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RESUMO

InfeccBes bacterianas constituem uma ameaca a saude humana e um sério problema
para os sistemas de saude, devido a uma crescente incidéncia de infec¢des causadas
por bactérias multirresistentes. Entre importantes bactérias causadoras de infeccbes
estdo as Staphylococcus aureus, espécie de maior interesse meédico, sendo a
causadora mais comum de infec¢cbes nosocomiais e também comunitarias;
Staphylococcus epidermidis, isolado mais frequente encontrada em epitélios
humanos, sendo a principal responsavel por infec¢des relacionadas a dispositivos
médicos; e a Escherichia coli, dentre as bactérias gram-negativas é a causadora mais
comum de infeccbes nosocomiais e adquiridas na comunidade. Peptideos
antimicrobianos (AMPs) sdo um grupo diverso e abundante de compostos produzidos
por organismos multicelulares, tanto animais quanto vegetais, e sdo componentes
principais da imunidade inata contra infec¢cdes e podem ser alternativas no tratamento
de doencas infecciosas. Neste contexto, a associacéo entre AMPSs e a hanotecnologia
pode ser utilizada como estratégia no combate a infecgcdes bacterianas. Entre os
nanomateriais existentes estdo as nanoparticulas poliméricas, que séao
biodegradaveis e biocompativeis. Esses nanomateriais podem participar de
formulacdes contendo antibidticos usuais ou novas moléculas bioativas, como 0s
AMPs, e podem ser alternativas promissoras para o tratamento de infeccbes
bacterianas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano do
peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado frente a bactérias gram-positivas e gram-
negativas, bem como os efeitos citotéxicos em cultura in vitro de células HEK293.
Foram sintetizadas nanoparticulas de quitosana livre e estruturadas com o peptideo
Lrot3.6 pelo método de gelificacdo ibnica. As nanoparticulas sintetizadas foram
caracterizadas quanto ao tamanho, indice de polidispersdo, potencial Zeta e foi
determinada a eficiéncia de encapsulacdo do peptideo. Apdés a sintese, foram
realizados ensaios antimicrobianos por microdiluicdo em placa de 96 pocos, utilizando
cloranfenicol, o peptideo livre e nanoencapsulado, e a nanoparticula livre nas
concentracdes de 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL, bem como ensaio para analise da acdo
bactericida ou bacteriostatica dos tratamentos e avaliacdo da citotoxicidade dos
tratamentos por MTT. As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste de Tukey
(p<0,05). Os indices de polidispersao foram 0,356 (nanoparticula livre) e 0,398
(peptideo nanoencapsulado). Os potenciais Zeta foram 36,5 + 2,1 mV (nanoparticula
livre) e 35,7 £ 2,2 mV (peptideo nanoencapsulado). O peptideo nanoencapsulado
apresentou uma eficiéncia de encapsulacdo de 93,55%. Em relacdo aos ensaios
antimicrobianos, o peptideo livre apresentou MIC de 8 ug/mL para todas as bactérias
testadas. A nanoparticula livre também apresentou efeito antimicrobiano, com MIC de
64 pg/mL para todas as bactérias. A nanoencapsulacdo do peptideo favoreceu
principalmente a inibicdo do crescimento de E. coli, bactéria em que o tratamento mais
se destacou por possivel efeito sinérgico entre a quitosana e o peptideo Lrot3.6. No
geral, observou-se também a liberacdo prolongada do peptideo em até 48 horas. Além
disso, 0 nanossistema na menor concentragdo, 8 pg/mL, nao foi citotoxico em até 48
horas.

Palavras chave: Infec¢cdes. AMPs. Nanotecnhologia. AMPs nanoencapsulados.



ABSTRACT

Bacterial infections are a threat to human health and a serious problem for health
systems due to an increasing incidence of infections caused by multiresistant bacteria.
Among important bacteria that cause infections are Staphylococcus aureus, a species
of major medical interest, being the most common cause of nosocomial and community
infections; Staphylococcus epidermidis, the most frequent isolate found in human
epithelia, being the main responsible for infections related to medical devices; and
Escherichia coli among gram-negative bacteria is the most common cause of
nosocomial and community-acquired infections. Antimicrobial peptides (AMPSs) are a
diverse and abundant group of compounds produced by multicellular organisms, both
animal and plant, and are major components of innate immunity against infections and
may be alternatives in the treatment of infectious diseases. In this context, the
association between AMPs and nanotechnology can be used as a strategy to combat
bacterial infections. Among the existing nanomaterials are polymer nanoparticles,
which are biodegradable and biocompatible. These nanomaterials may participate in
formulations containing usual antibiotics or novel bioactive molecules, such as AMPs,
and may be promising alternatives for the treatment of bacterial infections. The
objective of this work was to evaluate the antimicrobial potential of the peptide Lrot3.6
nanoencapsulated against gram-positive and gram-negative bacteria, as well as the
cytotoxic effects in vitro culture of HEK293 cells. Free chitosan nanoparticles were
synthesized and structured with the Lrot3.6 peptide by the ionic gelation method. The
synthesized nanoparticles were characterized by size, polydispersity index, Zeta
potential and the peptide encapsulation efficiency was determined. After the synthesis,
antimicrobial assays were performed by microdilution in a 96-well plate using
chloramphenicol, the free and nanoencapsulated peptide, and the free nanoparticle at
the concentrations of 8, 16, 32, 64 and 128 ug/mL, as well as assay for analysis of the
bactericidal or bacteriostatic action of the treatments and evaluation of the cytotoxicity
of the treatments by MTT. Statistical analyzes were performed using the Tukey test
(p<0.05). The polydispersity indices were 0.356 (free nanoparticle) and 0.398
(nanoencapsulated peptide). Zeta potentials were 36.5 + 2.1 mV (free nanoparticle)
and 35.7 £ 2.2 mV (nanoencapsulated peptide). The nanoencapsulated peptide
showed an encapsulation efficiency of 93.55%. Regarding the antimicrobial assays,
the free peptide showed MIC of 8 ug/mL for all the bacteria tested. The free
nanoparticle also showed antimicrobial effect, with MIC of 64 pg/mL for all bacteria.
Nanoencapsulation of the peptide mainly favored the inhibition of the growth of E. coli,
a bacterium in which the treatment was most highlighted by a possible synergistic
effect between the chitosan and the peptide Lrot3.6. In general, prolonged release of
the peptide was also observed within 48 hours. In addition, the nanosystem at the
lowest concentration, 8 ug/mL, was not cytotoxic within 48 hours.

Keywords: Infections. AMPs. Nanotechnology. Nanoencapsulated AMPs.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Composicdo da parede celular de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. EP: espaco periplasmatico; MP: membrana plasmatica; P: parede gram-
positiva (peptidioglicano); ME: membrana externa; M: peptidioglicano ou mureina
(GrAM-NEQALIVA)......u ettt e et e e e e et e e e e eea e e e e eeatn e eeeeeannn e eeeeenens 26

Figura 2: Representacdo das quatro classes de AMPs classificados segundo sua
estrutura secundaria. (A) a-hélice (magainina-2, PDB ID: 2MAG); (B) folhas B
(defensinas, PDB ID: 2LXZ); (C) linear (indolicidina, PDB ID: 1QXQ); (D) estrutura
dobrada (microcina, PDB ID: 1S7P) ....cceuuiiiiiiiiaiiie e 33

Figura 3: Representacdes dos modelos de interacdo de AMPs com a membrana
plasmatica. (A) Membrane thinning; (B) Barrel-stave; (C) Poro toroidal; (D) Aggregate;
(E) Carpete. ME: membrana externa; MI: membrana interna; MC: membrana

(o] 00] o] F= 1] 1 4 F= L1 (o PP PPPPPPPUPPRPRPRPPR 35

Figura 4: Representacdo esquematica de nanoparticulas poliméricas, nanocapsulas e
nanoesferas. a) Farmaco dissolvido no nucleo oleoso da nanocapsula; b) Farmaco
adsorvido a parede polimérica da nanocapsula; ¢) Farmaco retido a matriz polimérica

em nanoesferas; d) Farmaco adsorvido a matriz polimérica da nanoesfera............. 39

Figura 5: Estrutura quimica das unidades repetitivas de quitosana. A esquerda tem-se

a unidade N-acetil-D-glicosamina, e a direita tem-se a D-glicosamina...................... 40
Figura 6: Interacao eletrostatica (cross-linking) entre quitosana e TPP.................... 41

Figura 7: Distribuicdo do raio hidrodindmico (nm) das nanoparticulas de quitosana

I TS e 56

Figura 8: Distribuicdo do raio hidrodinamico (nm) da nanoparticula estruturada com o
QLT 01T =T o I 0] 1 X G 56

Figura 9: Curva de crescimento padrao das bactérias E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 29213 e S. epidermidis ATCC 12228 .......cccceeeiiiiieeeeieiiieee e e 58



Figura 10: Controles negativos dos ensaios antimicrobianos de S. aureus ATCC
FA N R TSR P PP PPPP PP 59

Figura 11: Controles negativos dos ensaios antimicrobianos de S. epidermidis ATCC
I TSRS 59

Figura 12: Controles negativos dos ensaios antimicrobianos de E. coli ATCC 25922.

Figura 13: Resultados do MTT realizado em células HEK293, em 24 horas de
exposicdo. Os tratamentos foram comparados ao controle negativo pelo teste de
Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Pep
Nano 8: peptideo nanoencapsulado na concentracdo de 16 pg/mL; NP 8:
nanoparticula livre na concentracdo de 8 pg/mL; NP 16: nanoparticula livre na
concentracdo de 16 pg/mL; PL 8: peptideo livre na concentracdo de 8 pg/mL; PL 16:
peptideo livre na concentracao de 16 pg/mL; C: CONtrole............oevvvvviiiiiieeeeeeeeennnee, 69

Figura 14: Resultados do MTT realizado em células HEK293, em 48 horas de
exposicdo. Os tratamentos foram comparados ao controle negativo pelo teste de
Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Pep
Nano 8: peptideo nanoencapsulado na concentracdo de 8 pg/mL; Pep Nano 16:
peptideo nanoencapsulado na concentracdo de 16 pg/mL; NP 8: nanoparticula livre
na concentracdo de 8 pug/mL; NP 16: nanoparticula livre na concentracéo de 16 pug/mL;
PL 8: peptideo livre na concentracdo de 8 pg/mL; PL 16: peptideo livre na

concentracao de 16 pg/mML; C: CONIOIE.......ccuvuii i e e 69

Figura 15: Viabilidade celular relativa as 24 h. Pep Nano 8: peptideo nanoencapsulado
na concentracdo de 8 pg/mL; Pep Nano 16: peptideo nanoencapsulado na
concentracdo de 16 pg/mL; NP 8: nanoparticula livre na concentracédo de 8 ug/mL; NP
16: nanoparticula livre na concentracdo de 16 pg/mL; PL 8: peptideo livre na
concentracdo de 8 pug/mL; PL 16: peptideo livre na concentracdo de 16 ug/mL; C:

(0] 011 (0] (ST TRRORTRTR 70

Figura 16: Viabilidade celular relativa as 48 h. Pep Nano 8: peptideo nanoencapsulado
na concentracdo de 8 pg/mL; Pep Nano 16: peptideo nanoencapsulado na

concentracéo de 16 pg/mL; NP 8: nanoparticula livre na concentracéao de 8 pug/mL; NP



16: nanoparticula livre na concentracdo de 16 pg/mL; PL 8: peptideo livre na
concentracdo de 8 pg/mL; PL 16: peptideo livre na concentracdo de 16 pg/mL; C:

(o0 ] 011 (0] [T 70



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Principais mecanismos de acao de antibioticos...........cccceeevviviiiiecviinnnnnn. 22
Tabela 2: Principais mecanismos de acao de antibiéticos (continuacao) ................. 23
Tabela 3: Mecanismos de agcado de AMPs disruptivos de membrana........................ 34

Tabela 4: Principais caracteristicas das nanoparticulas de quitosana livres e
nanoestruturadas com o peptideo Lrot3.6 sintetizadas neste trabalho: raio
hidrodinamico médio, indice de polidispersdo médio, potencial Zeta médio e eficiéncia

0 ENCAPSUIAGAD ......ceeeeeieieiei ettt e e ettt e e e e e e e e e e e e e enaaaaans 55

Tabela 5: Valores médios de absorbancia (O.D. 625 nm) obtidos nos ensaios
antimicrobianos de S. epidermidis ATCC 12228 em 24 he 48 h.....oovveevviiiiiiiiennnnns 61

Tabela 6: Valores médios de absorbancia (O.D. 625 nm) obtidos nos ensaios
antimicrobianos de S. aureus ATCC 29213 em 24 h e 48 N...uvceeeeiiieieiiiiiiiiiiiiiins 62

Tabela 7: Valores médios de absorbancia (O.D. 625 nm) obtidos nos ensaios
antimicrobianos de E. coli ATCC 25922 em 24 h e 48 h ..., 63

Tabela 8: Acdo bactericida ou bacteriostatica dos tratamentos em 24 h e 48 h em S.
epidermidis ATCC 12228 .......oouui e e e e e e e e e et e e e e aeanens 65

Tabela 9: Acéo bactericida ou bacteriostatica dos tratamentos em 24 h e 48 h em S.
AUNEUS ATCEC 20213 ...ttt e et e e et e e e e eaanns 66

