farmaco, diminuindo o preco final que este chegaria
as farmacias.

Uma hipétese para as diferencas observadas entre as bactérias frente aos
mesmos tratamentos, seria a influéncia da composicao da parede celular na acdo do
PL e nanoestruturado. As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular
espessa composta por varias camadas de peptidoglicanos que conferem rigidez a
esta (KIM et al., 2015), podendo dessa forma, dificultar a passagem das NPs. O
alginato é importante para a manutencao da estabilidade do peptideo. Dessa forma,
caso 0s AMPs fossem liberados e ficassem retidos na parede celular, acabariam se
tornando instaveis e sendo degradados.

Por meio da modelagem realizada por Tavares (2015), viu-se que o AMP
Lrot3 provavelmente apresenta estrutura estendida ou linear (TAVARES, 2015). Os
AMPs estendidos geralmente agem intracelularmente, logo precisam atravessar a
parede celular e a membrana plasmatica para chegar ao seu sitio de acao no
citoplasma das células bacterianas. Dentre os diversos mecanismos desses AMPs,
pode-se citar sua acao sobre proteinas, como as chaperonas, e sobre a forquilha de
replicacéo, prevenindo a recombinacédo e reparo do DNA (NGUYEN et al., 2011).

Além disso, essas bactérias sdo capazes de produzir enzimas que modificam
0s componentes de sua parede celular (ex.: peptidoglicanos), reduzindo a carga
negativa da célula (NAWROCKI et al., 2014) e a afinidade desta pelos AMPs. Outro
mecanismo frequentemente utilizado é o efluxo de particulas toxicas ou com efeito

antimicrobiano para fora da célula (BAND; WEISS, 2015). Conjuntamente, todos



46

esses mecanismos contribuem para a resisténcia bacteriana, e podem ter sido
responsaveis pela baixa sensibilidade de S. epidermidis 12228 aos PLs e NPs

utilizados no presente experimento.

5.4 Avaliacédo da Viabilidade Celular ap6s incubacdo com as NPs de alginato

As células HEK293 foram incubadas com distintas concentracbes de AMP
Lrot3 livres e nanoestruturados por 24 horas. As concentragOes utilizadas para
ambos os tratamentos foram de 128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug/mL. O meio MSB foi
utilizado como controle negativo, o cloranfenicol como controle positivo, e o0 DMSO
como controle negativo relativo. Apos a leitura da densidade 6tica, estipulou-se que
a média dos valores de absorbancia encontrados no controle positivo correspondia a
100% de células viaveis. A partir dai, calculou-se a viabilidade celular dos demais
tratamentos em percentual comparando-se ao controle positivo.

Como pode-se observar na Figura 12, apos a exposicao das células HEK293
ao controle positivo cloranfenicol, houve uma grande diminuicdo da viabilidade
celular. A quantidade de células viaveis foi menor que 50% em todas as
concentracfes do antibidtico quando comparadas ao controle negativo. Nas
concentracGes de 1280 pug/mL e 64 pug/mL, essa diferenca mostrou-se significativa
(p<0,05). Observou-se fato semelhante no AMP Lrot3 livre de maior concentracao
(128 pg/mL), no qual a porcentagem de células viaveis foi de 42,2 %, e também no
de menor concentracdo, com 39% de células viaveis. De acordo com o ensaio de
MTT, o AMP Lrot3 nas concentracdes de 64, 32, 16 e 8 pg/mL obtiveram um melhor
desempenho, com uma viabilidade celular superior a 50% (61,5; 96,8; 74,8 e 72,8%,
respectivamente). A concentracdo de 32 pg/mL revelou-se a opcdo menos toxica
para as células, com a porcentagem de células viaveis similar ao do controle.

As células HEK293 expostas ao AMP Lrot3 nanoestruturado mostraram um
melhor resultado quando comparadas as células expostas a esse AMP livre. Em
todas as concentracdes de NPs contendo o peptideo, a viabilidade celular foi
superior a 50%. As NPs nas concentragbes de 128, 32, 16 e 8 pg/mL mostraram
uma maior percentagem de células viaveis, superior a 80% (100; 88; 84,9 e 83%,
respectivamente). Dessa maneira, a nanoestruturacao do AMP Lrot3 parece ser

benéfica, limitando a possivel interferéncia que o AMP possa ter sobre as células
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HEK293, e assim diminuindo a percentagem de células mortas ap0s exposi¢cdo ao
tratamento. Tal resultado sugere que as NPs de alginato ndo sdo citotoxicas nas
concentracOes testadas, e que poderiam ser utilizadas na liberacdo controlada de