Tabela 10: Acdo bactericida ou bacteriostatica dos tratamentos em 24 h e 48 h em E.
COIEATCC 25922ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e naaas 67

Tabela 11: Concentracdo minima bactericida (MBC) relacionada ao cloranfenicol,
peptideo Lrot3.6 livre e peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado para as estirpes: S.
epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 29213 e E. coli 25922 ...........ccccvvvvvnnnnn 68



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

B Beta

pMg/mL Micrograma por mililitro

uL Microlitros

pHm Micrémetro

UM Micromolar

30S Subunidade menor do ribossomo bacteriano
50S Subunidade maior do ribossomo bacteriano
5M Cinco molar

AMP Peptideo antimicrobiano

AMPs Peptideos antimicrobianos

ATCC American Type Culture Collection

CAPs Peptideos antimicrobianos catibnicos

CHs Grupamento metil

CLsI Clinical & Laboratory Standards Institute
cm Centimetros

DAEC E. coli difusamente aderente

DLS Espectroscopia de espalhamento de luz dinamico

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

EAEC E. coli enteroagregativa

EHEC E. coli enterohemorragica

EIEC E. coli enteroinvasivas

EPEC E. coli enteropatogénica

ETEC E. coli enterotoxigénica

g Forca gravitacional

h Hora

IDSA Infectious Diseases Society of America
IRAS Infeccbes Relacionadas A Assisténcia A Salde
LB Luria-Bertani

LPS Lipopolissacarideo



LTA

MBC
mg/mL
MIC
min
mL
mm
MRSA
MTT
mV
NaCl
nm
NNI

°C
OD
OMS
PBP2a
PDI
P&D
pH
PLA
PLGA
RNA
R-NHs*
RP-HPLC
rpm
SFB
TPP
UFC
UTI
UTls
UTls

viv

Acido lipoteicoico

Metros

Concentracdo minima bactericida
Miligramas por mililitro
Concentracdo minima inibitéria
Minutos

Mililitros

Milimetro
Staphylococcus aureus resistente a meticilina
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2il]-2,5-difeniltetrazolio
Milivolts

Cloreto de sodio

Nanometros

National Nanotechnology Initiative
Celsius

Densidade 6ptica

Organiza¢do Mundial da Saude
Proteina de ligagéo a penicilina
indice de polidispersao
Pesquisa e desenvolvimento
Potencial hidrogenidnico

Acido poli DL-latico
Acido poli D-latico coglicélico
Acido ribonucleico

Grupamento amino

Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
Rotacgdes por minuto

Soro fetal bovino

Tripolifosfato de sodio

Unidades formadoras de colonia
Infeccao do trato urinario
Infec¢des do trato urinario
Unidades de Terapia Intensiva

Volume por volume



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e ettt et e e e st esreesaens 18
2 REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt a e e 20
2.1 INFECCOES BACTERIANAS ..ottt 20
2.2 ANTIBIOTICOS: PRINCIPAIS MECANISMOS DE ACAO .......ccovoiieireieeeen 22
2.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS ............... 23
2.4 BACTERIAS GRAM-POSITIVAS E GRAM-NEGATIVAS .......cooovieeeeieeeeeeene, 25
2.5 StaPNYIOCOCCUS QUIBUS ....coevviiiieeeeiiie e e e et e e e et e e e e et s e e e e e et e e e e e e esan s e e eaeennns 26
2.6 Staphylococcus epidermidiS..........ooooiiiiiiiiiiiiii e 28
2.7 ESCREIICNIA COli vuuniviniiii et e e e 30
2.8 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPS)......ccviiieieeeeeeeeeeee e eeeeeeeenn, 31
2.9 PEPTIDEQ LIO3.6......cveveieeieteeeeeeeete et eteeee ettt ene s te e atesteeteeteeaeeaseaeneneanens 36
2.10 NANOTECNOLOGIA ...ttt e, 36
2.10.1 NANOFARMACOS: NANOSSISTEMAS PARA ENTREGA CONTROLADA
DE FARMACOS E MOLECULAS BIOATIVAS .....oovieceeecece e 38
2.10.2 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA .....c.oovieieee oo 39
2.11 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS NANOENCAPSULADOS ..........ccccvevneene. 41
I 01N ] =5 11V S TSRS 44
3.1 OBIETIVO GERAL ...ttt ettt ettt et eneannans 44
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ... ..ot ittt 44
AMETODOLOGIA. ..ottt ettt ettt ettt e e 45
4.1 SINTESE E SOLUBILIZACAO DO PEPTIDEO LIOt3.6 ......cveveeveiereiecieeieeeeee, 45
4.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANA LIVRES.........cccceevevenae 45
4.3 SINTESE DE NANOESFERAS DE QUITOSANA ESTRUTURADAS COM O
e e () =@ I (o ¢ T TR 46
4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS ......coeveieeeece e 47
4.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO ......coooviiiiieeceeeeeeeeeee et A7
4.6 MICRORGANISMOS.......oooieieieeeee et ettt ate et steete st ete s aannans 48
4.7 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO PADRAO ........c.coooieiieeeeeeeeens 48
4.8 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS ..ottt eeeeie ettt anans 49
4.8.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS .....oovitiiie e et 50
4.9 ANALISE DO CRESCIMENTO BACTERIANO .....cooviiiiieee e 51

4.10 ENSAIO PARA ANALISE DA ACAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICA51



4.11 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE 1N VItIO ....coeeeeeeeiiiieeeeiiiie e 51

4.11.1 CULTURA DE CELULAS HEK293 iN VItr0 ......cvoviieveceecveeieceeeeeeeieene, 52
4.11.2 EXPOSICAO DAS CELULAS AOS TRATAMENTOS .......coceeeveeveieenee, 52
4.11.3 VIABILIDADE CELULAR POR MTT ..ciiiiiiiiiiiiieei e 53
4.12 ANALISE DOS RESULTADOS .......coiuiiiiiiecteeieeieieiee ettt 53
SRESULTADOS ... .ttt e e e e e et e e e e e e rnnneeeeenees 55

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA LIVRES E
NANOESTRUTURADAS COM O PEPTIDEO Lrot3.6 E DETERMINACAO DA
EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO PEPTIDEO Lrot3.6 NAS NANOESFERAS DE

(@ 10 11 I 257 N A PP 55
5.2 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS ... e e 57
5.2.1 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 .......cccoiiiiiiiiiieieeiiiiiee e eeeeees 60
5.2.2 Staphylococcus aureus ATCC 29213 ......cooiiiiiii e e e 61
5.2.3 Escherichia coli ATCC 25922 ... 63
5.3 ANALISE DA ACAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICA ......coveeveeveeeeee. 64
5.3.1 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ........ccoovviiiiieeeeiiiie e eeeanans 64
5.3.2 Staphylococcus aureus ATCC 29213 .....coooiiiiiieieeeiiie e eeeeeees 65
5.3.3 Escherichia coli ATCC 25922 .......coooiiiiiieieeei ettt e e 66
534 CONCENTRAC}AO MINIMA BACTERICIDA ..., 67
5.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE N VItFO c..vuuiiiiie et 68
B DISCUSSOES.......oiiiiiiietesiet ettt ettt sttt ettt se ettt se st b seens 72
T CONCLUSOES ...ttt ettt ettt 79
8 PER S PE CT IV AS . e e e e e e e e e e e 80
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooiiiieeece ettt 81
APENDICES .....coiitiiiitiieie sttt sttt sttt bbbt st se bt ene b 92

APENDICE A — Gréficos representando as andlises estatisticas relacionadas ao
tamanho e potencial Zeta das nanoparticulas de quitosana livre e estruturadas com o
oL o1 AT L=To I 0] 1 X G T PP 92
APENDICE B — Gréficos representando as analises estatisticas relacionadas aos
ensaios antimicrobianos de S. epidermidis ATCC 12228, nas concentragdes de 8, 16,
32,64 €128 ug/mL, €M 24 N € 48 Nueerrrieiieeee s 93



APENDICE C - Gréaficos representando as analises estatisticas relacionadas aos
ensaios antimicrobianos de S. aureus ATCC 29213, nas concentracdes de 8, 16, 32,
64 € 128 Ug/ML, €M 24 N @ 48 N. ..o 95
APENDICE D — Graficos representando as andlises estatisticas relacionadas aos
ensaios antimicrobianos de E. coli ATCC 25922, nas concentracdes de 8, 16, 32, 64
€128 UG/ML, €M 24 N @ 4B N. ceeeee e 97
APENDICE E — Gréficos representando as analises estatisticas relacionadas aos
ensaios para avaliacdo bactericida/bacteriostatica de S. epidermidis ATCC 12228, nas
concentracdes de 8, 16, 32,64 e 128 pg/mL,em24 he 48 h. ...coeiviiriiiiiiininennnn. 99
APENDICE F — Gréficos representando as analises estatisticas relacionadas aos
ensaios para avaliacdo bactericida/bacteriostatica de S. aureus ATCC 29213, nas
concentragdes de 8, 16, 32, 64 e 128 pg/mL,em 24 he 48 h......cccoeeiieiiiiiiiininnnnnn. 102
APENDICE G — Gréficos representando as andlises estatisticas relacionadas aos
ensaios para avaliacdo bactericida/bacteriostatica de E. coli 25922, nas
concentracdes de 8, 16, 32,64 e 128 ug/mL,em24he 48 h.....ccccccevevvviiiiinieennnnns 105



18

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de farmacos e vacinas que previnem e curam infec¢des
bacterianas foi uma das maiores contribuicdes do século XX a longevidade e
gualidade de vida humanas (KASPER e FAUCI, 2015). A descoberta, comercializacéo
e administracdo de compostos antimicrobianos para tratar infeccdes de rotina
revolucionaram a medicina moderna (MUNITA e ARIAS, 2016).

Entretanto, o uso indiscriminado, principalmente de antibioticos, selecionou
patdgenos bacterianos resistentes, comprometendo os resultados bem-sucedidos de
pacientes criticamente doentes e dificultando a administracdo e utilizacdo desses
medicamentos (FRERE e RIGALI, 2016; MUNITA e ARIAS, 2016).

Especialmente em cepas multirresistentes, como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella spp. e Streptococcus
pneumoniae (WHO, 2017), que apresentam um alto grau de resisténcia e poucos
antibiéticos apresentam uma eficacia limitada, resultando no surgimento de infeccbes
guase intrataveis (MUNITA e ARIAS, 2016). Diante desse cenério, torna-se
necessaria a busca por novas alternativas para o tratamento de infeccées bacterianas,
na tentativa de amenizar esse complexo quadro de resisténcia (FRERE e RIGALI,
2016).

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo pequenas moléculas, com 15 a 50
aminoacidos, que podem ser uma solucéo promissora para o problema de resisténcia
bacteriana. Podem ser encontrados em diversos seres vivos, desde bactérias a seres
humanos, e fazem parte do sistema imune inato (SILVA e MACHADO, 2012).
Possuem amplo espectro de acdo e atuam por mecanismos de agao diferentes dos
antibioticos tradicionais, que atuam principalmente em alvos celulares bacterianos,
como enzimas e ribossomos (KANG et al., 2014). Os AMPs atuam, basicamente,
desestruturando e formando poros na membrana bacteriana, de forma diferente dos
antibioticos convencionais, permitindo niveis menores de resisténcia induzida
(BAHAR e REN, 2013).

A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar, que manipula materiais a
bilionésima parte do metro. Atua em diversas areas do conhecimento, entre elas a
medicina e a area farmacéutica (FAROKHZAD e LANGER, 2009). Entre os

nanomateriais, estdo as nanoparticulas poliméricas, que sdo polimeros
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biodegradaveis e biocompativeis. Esses nanomateriais podem participar de
formulacdes utilizadas no tratamento de infeccbes bacterianas, os antibioticos
nanoestruturados, que podem ser nanomateriais que apresentem atividade
antimicrobiana, como as nanoparticulas de quitosana, ou entdo formulacbes com
antibiéticos usuais ou moléculas bioativas nanoencapsuladas. Essas formulagfes
inovadoras permitem protecédo, entrega dos farmacos nas células alvo, bem como
uma administracdo controlada e prolongada desses medicamentos (YADAV et al.,
2011; EDSON e KWON, 2016; SANDRESCHI et al., 2016).

J4 existem estudos que demonstram a incorporacdo de peptideos
antimicrobianos (AMPs) em nanoparticulas, como alternativa na busca de novas
formulacdes para controle e tratamento de doencas infecciosas (WATER et al., 2015;
PIRAS et al., 2015b; GARCIA-ORUE et al., 2016; CRUZ et al., 2017). A
nanotecnologia é capaz de superar algumas limitacbes dos AMPs, como fraca
estabilidade, inativacdo em alguns fluidos biolégicos e curta vida util no sistema
circulatério. Além de poder até mesmo potencializar os efeitos antimicrobianos de
muitos AMPs, diminuindo por muitas vezes a concentracdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano, ou agindo em sinergismo com essas moléculas (BRANDELLI,
2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antimicrobiano e citotéxico
do peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado, com nanoparticulas poliméricas, frente a
bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como seus possiveis efeitos

citotéxicos para células humanas (HEK293) cultivadas in vitro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCOES BACTERIANAS

Infec¢des bacterianas constituem uma ameaca a salde humana e um sério
problema para os sistemas de saude, devido a uma crescente incidéncia de infeccdes
nosocomiais e a disseminacao de infec¢des causadas por bactérias multirresistentes
(WATER et al., 2015).

A implantacdo da antimicrobianoterapia, na década de 1930, parecia ditar
o fim das doencas infecciosas no mundo (SANTOS et al., 2007). A partir da descoberta
da penicilina, por Alexander Fleming em 1928, novos antibioticos foram desenvolvidos
e a incidéncia de infec¢des reduziu-se consideravelmente (FERREIRA et al., 2008).
Desde entéo, os antimicrobianos estdo entre os farmacos mais prescritos no mundo,
e se utilizados de forma adequada podem salvar vidas (KASPER e FAUCI, 2015).

Apesar dos beneficios obtidos com o emprego de medicamentos
antibacterianos, o uso indiscriminado de antibidticos, tanto para fins terapéuticos
guanto na pecuaria como promotor de crescimento em animais, favoreceu a presséo
seletiva de espécies bacterianas resistentes, levando ao aumento do nimero de
infeccdes hospitalares causadas por esses microrganismos (MADIGAN et al., 2010).

No entanto, de forma alarmante, bactérias resistentes nao se restringiram
apenas ao ambiente hospitalar, disseminando-se também na comunidade e
acometendo individuos jovens e sadios, sem fatores de risco pré-determinados.
Nesse contexto, o foco exclusivo em infec¢cdes nosocomiais foi ampliado também para
outros locais, sendo essas infeccdes denominadas infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) (OLIVEIRA et al., 2009).

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude sdo aquelas adquiridas
durante a prestacao dos cuidados de saude. Consistem em eventos adversos ainda
persistentes nos servigos de saude, que levam ao aumento de diversos fatores como,
por exemplo: custos com os pacientes, tempo de internagéo, morbidade e mortalidade
(OLIVEIRA et al., 2009). As principais IRAS séo infec¢Bes do trato respiratorio, trato
urinério, corrente sanguinea e infeccdo do sitio cirargico. S&o trés os desafios

fundamentais para a prevencao e controle de IRAS: (1) resisténcia bacteriana; (2)
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processamento de produtos para a saude e (3) adocdo de boas préticas de controle
de infeccdo por profissionais de saude (ANVISA, 2013).

As IRAS afetam centenas de milhdes de pessoas por ano no mundo. A
cada 100 pacientes hospitalizados, 7 em paises desenvolvidos e 10 em paises em
desenvolvimento irdo adquirir pelo menos uma IRAS (ANVISA, 2016). Segundo
estudos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a maior prevaléncia de IRAS
ocorre em UTIs, em enfermarias cirurgicas e alas de ortopedia (WHO, 2014). Ha um
consenso entre os especialistas de que, para minimizar o acometimento de IRAS,
deve haver a melhoria das préticas sanitarias, bem como a adocédo de medidas de
prevencdo e controle de infec¢cdes nos servigcos de saude (WHO, 2014; ANVISA,
2016).

Infecgbes relacionadas a resisténcia bacteriana a antibidticos, como as
IRAS, sdo consideradas um problema de saude publica. Nos Estados Unidos, pelo
menos 2 milhdes de pessoas sao infectadas por bactérias resistentes a antibioticos,
e, a cada ano, pelo menos 23.000 pessoas morrem devido a essas infeccdes
(YOUSEFI et al., 2017).

A Organizacdo Mundial da Satude denominou a resisténcia aos antibioticos
como uma das trés ameagas mais importantes para a saude publica do século XXI
(MUNITA e ARIAS, 2016). Em 2017, a OMS divulgou uma lista com patégenos
prioritarios para desenvolvimento de novos antibidticos, devido a situagdo critica em
relacdo a resisténcia em que se encontram, agrupando-os em trés categorias de risco:
critico, alto e médio. Entre essas bactérias resistentes estédo as pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella e
Streptococcus pneumoniae (WHO, 2017).

A crise de resisténcia a antibidticos vem se tornando cada vez mais
preocupante, visto que a resisténcia bacteriana limita as opg¢des de tratamento,
possibilitando o uso, por vezes, apenas de antibidticos de Ultima geracdo. Isso pode
prolongar a gravidade ou duracdo da doenca. Dessa forma entdo, as futuras
estratégias em pesquisa e desenvolvimento (P&D) devem se concentrar na
descoberta e no desenvolvimento de novos antimicrobianos, especificamente ativos
contra bactérias multirresistentes (VENTOLA, 2015; WEESE et al., 2015; WHO,
2017).
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2.2 ANTIBIOTICOS: PRINCIPAIS MECANISMOS DE ACAO

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de bactérias. Sao classificados como bactericidas,
guando sao capazes de matar a bactéria, ou bacteriostaticos, quando apenas inibem
seu crescimento. Embora a atividade bacteriostatica seja adequada ao tratamento da
maioria das infeccdes, a atividade bactericida demonstra importancia em casos
especificos, como em casos graves de bacteremia por Staphylococcus aureus
(GUIMARAES et al., 2010; KASPER e FAUCI, 2015).

A maioria dos antibiéticos utilizados para uso clinico sdo classificados
segundo seu mecanismo de acdo. Existem quatro principais modos de acédo: (1)
interferéncia na sintese da parede celular bacteriana, como os  — lactamicos; (2)
inibicdo da sintese proteica, como as tetraciclinas e o cloranfenicol; (3) interferéncia
na sintese dos acidos nucleicos, como a rifampicina e as fluoroquinolonas, e (4)
inibicdo de alguma via metabdlica importante para a bactéria, como as sulfonamidas
(TENOVER, 2006). A tabela a seguir (Tabela 1) resume as principais classes de

antibiéticos e seus mecanismos de acao.

Tabela 1: Principais mecanismos de ac¢éo de antibiéticos

Antibioticos Alvo Mecanismo de acéo
Inibicdo da formacéo de
B-lactamicos ligacdo cruzada entre cadeias

(penicilinas, cefalosporinas,

carbapenens, monobactans)

Macrolideos, lincosamidas,
estreptograminas (dalfopristina
e quinupristina), cloranfenicol,

oxazolidinonas (linezolida)

Aminoglicosideos, tetraciclinas

Enzima transpeptidase

Subunidade 50S ribossdémica

Subunidade 30S ribossdmica

de peptideoglicano, impedindo
a formacéo correta da parede

celular bacteriana.

Inibicdo da sintese proteica

bacteriana.

Inibicdo da sintese proteica

bacteriana.
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Tabela 2: Principais mecanismos de acéo de antibiéticos (continuagao)

Antibiéticos Alvo Mecanismo de acao

Complexacdo com as cadeias

] ’ o ) ’ ) peptidicas ndo ligadas e
Glicopeptideos (vancomicina, Dipeptideo terminal D-Ala-D- ) L
) ) _ ) blogueio da transpeptidacéo,
teicoplanina) Ala do peptideoglicano ) ) .
impedindo a formacéo correta

da parede celular bacteriana.

i o ] Afetam a permeabilidade da
Peptideos néo ribossomais ) o
o o . membrana bacteriana devido a
(bacitracina, gramicidina C, Membrana plasmatica ] L
o perda de compartimentalizacéo
polimixina B)
celular.

. o RNA polimerase dependente . i
Rifampicina Inibicdo da sintese de RNA.
de DNA

_ Topoisomerase Il (DNA girase) Bloqueio da replicacdo e
Fluoroquinolonas _
Topoisomerase IV reparo do DNA.

Bloqueio da formacéo de
) Enzima di-hidropteroato cofatores do &cido fdlico,
Sulfonamidas . i .
sintetase importantes para sintese de

acidos nucleicos.

Fonte: GUIMARES et al., 2010; KOHANSKI et al., 2010.

2.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

A resisténcia bacteriana é uma resposta bioldgica natural de bactérias a
uma pressdo seletiva, como por exemplo: condicGes climaticas, disponibilidade de
alimentos, oxigénio, agua ou a presenca de um medicamento antimicrobiano
(SOARES et al., 2010).

Quando uma nova classe de antibiético é introduzida, é efetiva em um
primeiro momento, mas eventualmente selecionara para a sobrevivéncia de uma
pequena fracdo de populacbes bacterianas que possuem algum mecanismo de
resisténcia. Essa resisténcia bacteriana a antibiéticos pode ser classificada de duas
formas: intrinseca e adquirida (HAWKEY, 1998; BECEIRO et al., 2013).
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A resisténcia intrinseca ocorre quando bactérias sdo naturalmente
resistentes a uma classe de antibidticos, devido as caracteristicas biolégicas do
organismo, como a auséncia da estrutura alvo do antibiotico. Nesses casos, todas as
estirpes sao igualmente resistentes a classe antibacteriana (TENOVER, 2006).

J4 a resisténcia adquirida ocorre quando populagBes bacterianas
inicialmente susceptiveis tornam-se resistentes ao antibiético, e se proliferam por
pressdo seletiva desse antibacteriano. Isso pode acontecer devido a mutacdes em
genes no cromossomo bacteriano ou aquisicdo de novo DNA, por transferéncia
horizontal ou vertical. A transferéncia de genes de resisténcia pode ser via
plasmideos, bacteriéfagos e transposons (HAWKEY, 1998; TENOVER, 2006;
YOUSEFI et al., 2017).

S&o véarios os mecanismos de resisténcia bacteriana a antibiéticos, e
apesar destes mecanismos variarem de patdgeno para patégeno, a resisténcia pode
ser causada por fatores basicos. Entre os principais estdo: (1) a producao de enzimas
capazes de degradar o antibiético antes que ele possa ter efeito, como as
B-lactamases; (2) bombas de efluxo, que eliminam o agente antibacteriano antes que
ele alcance seu destino e exerca seu efeito; (3) alteracdes metabdlicas devido a genes
de resisténcia, que podem produzir paredes celulares bacterianas alteradas, sem o
local de ligacdo do agente antimicrobiano, ou mutacées que limitem o acesso ao
sistema intracelular, por meio da regulagcdo dos genes das porinas; (4) por fim,
mecanismos genéticos que podem levar a resisténcia, incluindo transformacéo,
conjugacao e transducao (TENOVER, 2006; KOHANSKI et al., 2010; BECEIRO et al.,
2013).

As bactérias multirresistentes ocorrem devido a aquisicdo de multiplos
genes de resisténcia nao relacionados, por etapas sequenciais de transferéncia de
genes e selecdo ambiental em locais onde ha uma alta incidéncia do uso de
antibioticos. Entre elas estdo bactérias gram-negativas e gram-positivas. Resisténcia
a multiplos antimicrobianos nédo relacionados ocasionados por mutacdes ocorrem,
principalmente, nos genes que codificam as porinas da membrana externa e proteinas
de efluxo em bactérias gram-negativas (KASPER e FAUCI, 2015).
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2.4 BACTERIAS GRAM-POSITIVAS E GRAM-NEGATIVAS

Os procariotos podem ser divididos em dois grandes grupos, denominados
gram-positivos e gram-negativos. Apesar da divisédo ser originalmente baseada na
técnica de coloracdo de Gram, a diferenca entre esses dois grupos reside,
basicamente, na composicdo de sua parede celular. Gram-positivos possuem,
fundamentalmente, um Unico tipo de molécula na composicdo de sua parede, que &
normalmente mais espessa. Ja 0s gram-negativos possuem uma parede celular mais
complexa, composta por multiplas camadas de diferentes moléculas (MADIGAN et al.,
2010).

A parede celular de gram-positivos € composta principalmente por
peptideoglicano — cerca de 40-80% do peso seco da parede celular —, um polimero
formado por finas laminas de dois derivados glicosidicos, a N-acetilglicosamina e o
acido N-acetiimuramico. Além de peptideoglicano, a parede de gram-positivos
também apresenta outros dois constituintes, o acido teicoico, que contém glicerol
fosfato ou ribitol fosfato, e acido teicurdnico, polimeros semelhantes que diferem por
possuir grupos carboxilas funcionais ao invés de fosfatos. Existem dois tipos de acidos
teicoicos: os acidos teicoicos da parede, que apresentam ligacdo covalente com os
peptideoglicanos; e o acido teicoico da membrana, também chamado de &cido
lipoteicoico (LTA), associados aos lipideos de membrana. Por serem relativamente
carregados, sdo responsaveis, em parte, pela carga negativa da superficie celular
procariota e também constituem os principais antigenos de superficie em gram-
positivos. Em Streptococcus pyogenes, por exemplo, o acido lipoteicoico esta
associado a proteina M, e juntos se projetam através da camada de peptideoglicano
e facilitam a ligacao da bactéria as células animais, permitindo assim sua colonizacao
(JIANG et al., 2004; BROOKS et al., 2014).

Quando comparadas a gram-positivas, a parede celular de bactérias gram-
negativas possui uma maior complexidade (Figura 1). Isso € devido a presenca de
outros trés componentes localizados fora da camada de peptideoglicano: uma
membrana externa, lipoproteinas e lipopolissacarideos. A membrana externa de
gram-negativos € quimicamente distinta de outras membranas biol6gicas, seu folheto
interno € semelhante em composi¢cdo a outras membranas, o que a difere é a
composicdo de seu folheto externo, basicamente lipopolissacarideo (LPS).

Internamente, a membrana possui lipoproteinas que contém pequenas proteinas que
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permitem ancorar a membrana externa ao peptideoglicano. Embora a principal fungao
da membrana externa seja estrutural, também exibe uma importante propriedade as
bactérias: sdo tdxicas aos animais. Alguns dos sintomas desenvolvidos por
colonizagdes gram-negativas patogénicas é devido a sua membrana externa toxica,
especificamente a presenca do lipideo A. O LPS de bactérias n&do-patogénicas
também exibe atividade de endotoxina, o que demonstra gue mesmo organismos nao-
patogénicos apresentem componentes toxicos em sua parede celular (MADIGAN et

al., 2010; BROOKS et al., 2014).