farmacos.
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Figura 12. Avaliagdo da viabilidade das células HEK293 ap6s 24 horas de exposi¢cao ao antibidtico
cloranfenicol, AMP LRot 3 livres e nanoestruturado por meio do ensaio de MTT. *Clor: Cloranfenicol,
AMPs: Peptideos Antimicrobianos. Cloranfenicol como controle positivo. Meio MSB como controle
negativo. *p < 0,05 quando comparado ao controle negativo no programa IBM SPSS Statistics 23.
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Os polimeros sédo conhecidos por geralmente serem biodegradaveis e néo -
toxicos segundo dados reportados na literatura provenientes de experimentos
realizados in vitro e in vivo. Zahoor e colaboradores (2005), por exemplo, relataram
gue NPs de alginato carreando drogas com acdo antitubercular ndo causam
hepatotoxicidade em porquinhos da india. Sabe-se que as drogas administradas
durante o tratamento da tuberculose podem causar efeitos adversos, como danos
nos hepatocitos. Esse efeito foi prevenido apds a nanoestruracao dos farmacos para
a entrega controlada dos mesmos (ZAHOOR et al., 2005).

Estudos realizados com outros polimeros também mostram resultados
similares. Prata (2011) observou in vitro, por meio do ensaio de MTT, que NPs de
PLGA ndo causam citotoxicidade em células HEK humanas independente da
concentragdo em que se encontram, mas que essas células apresentam certa
sensibilidade as NPs, visto que a viabilidade celular diminui nas concentragbes de
5mg/mL e 1 mg/mL.

Para averiguar se 0 mesmo acontecia ap0s a degradacdo das NPs, Prata
(2011) fez um teste de degradacdo acelerada, no qual as NPs foram submetidas a
mecanismos de hidrélise e oxidacdo forcada. Osteoclastos obtidos da calvaria de
ratos Wistar foram incubados com NPs degradadas e avaliados pelo ensaio de MTT.
Relatou-se que NPs brancas e contendo BSA degradas ndo diminuem a viabilidade
celular, sugerindo que estas ndo sdo citotdxicas na concentracdo testada (0,1
mg/mL) (PRATA, 2011).

Dessa forma, observa-se que a auséncia de citotoxicidade encontrada no
presente trabalho alinha-se com os resultados dos estudos citados anteriormente, e
com os dados presentes na literatura, acerca da néo toxicidade do alginato e dos
polimeros em geral. Com isso, € possivel que se dé continuidade aos estudos
utilizando NPs de alginato para o carreamento de peptideos, visando um tratamento

eficaz contra bactérias patogénicas.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho analisou-se se a nanoestruturacdo do AMP Lrot3
favoreceria o efeito antimicrobiano destes contra as bactérias Escherichia coli ATCC
25922 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Os resultados sugerem que a
bactéria E. coli 25922 é sensivel as NPs de alginato contendo o AMP Lrot3 e que
esse peptideo exerce um efeito bacteriostatico maior quando nanoestruturado. NPs
na concentragdo de 32 pg/mL s&o suficientes para inibir o crescimento dessa
bactéria Gram-negativa em quase 90%. O mesmo resultado ndo foi observado
contra a bactéria S. epidermidis 12228, que se mostrou resistente a ambos
tratamentos.

Por meio do ensaio de MTT constatou-se que as NPs de alginato contendo o
peptideo ndo séo citotdxicas nas condicdes testadas. Tal resultado incentiva estudos
futuros com novas espécies de bactérias, e também estudos in vivo. Além disso,
novos ensaios devem ser feitos para averiguar o modo de acdo do AMP Lrot3,

elucidando se esse age na membrana celular bacteriana ou intracelularmente.
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7 PERSPECTIVAS

A acado antimicrobiana do peptideo Lrot3 nanoestruturado, assim como a
auséncia de citotoxicidade encontrada nesse trabalho, nas condi¢cdes propostas,
permite a continuacdo dos estudos para a producao de um possivel farmaco. Devem
ser realizados novos ensaios focados no modo de acao do AMP Lrot3 e na interacéo
do peptideo com a nanoestrutura que o carreia, assim como na sua interacdo com
bactérias patogénicas.

Peptideos nanoestruturados com acdo antimicrobiana sdo uma inovacao na
area farmacoldgica. Na literatura existem poucos trabalhos utilizando a espécie
Lippia rotundifolia, sendo que esses em sua maioria utilizam extratos e Oleos
esséncias, e ndo peptideos provenientes da planta.

Essa Verbenacea parece ser promissora para o desenvolvimento de novos
farmacos que sejam uma alternativa ao uso dos antibioticos tradicionais, aos quais

as bactérias adquirem rapidamente resisténcia.
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