Parede celular gram-negativa

Parede
Parede celular gram-positiva celular
1 -Membrana externa
Peptidoglicano — Peptidoglicano N
Membrana plasmatica Membrana plasmatica
\ T
' Espago
\/2 Parede celular periplasmatico

Figura 1: Composicédo da parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas. EP: espaco
periplasmatico; MP: membrana plasmética; P: parede gram-positiva (peptidioglicano); ME: membrana
externa; M: peptidioglicano ou mureina (gram-negativa). Fonte: BROOKS et al., 2014.

2.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo bactérias gram-positivas da familia
Micrococcaceae. Existem pelo menos 200 estirpes diferentes de S. aureus, e dentro
do género Staphylococcus é a espécie de maior interesse médico, visto que é
responsavel por uma variedade de infec¢cdes sendo a causadora mais comum de
infeccdes nosocomiais e também comunitarias, podendo apresentar grandes indices

de morbidade e mortalidade. Em razao disso, € considerada um importante patégeno
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humano e um problema de saude publica (SANTOS et al., 2007; GELATTI et al., 2009;
DURAI et al., 2010; LAABEI et al., 2015).

Seu principal hospedeiro € 0 homem e pode ser encontrada colonizando o
trato respiratorio, a pele, cavidade oral e o trato gastrointestinal. Entre esses, as
narinas apresentam o maior indice de colonizacdo, cerca de 40% em adultos. As
infecgBes causadas por S. aureus podem ser por bactérias do préprio individuo, de
outros doentes ou portadores sadios, e a transmissdo ocorre por contato direto ou
indireto. Sua disseminacao é vasta, uma vez que essa bactéria é capaz de resistir a
dessecacao e ao frio, persistindo viavel por longos periodos em particulas de poeira
(SANTOS et al., 2007; RATTI e SOUSA, 2009).

Sao varias as patologias relacionadas a S. aureus, como: infecces na pele
e subcutanea, infeccdes pds-cirargicas, pneumonias, intoxicacdo alimentar e
bacteremia. Entre as infec¢des na pele estdo furdnculos e espinhas. Em hospitais,
feridas cirdrgicas representam um foco potencial para o desenvolvimento de
infeccdes. Pode ocorrer também a pneumonia estafilococica, principalmente em
idosos, que esta relacionada a pneumonia viral e ocorre por conta da queda da
imunidade. As bactérias também podem se inserir em cateteres, por colonizarem a
pele, e migrar até a circulagdo sanguinea, levando a quadros graves de bacteremia
gue podem provocar infec¢cdes em sitios distantes como osteomielites, endocardites,
meningites e formacéo de abscessos metastaticos (SANTOS et al., 2007; TONG et
al., 2015).

Ha uma grande variedade de potenciais fatores de viruléncia relacionados
a invasao e patogenicidade de S. aureus. Alguns deles s&o, por exemplo, a presenca
de acido teicoico e proteinas de superficie na parede celular - que promovem adeséo
ao tecido danificado e podem diminuir a funcéo de resposta mediada por células do
sistema imune inato - e a produgdo de enzimas e secre¢do de toxinas, que também
contribuem para a evasédo da bactéria ao sistema imune. Além desses também ha a
producdo de biofilmes, frequentemente encontrados em infec¢cbes relacionadas a
dispositivos médicos permanentes (IWATSUKI et al., 2006; VANDECANDELAERE et
al., 2017).

A espécie é resistente a diversos antimicrobianos, que eram usualmente
utilizados para seu combate. A primeira vez que um antimicrobiano foi utilizado
clinicamente foi contra uma amostra de S. aureus, com a descoberta da penicilina,

introduzida na década de 1940. Em 1942, foram reconhecidos o0s primeiros
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estafilococos resistentes a penicilina. No final da década de 1960, mais de 80% dos
casos de infeccBes por S. aureus, tanto em ambientes hospitalares quanto na
comunidade, eram causadas por bactérias resistentes a penicilina (LOWY, 2003).

A fim de contornar o problema, foi produzido o [B-lactamico sintético
meticilina, resistente as B-lactamases produzidas pela bactéria, contudo logo depois
ja foram identificadas amostras resistentes, denominadas MRSA (Staphylococcus
aureus resistente a meticilina). Essa resisténcia esta relacionada a producdo de uma
nova proteina de ligagdo a penicilina, PBP2a, que ndo demonstra afinidade a este
grupo de B-lactamicos, tornando-as resistentes a esse tipo de antimicrobiano
(GELATTI et al., 2009).

As infec¢des causadas por S. aureus MRSA eram comumente limitadas ao
ambiente hospitalar, entretanto nos Ultimos anos houve um crescente nimero de
relatos de infec¢cdes adquiridas na comunidade (DURAI et al.,, 2010). Isso é
preocupante, visto que essas infec¢des tém demonstrado altos indices de mortalidade
e o tratamento emprega antibidticos de ultima geracdo, fazendo com que essas

infeccdes se tornem progressivamente intrataveis (LOWY, 2003).

2.6 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis sdo bactérias gram-positivas da familia
Micrococcaceae. Existem cerca de 204 estirpes de S. epidermidis, que fazem parte
do grupo de estafilococos coagulase-negativos, que durante anos foram apontados
como organismos nao patogénicos. Entretanto, esse quadro se modificou e os
representantes do grupo passaram a ser considerados os patégenos mais comumente
relatados em isolados de infeccdes da corrente sanguinea de pacientes
hospitalizados. S. aureus e S. epidermidis sdo as principais espécies gram-positivas
causadoras de infeccbes nosocomiais relatadas atualmente (EIFF et al., 2002;
NAMVAR et al., 2014).

S. epidermidis € a espécie mais frequentemente isolada em epitélios
humanos, sendo colonizadores comuns de pele e membranas mucosas. Sao
encontradas predominantemente nas axilas, cabeca e narinas. As infec¢des causadas
pela bactéria iniciam-se por patdgenos presentes na pele do proprio individuo ou

transmissao por profissionais de saude durante a insercao de dispositivos periféricos.
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Sao responsaveis por 50 a 70% de infec¢bes relatadas por utilizagdo de cateteres e
representam o agente causal mais frequente de infeccdes de dispositivos médicos
permanentes, isso devido ao aumento de cateterismo intravascular em pacientes
hospitalizados (O’ GARA e HUMPHREYS, 2001; OTTO, 2009).

Além de ser o principal causador de infec¢des relacionadas a dispositivos
médicos, S. epidermidis também esta relacionada a infec¢do associada a colocagéo
de valvulas cardiacas sintéticas: 40 a 50%; proteses articulares: 20 a 50%; ceratite
ocular e endoftalmite de lentes de contato contaminadas; e a maioria de infec¢des
oriundas de procedimentos neurocirurgicos (O’ GARA e HUMPHREYS, 2001;
NAMVAR et al., 2014).

Nessa espécie, o principal mecanismo de evasao esta relacionado a sua
capacidade de formar biofilmes e dessa forma evitar a ingestao e morte por neutrofilos,
contornando assim a resposta imune inata. Biofiimes sdo aglomeragcdes bacterianas
envoltas por polimeros, principalmente polissacarideos, que permitem que essas
bactérias possam se aderir a diversas superficies. Além disso, garantem protecdo a
diversos tipos de agressdes, como a falta de nutrientes e a acdo de diversos
antibiéticos. Acredita-se também que a liberacdo de exopolimeros em biofilmes
protegem as células bacterianas ao reconhecimento por anticorpos, burlando assim o
papel da resposta imune adquirida e dificultando o sistema imunolégico em combater
essas bactérias (EIFF et al., 2002; OTTO, 2009; VANDECANDELAERE et al., 2017).

A producao de biofilmes permite que essas bactérias colonizem facilmente
diversas superficies, contribuindo para que a espécie seja a principal causadora de
infeccdes relacionadas a utilizacdo de instrumentos cirargicos. Também contribuem
para que a espécie apresente resisténcia a uma série de antibidticos, como meticilina
e antibiéticos glicopeptideos, como vancomicina e teicoplanina, possuindo um padréo
caracteristico multirresistente. Parte disso é devido a dificuldade de penetragédo e
difusdo dos antibiéticos na matriz polissacaridica dos biofilmes. Ha uma grande
limitacdo em relacdo ao tratamento de infec¢Bes causadas por S. epidermidis, pois 0s
poucos antibiéticos que possuem uma eficacia limitada sao a rifampicina, novobiocina
e minociclina. Dessa forma, a bactéria consegue uma tolerancia aos diversos
tratamentos e facilidade de disseminacgdo, por isso é considerada um importante
patdbgeno causador de doengas nosocomiais (RAAD et al, 1998;
VANDECANDELAERE et al., 2017).
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2.7 Escherichia coli

Escherichia coli sdo bactérias gram-negativas da familia
Enterobacteriaceae. Dentre as bactérias gram-negativas, a espécie é a causadora
mais comum de infec¢cdes nosocomiais e adquiridas na comunidade. Cerca de 50%
de infeccdes hospitalares sdo causadas pela bactéria, e 70 a 90% de casos de
infeccbes do trato urinario estdo relacionados a espécie, acometendo individuos
vulneraveis como criancgas, idosos e gestantes, e sendo responsaveis por elevados
indices de morbidade e altos custos financeiros em tratamentos para pacientes tanto
no sistema publico como privados de saude (SALTER et al., 2000; BAUM e MARRE,
2005; KORB et al., 2013).

A maioria de bactérias da espécie sao pertencentes a microbiota intestinal,
sendo consideradas comensais. Contudo, cerca de 10% sao patogénicas, podendo
ocasionar infeccfes intestinais e extra intestinais. Ha seis categorias bem descritas:
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasivas
(EIEC) e E. coli difusamente aderente (DAEC). As estirpes patogénicas, em relacdo
as comensais, possuem uma alta capacidade de colonizacdo, apesar do peristaltismo
intestinal, e se sobressaem quanto a competicdo por nutrientes, o que favorece sua
sobrevivéncia (NATARO e KAPER, 1998; KAPER et al., 2004; SANTOS et al., 2009).

Geralmente sao inécuos e permanecem confinadas ao limen do intestino.
Entretanto, quando o hospedeiro torna-se debilitado ou imunossuprimido, ou ainda
guando as barreiras gastrointestinais sao violadas, até mesmo cepas de E. coli ndo-
patogénicas sao capazes de causar infeccdo. Infeccbes causadas pela espécie
podem estar limitadas as superficies mucosas ou podem estar por todo o corpo
(NATARO e KAPER, 1998).

Sé&o trés as sindromes clinicas gerais resultantes de infec¢fes por E. coli:
doencas diarreicas/entéricas, infec¢cdes do trato urinario (UTI) e sepse. As mais
comuns sao infecc¢des do trato urinario (UTIs), e podem evoluir de ndo complicadas,
como cistites, para casos mais enredados, como uretrites e pielonefrites (KAPER et
al., 2004; KORSB et al., 2013).

Para a adesédo e colonizacdo, por exemplo, a bactéria possui adesinas,
complexos proteicos que formam estruturas denominadas fimbrias, capazes de se

aderir as superficies mucosas e assim permitir a colonizacao e multiplicacdo dessas
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bactérias. Além das fimbrias, outro fator de viruléncia importante para E. coli, e o mais
numeroso, € sua capacidade de secretar toxinas, responsaveis por modificar
estruturas das superficies celulares do hospedeiro ou causar danos celulares
irreversiveis, e proteinas efetoras que atuam em uma variedade de processos
eucarioticos fundamentais, como, por exemplo, o bloqueio da divisdo celular das
células colonizadas, impedindo a regeneracao. Estirpes de E. coli também sédo aptas
a desenvolver biofilmes, o que auxilia a resisténcia a antimicrobianos e mais um
mecanismo de evasdo as defesas do hospedeiro (KAPER et al., 2004; MOREIRA et
al., 2006).

Como outros patdgenos, E. coli também demonstra resisténcia a algumas
classes de antibidticos, como o0s p-lactdmicos, os aminoglicosidicos e as
fluoroquinolonas. Isso € preocupante, visto que a espécie € o principal agente
etiologico de infecgBes sanguineas, sejam comunitarias ou nosocomiais, entre bacilos
gram-negativos e essas infec¢cbes podem acabar se tornando intrataveis e constantes
(SANTOS et al., 2009; IREDELL et al., 2016).

2.8 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPs)

Peptideos antimicrobianos sado um grupo diverso e abundante de
compostos produzidos por organismos multicelulares, tanto animais quanto vegetais,
e sdo componentes principais da imunidade inata contra infecgdes. Apresentam amplo
espectro de acao sobre variados microrganismos, como bactérias gram-positivas e
gram-negativas, fungos, alguns virus e parasitos e até mesmo algumas células
cancerosas. Em geral sdo moléculas pequenas, apresentando de 15 a 50 residuos de
aminoacidos. Nao possuem nenhuma sequéncia consenso definida associada a
atividade bioldgica, no entanto a maioria dos AMPs mantém caracteristicas comuns,
determinadas conforme a presenca de aminodacidos especificos, capazes de afetar a
atividade antimicrobiana e a especificidade desses peptideos (GALLO et al., 2002;
NGUYEN et al., 2011; SILVA e MACHADO, 2012; NARAYANA e CHEN, 2015).

Geralmente, duas caracteristicas sdo0 comuns em peptideos
antimicrobianos: sdo catidnicos e possuem quantidade consideravel de aminoacidos
hidrofobicos em sua composicdo. Cerca de 10% dos peptideos antimicrobianos

identificados até entdo s&o anidnicos, com carga global variando entre -1 a -7. O
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restante, aproximadamente 90%, séo catibnicos, com carga global variando de +2 a
+11. Peptideos anidnicos sdo comumente ricos em glutamato e aspartato. Ja
peptideos catibnicos sao ricos em arginina e lisina. Quanto aos residuos hidrofébicos
encontrados em peptideos sdo, em geral, os aminoacidos alanina, leucina,
fenilalanina, triptofano, isoleucina, tirosina e valina (BROGDEN, 2005; NGUYEN et al.,
2011; KANG et al., 2014).

Como a maioria dos AMPs possuem carga positiva, sao frequentemente
referidos como peptideos antimicrobianos catiénicos (CAPs). Essa caracteristica
basica permite que os CAPs tenham a capacidade de interagir com a membrana
plasméatica dos microrganismos devido a diferenca de cargas, ja que as membranas
possuem sua superficie carregada negativamente. Além disso, sua natureza
anfipatica, com uma porgéo hidrofilica com residuos de aminoécidos polares e a outra
porcdo com residuos de aminodcidos hidrofobicos (apolares), também permite a
interacdo com a membrana plasmatica dos microrganismos, especificamente aos
acidos graxos (BATONI et al., 2011; NGUYEN et al., 2011).

A interacdo com a membrana plasmatica € um dos principais mecanismos
de acdo dos peptideos, em contraste com a maioria dos antibiéticos, que normalmente
direcionam-se a proteinas especificas. Isso € uma vantagem para a utilizacdo dessas
moléculas como uma potencial fonte de produtos farmacéuticos para o tratamento de
infeccdes bacterianas, ja que dificultam o desenvolvimento de resisténcia microbiana
por mutacdo genética (BROGDEN, 2005).

Além de interagirem com a membrana plasméatica, AMPs também possuem
mecanismos de acao intracelulares, como inativacdo de acidos nucleicos, se ligando
a eles e inibindo a replicacdo, transcricdo e traducdo. Podem se ligar também a
proteinas e enzimas citoplasmaticas, alterando as funcbes metabdlicas dos
microrganismos. S&o capazes de inibir a sintese da parede celular e podem possuir
atividade imunomodulatéria, com o recrutamento e ativacdo de células imunes
(BROGDEN, 2005; KANG et al., 2014).

Os peptideos antimicrobianos podem ser classificados quanto a sua
estrutura secundaria e podem apresentar uma grande diversidade estrutural. No
entanto, é possivel agrupa-los em quatro classes distintas principais: peptideos
a-hélice; peptideos folhas 3, com duas ou mais ligagbes dissulfidicas; peptideos

lineares, ricos em triptofano, prolina e histidina; e, menos comuns, os peptideos de



estruturas dobradas, formados por liga¢oes dissulfeto simples (Figura 2) (KANG et al.,
2014).

Figura 2: Representagéo das quatro classes de AMPs classificados segundo sua estrutura secundaria.
(A) a-hélice (magainina-2, PDB ID: 2MAG); (B) folhas B (defensinas, PDB ID: 2LXZ); (C) linear

(indolicidina, PDB ID: 1QXQ); (D) estrutura dobrada (microcina, PDB ID: 1S7P). Fonte: KANG et al.,
2014.
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Entre os peptideos a-hélice tem-se, por exemplo, as magaininas e
temporinas, que adotam uma estrutura de hélice anfipatica quando em contato com a
membrana hidrofébica. Exemplos de folhas B tem-se as defensinas, que possuem
uma estrutura mais rigida devido a presenca das ligacdes dissulfidicas. Em contraste,
peptideos lineares, como a indolicidina, e peptideos de estrutura dobrada, como a
microcina, sao menos rigidos e estruturados. Desses, AMPs de a-hélice sdo os mais
estudados, visto que a maioria catalogada até entdo demonstra adotar uma
conformacao helicoidal (KANG et al., 2014).

A estrutura secundaria dos peptideos é determinante na forma como eles
interferem na estrutura da membrana dos microrganismos, ja que a acao dos AMPs
€, em geral, devido a alteracdes na permeabilidade da membrana plasmatica. Embora
seja um dos principais mecanismos relacionados a maioria dos peptideos, existem
duas classes de CAPs principais: disruptivos de membrana e nao-disruptivos de
membrana. Ambos, em um primeiro momento, interagem com a membrana
plasmética devido a diferenca de cargas entre o peptideo e a superficie externa da
membrana ou parede celular bacteriana (HALE e HANCOCK, 2007).

Para que ocorra a interagdo entre CAPs e membranas bacterianas,
primeiramente ha a atracdo eletrostatica entre o0s peptideos, carregados
positivamente, e superficies exteriores polianidnicas nas células. No caso de gram-
positivas aos acidos teicoicos e lipoteicoicos, e em gram-negativas aos
lipopolissacarideos (LPS). Apds atragdo, ha o inicio da passagem do peptideo através

da parede celular, em gram-positivas, e membrana externa, em gram-negativas. CAPs
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conseguem atravessar a membrana por promoverem uma instabilidade na mesma,
gue permite a translocacédo do peptideo através da bicamada lipidica da membrana
(ou parede celular) (HALE e HANCOCK, 2007; BATONI et al., 2011). Essa passagem
comumente forma poros na membrana de diversas formas (Figura 3). Bahar e Ren
(2013) resumiram os modelos de interacao e mecanismos de acao de CAPs, como se

observa na Tabela 3.

Tabela 3: Mecanismos de acédo de AMPs disruptivos de membrana

Modelo de interagéo Mecanismo de acéo

Os peptideos cobrem uma parte da membrana,
Carpete (detergente) como um tapete. Em seguida, os AMPs

penetram na bicamada lipidica, formando poros.

Os AMPs inserem-se em apenas um lado da
o bicamada lipidica e formam uma lacuna entre
Diluicdo de membrana o ) .
o moléculas lipidicas na regido da cadeia. Essa
(Membrane thinning) _
lacuna cria uma forca e desloca as moléculas

lipidicas vizinhas para preenché-la.

AMPs inserem-se paralelamente na superficie da
Agregacéo membrana. Entdo, ha uma reorientagdo de
(Aggregate) AMPs e eles se inserem na membrana

verticalmente para formar estruturas esféricas.

AMPs se inserem perpendicularmente na

] membrana formando um poro, com suas partes
Poro toroidal ) . ) .
hidrofébicas associadas aos lipideos e suas

regides hidrofilicas voltadas para o poro.

o AMPs sdo inseridos perpendicularmente a
arri

membrana, e formam estruturas parecidas com
(Barrel-stave) )

barris.

Fonte: Adaptado de Bahar e Ren, 2013
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Figura 3: Representa¢gfes dos modelos de interagdo de AMPs com a membrana plasmatica. (A)
Membrane thinning; (B) Barrel-stave; (C) Poro toroidal; (D) Aggregate; (E) Carpete. ME: membrana
externa; MI: membrana interna; MC: membrana citoplasmatica. Fonte: Adaptado de HALE e
HANCOCK, 2007.

AMPs demonstram diversas vantagens em relacdo aos antibidticos
convencionais, como amplo espectro, mecanismo de acao diferenciado — promovendo
atividade bactericida quando lisa a membrana plasmatica —, répida acdo e niveis
potencialmente baixos de resisténcia induzida. Essas caracteristicas permitiram a
possibilidade de utilizacdo dessas moléculas como potenciais novos farmacos para o
tratamento de doencas infecciosas e com isso iniciou-se a busca por novos AMPs
(GORDON e ROMANOWSKI, 2005).

Tradicionalmente, essa busca envolveu peptideos ativos de ocorréncia
natural de diferentes seres vivos. No entanto, com o desenvolvimento da
bioinformética e da modelagem molecular, a possibilidade de selecdo de biblioteca
combinatéria para novos peptideos e manipulacédo quimica de peptideos ja existentes
permitiu o desenvolvimento de peptideos sintéticos, com atividade antimicrobiana tal
gual os naturais. A busca por potenciais sequéncias de peptideos antimicrobianos e
de fragmentos que demonstrem exercer atividade antimicrobiana dentro de outras
grandes proteinas, aumentaram ainda mais o ambito de aplicacdo e producdo de
novos AMPs, capazes de serem utilizados como possiveis novos farmacos para o

tratamento de doencas infecciosas (NGUYEN et al., 2011).
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2.9 PEPTIDEO Lrot3.6

O peptideo Lrot3.6 € um peptideo antimicrobiano sintético desenvolvido por
Tavares (2015). Possui 16 aminoacidos (GSVLRAIMRMFAKLMG), dos quais 62,5%
sao hidrofébicos. Apresenta carga global +3, peso molecular de aproximadamente
1781 Da, e seu tamanho estimado em 1,5 nm (ExPASYy). Foi obtido por analise do
transcriptoma de folhas de Lippia rotundifolia. O trabalho foi realizado visando
descobrir possiveis sequéncias codificadoras de peptideos antimicrobianos em Lippia
alba e Lippia rotundifolia, comparando a sequéncias de AMPs ja existentes em bancos
de dados. Com auxilio da bioinformatica e da modelagem molecular foi desenvolvido,
entre outros peptideos, o peptideo Lrot3, que por demonstrar ser eficaz e possuir acao
antimicrobiana foi remodelado e produziu outros oito AMPs, entre eles o peptideo
Lrot3.6. A principal motivacdo do estudo dessas espécies foi em razdo da auséncia
de registros de seus transcriptomas e devido a trabalhos prévios com plantas do
género Lippia que demonstravam acdo antimicrobiana e a presenca de AMPs
(TAVARES, 2015).

Os resultados obtidos por Tavares (2015), relacionados ao potencial
antimicrobiano do peptideo Lrot3.6, demonstraram que ele possui um amplo espectro
de acéo, sendo eficaz na inibicdo do crescimento tanto de bactérias gram-positivas,
como estirpes de S. aureus, quanto para gram-negativas, como E. coli e
P. aeruginosa (TAVARES, 2015).

2.10 NANOTECNOLOGIA

Em 1959, Richard Feynman foi o vencedor do Prémio Nobel por propor a
ideia de nanotecnologia, sugerindo o desenvolvimento de maquinas moleculares. Em
1979, o termo nanotecnologia foi usado pela primeira vez em uma publicacéo
cientifica, por Norio Taniguchi, em que ele descrevia as tecnologias usadas na
construcdo de novos materiais em escala nanométrica por meio da manipulacéo de
atomo a atomo, que poderia produzir até mesmo maquinas nanomeétricas
(nanodevices), como nanorrobds e regeneradores de tecido (ZHANG e WEBSTER,
2009; FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012).
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Desde entdo, a comunidade cientifica investiga os multiplos papeis que
essa tecnologia pode desempenhar para beneficio de diversas areas da sociedade. A
capacidade de manipular as propriedades dos materiais por coloca-los a escala
nanomeétrica e assim alcancar caracteristicas desejadas é o que mais intrigou na
introduc&o do conceito de nanotecnologia (ZHANG e WEBSTER, 2009).

Dessa forma, nanotecnologia pode ser definida como uma engenharia de
fabricacdo de materiais a escala atdbmica e molecular. Categoricamente, inclui
particulas que correspondem a bilionésima parte do metro (10° m). No seu mais
estrito refere-se, segundo a National Nanotechnology Initiative (NNI), a estruturas que
apresentem pelo menos uma de suas dimensdes entre 1 a 100 nm. Contudo, a
comunidade cientifica defende que, em termos de tamanho, as nanoparticulas se
estendem até 1.000 nm (FAROKHZAD e LANGER, 2009; MOUSA e BHARALI, 2011).
Devido a circunstancias especiais prevalentes para certos dispositivos médicos e
farmacéuticos, o termo “nano” é estendido para estruturas especializadas com
diametros médios entre 100 e 1.000 nm (EUROPEAN COMMISSION, 2011).

Desde que emergiu, a nanotecnologia demonstra inovacdes e vasta
aplicacdo em diversas areas do conhecimento, como engenharia, quimica, fisica,
biologia, informética. Sendo multidisciplinar, busca o desenvolvimento de diferentes
nanomateriais para suas variadas aplicacbes (FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012;
DURAN e MARCATO, 2013).

Os nanomateriais podem se apresentar em diferentes organizacdes
estruturais, tais como nanoparticulas, nanocristais, nanotubos, nanofibras,
nanofilmes, entre outros. Apds a reducdo dos materiais a nanoescala, esses
aumentam sua area superficial e a relacéo area/superficie € capaz de proporcionar
propriedades fisico-quimica superiores, tais como propriedades mecanicas, opticas,
elétricas, cataliticas e magnéticas, que normalmente esses materiais nao
apresentariam (FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012). Devido a essas caracteristicas
otimizadas, 0s nanomateriais podem ser explorados em diversas areas do
conhecimento (ZHANG e WEBSTER, 2009).

Uma delas é a nanobiotecnologia, que € um dos ramos de estudos da
nanotecnologia que aplica nanomateriais em ciéncias bioldgicas, gerando
conhecimento e produtos nas areas biotecnoldgicas, farmacéuticas, médicas, entre
outras (FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012). Dentre essas aplicacdes, € area da

medicina que se revela a mais promissora, em particular no desenvolvimento de
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nanoparticulas para entrega controlada de farmacos, terapia genética personalizada
e nanodiagndstico (SANTOS et al., 2014). Dessa forma, a nanomedicina € a utilizacao
de nanomateriais para diagnostico, tratamento e prevencao de doencas, auxiliando

na melhoria de vida dos pacientes (MUTHU et al., 2014).

2.10.1 NANOFARMACOS: NANOSSISTEMAS PARA ENTREGA CONTROLADA
DE FARMACOS E MOLECULAS BIOATIVAS

Entre as pesquisas em nanomedicina, concentram-se aguelas que visam a
producdo de nanofarmacos, formulacdes que envolvem materiais nanoestruturados
para construir sistemas que transportem e entreguem farmacos de forma controlada.
A aplicacdo da nanotecnologia para entrega de farmacos e moléculas bioldgicas em
nanomedicina, também conhecida como drug delivery, promete mudar o panorama
de producdo de produtos farmacéuticos e também das indastrias de biotecnologia
(FAROKHZAD e LANGER, 2009; ROJAS-AGUIRRE et al., 2016).

Essa nova forma de entrega de farmacos, que envolve nanotecnologia,
tornou-se promissora devido as caracteristicas que sao capazes de alcancgar, diferente
dos farmacos convencionais. Entre elas estdo: a possibilidade de entrega de drogas
insolUveis em agua; entrega direcionada do farmaco a célula ou microrganismo alvo;
passagem da droga as barreiras endoteliais; co-entrega de duas ou mais drogas ou
modalidade terapéutica para terapia de combinacdo (FAROKHZAD e LANGER,
2009). Além dessas vantagens, tem-se ainda: a reducdo da dosagem; assegura o
efeito farmacéutico da substancia ativa; minimiza os efeitos colaterais; protecao de
moléculas ou substancias ativas contra degradacao; melhoria na estabilidade e ainda
permite uma liberac&o controlada e prolongada dos farmacos nos locais alvo, ao longo
do periodo de dias e até semanas (LIU et al., 2007).

Nanoestruturas possuem grande potencial para produzirem um sistema
eficaz de entrega de farmacos e moléculas bioativas. Muitos nanossistemas
biodegradaveis estdo sendo investigados para aplicacbes de administracdo de
farmacos, tais como lipossomas, dendrimeros, nanoparticulas poliméricas, entre
outros (BRANDELLI, 2012).
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2.10.2 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

Entre as diversas nanoestruturas estdo as nanoparticulas poliméricas,
sistemas carreadores de farmacos que possuem diametro inferior a 1 pm. Inclui as
nanocapsulas e as nanoesferas (Figura 4), que diferem entre si devido a sua
composicao e organizacdo estrutural. As nanocapsulas sédo formadas por um nucleo
oleoso revestido por um envoltorio polimérico, em que o farmaco pode estar dissolvido
no nucleo oleoso ou adsorvido na parede polimérica. Ja as nanoesferas sdo formadas
apenas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode estar retido ou adsorvido
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede O O Matriz
polimérica O polimérica
o O
i O
Nucleo 0 0O

oleoso =

a) b) c) d)

Farmaco armaco

Figura 4: Representacdo esquematica de nanoparticulas poliméricas, nanocapsulas e nanoesferas.
a) Farmaco dissolvido no nacleo oleoso da nanocapsula; b) Farmaco adsorvido a parede polimérica da
nanocapsula; c¢) Farmaco retido a matriz polimérica em nanoesferas; d) Farmaco adsorvido a matriz
polimérica da nanoesfera. Fonte: SCHAFFAZICK et al., 2003.

Dentre suas varias aplicacdes terapéuticas, uma das mais promissoras € a
vetorizagcdo de antibitticos, formando os antibiticos nanoestruturados, alternativa
para o tratamento de doencgas infecciosas. Antibidticos nanoestruturados sao
nanomateriais que possuem atividade antimicrobiana ou sistemas capazes de
promover a eficacia e a seguranca da entrega e administracdo do antibiético (EDSON
e KWON, 2016). Normalmente séo formulados em nanoparticulas poliméricas, para
uso total de suas propriedades antimicrobianas. Os polimeros podem ser classificados
em naturais e sintéticos. Entre os polimeros naturais mais empregados destaca-se a
quitosana (SCHAFFAZICK et al., 2003; FARIA-TISCHER e TISCHER, 2012).

A quitosana € um biopolimero catidnico obtido por meio da desacetilacdo
da quitina, um polissacarideo estrutural presente no exoesqueleto de artropodes,

endoesqueleto de cefalépodes e parede celular de alguns fungos (LADAVIERE,
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2016). Consiste em dois tipos de unidades repetitivas, N-acetil-D-glicosamina, e D-
glicosamina (Figura 5), unidas por ligacdes glicosidicas p-1,4 (AHMED e ALJAEID,
2016).

CH,OH

NH,
0
0 o}—
n 0 m

NHCOCH,  CH,OH

Figura 5: Estrutura quimica das unidades repetitivas de quitosana. A esquerda tem-se a unidade
N-acetil-D-glicosamina, e a direita tem-se a D-glicosamina. Fonte: AHMED e ALJAEID, 2016.

E insolGvel em &gua, mas é soltvel em solugdes diluidas de acido acético,
citrico e tartarico, a pH inferior a 6,5. E catiénica devido & presenca do grupamento
amino, que se torna livre em soluc¢des aquosas diluidas de &cido, convertendo a forma
ionizavel R-NHs* (AHMED e ALJAEID, 2016).

A quitosana atraiu um grande interesse econémico nos ultimos anos devido
as suas combinagbes Unicas de caracteristicas, tais como ser biodegradavel,
biocompativel, sua capacidade de complexacdo a metais e sua atividade
antimicrobiana. Suas propriedades permitiram que ela fosse aplicada em diferentes
areas, tais como em industrias biotecnologicas, farmacéuticas, de cosméticos e
alimentos (DU et al., 2009).

No que se refere a sua atividade antimicrobiana, esta relacionada
principalmente a carga positiva que possui, devido a presenca dos grupamentos
amino livres, protonados quando em contato com os fluidos bioldgicos. Jung et al.
(1999) propuseram dois possiveis mecanismos que explicam a atividade
antimicrobiana da quitosana: o primeiro, em que ela se liga a por¢cbes acidas nos
fosfolipidios e assim restringe o movimento para entrada de substancias no
microrganismo; e o segundo, em que elas penetram no interior das células e se ligam
ao DNA, inibindo sua replicagéo e paralisando o crescimento, demonstrando dessa
forma um efeito bacteriostatico para uma diversidade de organismos, como bactérias
gram-positivas e gram-negativas e também fungos.

Para a formacao de nanoparticulas de quitosana diversos métodos podem
ser aplicados. No entanto, o método de gelificacdo ibnica, particularmente

empregando o TPP (tripolifosfato de sédio) como agente reticulante, € o método mais
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amplamente descrito na literatura (RAMPINO et al.,, 2013; LADAVIERE, 2016;
RAJITHA et al., 2016). Possui a vantagem de ser um meétodo simples, que nao envolve
solventes organicos a altas temperaturas, tornando-o seguro para nanoencapsulacéo
de agentes terapéuticos termosensiveis, como proteinas, peptideos, horménios e
vacinas (AHMED e ALJAEID, 2016). A formacdo das nanoparticulas consiste na
interagdo eletrostatica (cross-linking) (Figura 6) entre o grupamento amino da
guitosana, carregado positivamente, aos fosfatos presentes nas moléculas de TPP,
carregados negativamente. Essas interacdes formam nanoesferas que podem
promover a nanoencapsulacdo de farmacos e agentes biologicos, permitindo a
utilizacdo desses nanossistemas como drug delivery (KASPAR et al., 2013; AHMED
e ALJAEID, 2016).
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Figura 6: Interagao eletrostatica (cross-linking) entre quitosana e TPP. Fonte: KASPAR et al., 2013.

2.11 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS NANOENCAPSULADOS

Na era da resisténcia microbiana aos antibiéticos, AMPs s&o consideradas
moléculas promissoras para 0 desenvolvimento de novos medicamentos anti-
infecciosos, devido as inUmeras vantagens que possuem em rela¢cdo aos antibioticos
usuais. No entanto, existem muitas limitacdes em relacdo ao uso de AMPs como
formulacdes terapéuticas, a maioria relacionada a sua biodisponibilidade. Entre elas

esta sua fraca estabilidade, sujeitos a ocorréncia de hidrélise e protedlise, inativacéo
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em alguns fluidos biolégicos e curta vida util no sistema circulatério (BRANDELLI,
2012; SANDRESCHI et al., 2016).

Nesse contexto, a nanoencapsulacdo demonstra-se uma alternativa
promissora para armazenamento e administracdo de peptideos bioativos, uma vez
gue possui a capacidade de proteger o peptideo de protedlise, interacdes indesejadas
a fluidos bioldgicos, permite uma liberacdo controlada, duradoura e direcionada da
molécula (SANDRESCHI et al., 2016).

Peptideos nanoencapsulados podem ser desenvolvidos por adsor¢cdo em
nanocarreadores, encapsulacdo ou bioconjugacdo em nanoparticulas. Peptideos
sozinhos também s&o capazes de formar estruturas nanomeétricas como nanoesferas,
nanofribilas e nanoadesivos, por meio de sua auto-organizacdo, inserindo-se
aminoacidos especificos capazes de guiar sua organizacao (YADAV et al., 2011).

Estudos recentes ja demonstraram a possibilidade de se nanoencapsular
peptideos antimicrobianos com resultados satisfatérios frente a cepas de importancia
médica, como S. aureus, S. epidermidis, E. coli e Pseudomonas aeruginosa,
confirmando o quanto essas formulacdes podem ser uma boa alternativa para o
tratamento de doengas infecciosas (WATER et al., 2015; PIRAS et al., 2015b;
GARCIA-ORUE et al., 2016; CRUZ et al., 2017).

Water et al. (2015) nanoencapsularam o peptideo antimicrobiano catiénico
plectasin em &cido poli D-latico coglicolico (PLGA). Obtiveram uma alta eficiéncia de
encapsulacdo e liberacdo do peptideo durante 24 h. Além disso, o peptideo
nanoencapsulado foi mais eficiente contra cepas de S. aureus que o plectasin livre.

Piras et al. (2015b) utilizaram quitosana para nanoencapsular o peptideo
antimicrobiano catiénico temporin B. Com a nanoencapsulacdo conseguiram reduzir
a citotoxicidade do peptideo em células mamarias e promoveram o prolongamento da
liberagdo durante quatro dias contra cepas de Staphylococcus epidermidis.

Garcia-Orue et al. (2016) nanoencapsularam o AMP humano LL-37 em
nanovesiculas lipidicas. O nanossistema se mostrou ativo contra cepas de E. coli in
vitro, e in vivo foi capaz de auxiliar na cicatrizacdo, mantendo a bioatividade do AMP
LL-37.

Cruz et al. (2017) desenvolveram nanoparticulas de PLA e de PLGA para
encapsular o AMP sintético GIBIM-P5S9K. Ambas as formula¢6es, GIBIM-P5S9K-
PLA e GIBIM-P5S9K-PLGA, foram capazes de inibir o crescimento de E. coli,

Staphylococcus aureus MRSA e Pseudomonas aeruginosa ha concentracdo de
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0,5 uM e 1 uM, diferentemente do peptideo livre que foi ativo a partir da concentracao
de 10 uM.

O desenvolvimento de novos medicamentos para combate a infeccdes
devido a resisténcia bacteriana é indispensavel. Nesse cenario, pesquisas sobre
formulacdes de peptideos antimicrobianos nanoencapsulados demonstram-se uma
alternativa promissora, devido as vantagens que podem oferecer como: garantir ou
até mesmo potencializar a atividade antimicrobiana dos AMPs, protecdo, além de
permitirem uma liberacdo controlada e prolongada da molécula e possuirem acéo
especifica (YADAV et al.,, 2011). Por isso, € de suma importancia estudos que
busquem o desenvolvimento de novas formulacbes contendo AMPs
nanoencapsulados, formulacbes essas que sejam capazes de garantir o efeito
antimicrobiano do peptideo e que minimizem os efeitos toxicos. Nesse sentido que
propds-se o presente projeto, em que foi avaliada a acao antimicrobiana de peptideos
sintéticos nanoencapsulados frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas de

importancia médica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antimicrobiano do peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado
frente as bactérias S. aureus, S. epidermidis e E. coli, bem como os possiveis efeitos

citotoxicos em cultura in vitro de células HEK293.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Sintetizar nanoparticulas de quitosana livre e nanoestruturadas com o peptideo
Lrot3.6, caracterizando-as quanto ao tamanho, indice de polidispersédo e
potencial Zeta.
e Determinar a eficiéncia de encapsulacao do peptideo Lrot3.6.
e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do peptideo Lrot3.6 livre e
nanoencapsulado, contra a gram-negativa E. coli ATCC 25922, e as gram-

positivas S. aureus ATCC 29213 e S. epidermidis ATCC 12228.

e Avaliar o potencial citotoxico in vitro dos peptideos livres e nanoencapsulados
em células HEK293.
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4 METODOLOGIA

4.1 SINTESE E SOLUBILIZACAO DO PEPTIDEO Lrot3.6

Para o presente trabalho o peptideo Lrot3.6 foi sintetizado pela empresa
GenOne Biotechnologies, Brasil, pelo método de sintese quimica em fase solida.
Apresentou indice de pureza de 95,66%, determinada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC). O peptideo foi liofilizado e enviado a
Universidade Federal de Juiz de Fora — Instituto de Ciéncias Biologicas — Laboratério
de Genética e Biotecnologia. A solubilizacdo do peptideo foi realizada em solucéo
contendo agua ultra pura (MilliQ), Tween 20 0,5% (v/v) e DMSO 0,5% (v/v), obtendo
uma concentragdo estoque de 1,6 mg/mL. Aliquotas do peptideo solubilizado foram

acondicionadas em freezer a -20°C.

4.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANA LIVRES

Para o preparo de nanoparticulas de quitosana livres utilizou-se como
reagentes: quitosana de baixo peso molecular (50.000 — 190.000 Da), com grau de
desacetilagdo 75-85% (Sigma-Aldrich), acido acético (Sigma-Aldrich) e tripolifosfato
de sédio (TPP) (Sigma-Aldrich).

O método utilizado foi o de gelificacdo ibnica (CALVO et al., 1997), que
consiste na formacdo de nanoesferas por meio da interacdo eletrostatica entre
grupamentos amino catidnicos da quitosana (cation NHs*) e os fosfatos do TPP,
carregados negativamente. Esse método possibilita a formacédo de estruturas em
formato de esferas nos pontos potenciais de reticulacao ibnica, em que ha o contato
entre grupamentos catidnicos da quitosana e aniénicos do TPP (FAN et al., 2012).

Para a sintese de nanoesferas de quitosana duas solugdes principais foram
preparadas: a solucao |, contendo quitosana, com concentragdo de 2,06 mg/mL, e
acido acético a 2% (v/v); e a solucdo Il, contendo TPP, com concentracdo de 1 mg/mL,
e agua ultra pura (MilliQ).

Inicialmente preparou-se 30 mL da solugéo I, a fim de solubilizar a

quitosana (2,06 mg/mL) em solucao diluida de acido acético (2%). Essa solucao foi
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mantida em intensa agitacdo magnética, a temperatura ambiente, durante 24 h. Apés
esse periodo, o pH da solugcdo foi ajustado para 4 utilizando-se NaOH 5M (filtro
esterilizado).

A solucéo Il foi preparada adicionando-se TPP (1 mg/mL) a 15 mL de 4gua
ultra pura (MilliQ). A solugéo foi mantida em constante agitacdo durante 30 min, até
ocorrer a total solubilizacéo do sal. O pH da solucéo foi ajustado para 9 utilizando-se
NaOH 5M (filtro esterilizado).

Para a formacéo das nanoesferas de quitosana pelo método de gelificacdo
idnica, 3 mL da solucéo Il de TPP foi gotejada em 5 mL da solucéo | de quitosana, que
foi mantida em constante agitacdo magnética durante todo o processo. Para o
gotejamento foi utilizada seringa estéril de 10 mL, acoplada a haste do agitador
magnético a uma distancia de aproximadamente 10 cm. Findado o processo, a
suspensao de nanoparticulas foi mantida sob agitacdo por mais 60 min.

Posteriormente foram realizadas diluicdes em agua ultra pura, baseadas
nas concentracbes do peptideo livre. Antes de cada ensaio antimicrobiano as
suspensfes de nanoparticulas de quitosana foram submetidas a centrifugacéo
(Eppendorf MiniSpin Plus™) a 12.100 g, por 1 min, e utilizou-se o sobrenadante para

0 ensaio.

4.3 SINTESE DE NANOESFERAS DE QUITOSANA ESTRUTURADAS COM O
PEPTIDEO Lrot3.6

Para a sintese do peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado foi utilizada a mesma
metodologia da sintese de nanoparticulas de quitosana livres, descrita no topico 4.2,
com a complementacdo da adicdo de aproximadamente 1,347 mL do peptideo na
solucdo | — ap0ls solubilizagdo da quitosana e correcdo do pH —, previamente ao
gotejamento por TPP. Com isso, formou-se uma solucdo de peptideo
nanoencapsulado de 256 pg/mL, que foi posteriormente submetida a diluicdo seriada,
com agua ultra pura (MilliQ), formando solu¢des estoque de concentracdes 256, 128,
64, 32 e 16 pg/mL.
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4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de quitosana livres e nanoestruturadas com o peptideo
Lrot3.6 foram caracterizadas quanto ao tamanho e indice de polidisperséo através de
espectroscopia de espalhamento de luz dinamico (DLS), e potencial Zeta pelo método
de mobilidade eletroforética, com a utilizacdo do equipamento Zetasizer®, Nano-ZS
da Malvern. As leituras foram realizadas em triplicata, no Laboratério de
Nanotecnologia para Saude e Producdo Animal, da Embrapa Gado de Leite de Juiz
de Fora, MG.

4.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacdo do peptideo Lrot3.6 nanoestruturado foi
determinada por método indireto, realizada em duas etapas: a primeira, centrifugacao
das amostras e a segunda, quantificacdo do peptideo pelo método
espectrofotométrico de determinacdo de proteinas totais descrito por
Lowry et al. (1951) (NARAYANAN et al., 2014; ZAVAREZE et al., 2014,
RAO et al., 2016; DUBEY et al., 2016; HOLDRICH et al., 2017; TAJU et al., 2017,
BHATTACHARYYA et al., 2017).

ApoGs a sintese das nanoesferas de quitosana estruturadas com o peptideo,
4 mL da amostra foi aplicada em coluna Amicon® 10 kDa e centrifugada (Eppendorf
5810 R) a 5.000 g, a 4°C, por 20 min. Dessa forma, a porcédo do peptideo (1,78 kDa)
gue néo foi encapsulada passaria pela coluna, ficando na parte inferior, e a por¢cao
encapsulada ficaria retida na parte superior da coluna. O mesmo processo foi
realizado com as nanoparticulas de quitosana livres.

Para quantificar as concentracdes do peptideo em ambas porcdes da
coluna utilizou-se o método de dosagem de proteinas proposto por Lowry et al. (1951).
Para a reacéao, foram pipetados 10 puL da amostra, 390 uL de agua destilada, 2 mL de
mistura reativa e 200 pL de reagente de Folin diluido. Em seguida, 200 pL de cada
amostra foram adicionados em placa de 96 pogos e submetidos a leitura da
absorbancia no Varioskan® Flash (Thermo Scientific) a 660 nm. As amostras

analisadas foram o sobrenadante e o precipitado coletados na coluna, tanto do
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peptideo nanoencapsulado quanto da nanoparticula livre, e também o peptideo livre,
todos adicionados em duplicata.

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada pela diferenca entre a
concentracéo total do peptideo usada e a concentragdo do peptideo livre, coletada na
parte inferior da coluna. As concentragdes foram determinadas baseadas em uma
curva padrao utilizando-se concentracfes crescentes do peptideo (10, 20, 30, 40 e
50 pg/mL) e também por meio de uma curva padrdo de albumina, com concentracées
conhecidas (10, 20, 30 e 40 pg/mL). O célculo da eficiéncia de encapsulacao (E.E.%)
foi dado pela seguinte equacao (BHATTACHARYYA et al., 2017):

Whotal - Wiivre

EE. (%) = Whotal

X 100 1)

onde Whotal cOrresponde a concentracao total do peptideo e Wiwe a concentracéo de
peptideo livre.

4.6 MICRORGANISMOS

Para realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana in vitro do peptideo
livre e nanoencapsulado foram utilizadas duas cepas bacterianas gram-positivas e
uma gram-negativa, ambas catalogadas no American Type Culture Collection (ATCC).
As amostras de bactérias foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Fisiologia e
Genética Molecular Bacteriana da UFJF, plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB)
sélido e armazenadas em geladeira até o uso. As amostras de gram-positivas
utilizadas foram: Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228. A gram-negativa usada foi a Escherichia coli ATCC 25922.

4.7 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO PADRAO

Antes de iniciar os ensaios antimicrobianos foi elaborada uma curva de

crescimento padrdo bacteriano, a fim de se analisar o crescimento normal das
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bactérias. O protocolo para realizagdo da curva de crescimento bacteriano foi
adaptado de Malvezzi (2010).

Primeiramente, as bactérias foram repicadas em meio LB sélido. Col6nias
isoladas das ATCCs foram usadas para confeccéo de novas placas, que cresceram
em estufa a 37°C de um dia para o outro. Apoés isso, foi realizado um pré-inéculo,
utilizando duas colbnias para E. coli e seis colbénias para S. aureus e para S.
epidermidis em 2 mL de meio LB. As culturas foram mantidas no shaker durante 16 h,
a 37°C, sem agitacdo. A seguir, 1 mL do pré-inéculo foi adicionado a 4 mL de LB,
totalizando 5 mL de in6culo, deixado por 5 h no shaker, a 37°C, sem agitacdo. Depois
desse periodo, as suspensdes bacterianas foram centrifugadas (Eppendorf MiniSpin
Plus™) a 9.000 g por 10 min. O pellet foi ressuspenso em solucdo salina 0,9% e as
suspensdes bacterianas foram diluidas também em solucdo salina 0,9% até
alcancarem uma densidade 6ptica (OD) correspondente a 0,6 de absorbéancia, a 625
nm.

Apbs preparo das suspensdes bacterianas, foi realizada uma microdiluicdo
em placa de 96 pocos. Cada amostra de bactéria foi adicionada em triplicata. Foram
usados 40 pL da suspenséao preparada e 160 puL de meio LB, totalizando 200 pL em
cada pogo. A fim de acompanhar o crescimento bacteriano e montar a curva, foram
realizadas leituras da absorbancia turbidimétrica a 625 nm, 37°C, durante 24 h, em
intervalos de uma hora, no Varioskan® Flash, da Thermo Scientific. O valor da
absorbancia de cada hora foi obtido pela média dos valores de OD de cada triplicata.

4.8 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

Para avaliar a atividade antimicrobiana do peptideo Lrot3.6 livre e
nanoencapsulado contra as bactérias S. aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC
12228 e E. coli ATCC 25922, foram realizados bioensaios in vitro pelo método de
microdiluicdo em placa, segundo padronizacao da CLSI (2015).

As bactérias foram previamente plaqueadas em meio LB sélido e mantidas
em estufa, por 24 h. Em seguida, retirou-se duas col6nias de E. coli e seis colonias de
S. aureus e de S. epidermidis, e adicionou-se em tubos conicos tipo Falcon contendo
3 mL de LB. Os inéculos foram mantidos por agitacdo de 100 rpm (Agitador Orbital

MAXQ™ 4000, Thermo Scientific), a 37°C, até o0 momento em que atingiram a OD
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(625 nm) considerada ideal de 0,08 a 0,1, correspondente a 1 x 108 UFC (unidades
formadoras de colbnia), padronizado segundo CLSI (2015).

Atingida a OD ideal, a suspenséo foi diluida em meio LB para se obter uma
concentracgéo final de 5 x 10* UFC, utilizada em, no maximo, 15 min. Para a montagem
do bioensaio em microplaca de 96 pocos, cada poco foi inoculado com 50 pyL da
suspensdao bacteriana e 50 uL do tratamento, totalizando 100 uL em cada poco.

Baseado em Tavares (2015), para andlise da concentracdo minima
inibitéria (MIC) foram testadas as concentracdes de 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL de cada

tratamento, que se seguem.

4.8.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

e Controle negativo (relativo 1): meio LB e tampédo de diluicdo do peptideo,
contendo DMSO e Tween 20, ambos a 0,5 % (v/v).

e Controle negativo (relativo 2): inéculo e tampédo, a fim de analisar se ha

influéncia do tampéao na inibicdo do crescimento bacteriano.

e Controle negativo (absoluto): inéculo e meio LB.

e Controle positivo (absoluto): foi utilizado o cloranfenicol nas concentracdes de
8, 16, 32, 64 e 128 pg/mL. A escolha do antibiético seguiu recomendacdes da
CLSI (2015), que considera que para ensaios de antimicrobianos alternativos,
gue ainda ndo se conhece o efeito, utiliza-se como controle positivo antibiéticos
do grupo C, como o cloranfenicol, que apresenta espectro de acdo tanto para
gram-positivas quanto para gram-negativas, podendo ser o Unico antibiotico

utilizado como controle positivo neste ensaio.

e Peptideo livre, nas concentracdes finais de 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL, utilizado

como um controle positivo.
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e Peptideo nanoencapsulado, nas concentracfes finais de 8, 16, 32, 64 e
128 pg/mL.

e Nanoparticula de quitosana livre, nas concentracdes finais de 8, 16, 32, 64 e

128 pg/mL, baseadas nas concentracdes do peptideo livre.

4.9 ANALISE DO CRESCIMENTO BACTERIANO

Apbés montagem da microplaca, para analise do efeito dos tratamentos
sobre o crescimento bacteriano, foram realizadas leituras da absorbancia
turbidimétrica a 625 nm, em 0, 24 e 48 h, no Varioskan® Flash, da Thermo Scientific.
A placa foi mantida, entre os intervalos de leitura, no shaker (Agitador Orbital MAXQ™
4000, Thermo Scientific), com agitacdo de 100 rpm, a 37°C. Os tratamentos em suas
diferentes concentragdes foram adicionados em triplicata. O valor da absorbéancia de
cada hora foi obtido pela média dos valores de OD de cada triplicata. Em seguida,

montou-se uma curva para cada concentracao testada.

4.10 ENSAIO PARA ANALISE DA ACAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICA

Apbs 24 h de exposicdo da placa do ensaio antimicrobiano descrito no
topico 4.8, retirou-se uma aliquota de 10 pL de cada grupo experimental analisado e
adicionou-se a 100 pL de meio LB liquido, em microplaca de 96 poc¢os. Essa placa foi
mantida em shaker (Agitador Orbital MAXQ™ 4000, Thermo Scientific), com agitacdo
de 100 rpm, a 37°C, e realizadas leituras da absorbancia a 625 nm nos intervalos de
0,24 e 48 h.

4.11 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE in vitro

A avaliacdo da citotoxicidade induzida pelos tratamentos foi realizada em
células HEK293 (Rim Embrionario Humano 293), utilizando-se apenas as menores

concentracOes testadas nos testes antimicrobianos, 8 pg/mL e 16 pg/mL, ambas
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aplicadas em octoplicata para cada tratamento. Os tratamentos avaliados foram as
nanoparticulas livres, o peptideo livre e o peptideo nanoencapsulado. Os testes foram
adaptados da norma ISO 10993-5 (2009).

4.11.1 CULTURA DE CELULAS HEK293 in vitro

As células HEK293 foram obtidas de linhagens armazenadas no
Laboratdrio de Genética Humana e Terapia Celular, da UFJF. Para cultivo das células,
elas foram descongeladas e cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium, Sigma-Aldrich) suplementado com 1% de antibidtico, 1% de aminoéacidos
nao-essenciais, 1% de L-glutamina e 10% de soro fetal bovino (SFB) em placa de 96
pocos. A placa foi incubada a 37°C, em atmosfera umidificada, com CO2 a 5%.

As células confluentes foram tripsinizadas por cerca de 3 min para se
desprenderem do fundo da garrafa. Em seguida, houve a inativacdo da tripsina
adicionando-se DMEM-F12 acrescido de 10% de SFB. A suspensédo celular foi
centrifugada (Eppendorf 5810 R) em tubo cénico tipo Falcon de 50 mL, a 1.500 rpm,
por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL de DMEM-
F12. A quantificacdo das células foi realizada por contagem em camara de Neubauer,
obtendo uma concentracdo de cerca de 5 x 10° células. Dilui-se as células em uma
concentragdo de 2 x 10° em 200 yuL de DMEM. Em placa de 96 pocos, adicionou-se
200 pL de DMEM e 1 uL das células diluidas em cada poco. A placa foi incubada por

24 h, a 37°C, em atmosfera umidificada, com CO2 a 5%.

4.11.2 EXPOSICAO DAS CELULAS AOS TRATAMENTOS

Apds 24 h de incubacdo, as células foram expostas aos tratamentos
analisados: peptideo livre, nanoparticula livre e peptideo nanoestruturado. As
amostras foram adicionadas previamente ao DMEM, na quantidade ideal para cada
concentracdo. Apoés isso, retirou-se o meio que estava nos po¢cos em cultura, e

adicionou-se 200 pL do meio DMEM contendo as amostras, em cada pogo. As células
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HEK?293 foram mantidas em contato com os tratamentos por 24 h e 48 h. A placa foi

incubada por 24 h, a 37°C, em atmosfera umidificada, com CO:2 a 5%.

4.11.3 VIABILIDADE CELULAR POR MTT

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi avaliado pelo método de MTT
(MOSMANN, 1983). Esse método colorimétrico consiste na quantificacdo da redugéo
do reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) em um
composto de coloracdo purpura, os cristais de formazan. A reacdo € catalisada por
enzimas mitocondriais, como a succinato desidrogenase, que reduzem o MTT com o
FADH2 como agente redutor. Dessa forma, a formacao dos cristais de formazan por
células submetidas ao tratamento sdo um indicativo de viabilidade celular.

Apés 24 e 48 h do periodo de exposicdo dos peptideos livres,
nanoencapsulados e das nanopatrticulas livres in vitro, as células foram lavadas trés
vezes usando PBS 1X, com o objetivo de remover nanoparticulas e peptideos. Em
seguida, adicionou-se 20 pL de solucéo estoque de MTT (Sigma-Aldrich), em uma
concentracdo de 5 mg/mL, a 180 yL de DMEM-F12. Posteriormente, adicionou-se
200 pL a cada pogo e a placa foi incubada durante 4 h, a 37°C, em atmosfera
umidificada com CO:z a 5%. Em seguida, a solucdo de MTT foi descartada e foram
adicionados 200 uL de isopropanol-acido (3,3 mL HCl a 37% em 1L de isopropanol) e
a placa foi incubada por 1 h, a 37°C, para dissolver os cristais de formazan. Apos isso,
foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no Varioskan® Flash (Thermo
Scientific). Para célculo da viabilidade celular, foi considerada a média da absorbancia
do grupo controle como 100%, e assim se baseou o célculo percentual de viabilidade

dos demais grupos.

4.12 ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos foram representados como média e consideraram o
desvio padrdo. As analises, bem como os gréaficos gerados, foram realizadas no
programa GraphPad Prism 7®. Os dados apresentaram distribuicdo normal, realizada

pelo teste de Bartlett. O nivel de significancia foi determinado pela ANOVA, em
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seguida os tratamentos foram comparados ao controle positivo pelo teste de Tukey,
para 0s ensaios antimicrobianos, e ao controle negativo para o MTT. As variaveis
relacionadas a caracterizacdo das nanoparticulas foram avaliadas pelo teste t de
amostras nao-pareadas. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA LIVRES E
NANOESTRUTURADAS COM O PEPTIDEO Lrot3.6 E DETERMINACAO DA
EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO DO PEPTIDEO Lrot3.6 NAS
NANOESFERAS DE QUITOSANA

As nanoparticulas desenvolvidas neste trabalho foram caracterizadas
guanto a seu tamanho, indice de polidispersdo (PDI) e potencial Zeta. Para a
realizacdo de um estudo comparativo entre as nanoparticulas livres e aquelas
estruturadas com o peptideo Lrot3.6, ambas foram submetidas a andlise dessas
caracteristicas. Além disso, foi determinada a eficiéncia de encapsulacao do peptideo
Lrot3.6 nas nanoesferas de quitosana. Os resultados obtidos estdo apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4: Principais caracteristicas das nanoparticulas de quitosana livres e nanoestruturadas com o
peptideo Lrot3.6 sintetizadas neste trabalho: raio hidrodinamico médio, indice de polidispersdo médio,
potencial Zeta médio e eficiéncia de encapsulagéo

Amostra Tamanho médio PDI médio Potencial Zeta Eficiéncia de
(nm) médio (mV) Encapsulacéo
(E.E.%)
Peptideo Lrot3.6 - - +18,7+1,5 -

Nanoparticula de
quitosana livre 196 +£1,8 0,356 + 0,01 +36,5+2,1 -

Nanoparticula de
guitosana 228+5,9 0,398 + 0,03 +357+2,2 93,55
estruturada com o

peptideo Lrot3.6

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em relacdo a determinagdo do tamanho médio e indice de polidispersao
das nanoparticulas, foi realizado por espectroscopia de espalhamento de luz dindmico
(DLS). O tamanho médio das nanoparticulas livres foi de 196 nm (196 + 1,8 nm), com
indice de polidisperséo (PDI) médio de 0,356 (0,356 + 0,01). Graficamente, obteve-se
comportamento bimodal, com particulas menores de 8 nm até particulas com
aproximadamente 1000 nm, no entanto a maioria esteve dentro da faixa de pico da

média, como pode ser observado na Figura 7.

Size Distribution by Intensity

10
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Size (d.nm}

Figura 7: Distribuicdo do raio hidrodindmico (nm) das nanoparticulas de quitosana livres. Fonte:
Elaborado pelo autor.

J& em relacéo a distribuicdo do tamanho das nanoesferas de quitosana
com o peptideo Lrot3.6, o tamanho médio foi de 228 nm (228 + 5,9 nm), com indice
de polidisperséo (PDI) médio de 0,398 (0,398 + 0,03). As nanoesferas apresentaram
tamanhos de até 5071 nm, como observado na Figura 8.

Size Distribution by Intensity
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Figura 8: Distribui¢&o do raio hidrodindmico (nm) da nanoparticula estruturada com o peptideo Lrot3.6.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Obteve-se uma diferenca significativa de tamanho entre as nanoparticulas
livres e nanoestruturadas com o peptideo Lrot3.6 (p<0,05, pelo teste t ndo-pareado),
com as nanoparticulas estruturadas com o peptideo apresentando maior tamanho,
indicativo de encapsulagéo.

Também foram analisados os valores do potencial Zeta médio do peptideo
Lrot3.6 livre, das nanoparticulas de quitosana sem o peptideo e das nanoesferas de
guitosana com o peptideo Lrot3.6. Nao foi observada uma diferenca significativa
(p<0,05, pelo teste t nao-pareado) em relacdo ao potencial Zeta entre as
nanoparticulas de quitosana livres e nanoestruturadas com o peptideo Lrot3.6.

No que se refere a eficiéncia de encapsulacdo do peptideo Lrot3.6 nas
nanoparticulas de quitosana, foi determinada utilizando-se uma curva padrdo do
proprio peptideo e uma curva padréo de albumina. Em ambos os calculos obteve-se
exatamente a mesma eficiéncia de encapsulacao, correspondente a 93,55%.

5.2 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

Para se estabelecer o crescimento normal das bactérias, bem como definir
o tempo de incubacdo das suspensdes bacterianas antes do preparo da microplaca
nos ensaios antimicrobianos, foi realizada uma curva padrdo de crescimento
bacteriano, que esta representada na Figura 9. Foi estabelecido o periodo de até 5 h
de incubacdo previamente a montagem da microplaca, visto que todas as bactérias
(E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 e S. epidermidis ATCC 12228), nesse

intervalo, encontraram-se em fase logaritmica de crescimento.
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Figura 9: Curva de crescimento padrao das bactérias E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 e
S. epidermidis ATCC 12228. Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram realizados ensaios antimicrobianos no intuito de se conhecer a
dindmica de interacdo entre o0s peptideos livres, nanoencapsulados e das
nanoparticulas livres frente as bactérias gram-positivas e gram-negativa testadas,
bem como determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC) em cada um dos
tratamentos.

A metodologia utilizada foi a de microdiluigdo em placa (CLSI, 2015)
testando-se as concentragfes de 8, 16, 32, 64 e 128 pg/mL do peptideo Lrot3.6 livre,
da nanoparticula livre — visto que a quitosana possui efeito antimicrobiano ja descrito
— e também do peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado. Os ensaios foram realizados em
triplicata para cada concentracéao, com as trés ATCCs: Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e Escherichia coli ATCC 25922.

Em cada ensaio, utilizou-se trés controles negativos: controle negativo
absoluto (meio LB e in6culo), controle negativo relativo 1 (meio LB e tampéo de
diluicdo do peptideo) e controle negativo relativo 2 (tampé&o do peptideo e indculo). O
controle negativo absoluto foi realizado para validar o crescimento bacteriano,
comparando-o0 a curva de crescimento padrdo bacteriano descrita no topico 5.3. O
controle negativo 1 foi realizado para desconto da absorbancia do tampéo de diluicédo
do peptideo, e o controle negativo 2 para avaliar se o tampéao estaria influenciando na
inibicdo do crescimento bacteriano, ja& que possui em sua composicao dois

detergentes, o Tween 20 e o DMSO, ambos a 0,5% (v/v). As Figura 10, Figura 11 e
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Figura 12 representam o crescimento de cada bactéria em seu respectivo controle

negativo.
S. aureus ATCC 29213 - Controles negativos
—— Controle 1 (meio + tampdo)
—0— Controle 2 (indculo + tampdo)
—— Controle absoluto (meio + indculo)
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Figura 10: Controles negativos dos ensaios antimicrobianos de S. aureus ATCC 29213.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11: Controles negativos dos ensaios antimicrobianos de S. epidermidis ATCC 12228.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12: Controles negativos dos ensaios antimicrobianos de E. coli ATCC 25922.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Todas as bactérias apresentaram crescimento normal no controle absoluto,
confirmando a viabilidade de cada uma delas para a realizacdo dos ensaios. Apenas
S. aureus ATCC 29213 apresentou uma queda no crescimento apos as 24 h no
controle negativo relativo 2, provavelmente devido a influéncia do tampé&o de diluicao
do peptideo.

Em relagdo aos bioensaios in vitro, realizados para avaliar a acéo
antimicrobiana dos tratamentos testados com as trés estirpes bacterianas, as analises
foram realizadas em triplicatas, em 24 e 48 h, e submetidas a andlise estatistica pelo
teste de Tukey, com valores de p<0,05 considerados estatisticamente significativos.

Todos os tratamentos foram comparados ao controle positivo,
cloranfenicol, na mesma concentracao testada. Foi analisada também a diferenca
estatistica entre o peptideo Lrot3.6 livre e o peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado. Os

resultados foram expressos em graficos (Pags. 93-98) e tabelas.

5.2.1 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

A Tabela 5 resume os resultados obtidos, por meio de analises estatisticas,

em relacdo ao bioensaio de S. epidermidis ATCC 12228.
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Tabela 5: Valores médios de absorbancia (O.D. 625 nm) obtidos nos ensaios antimicrobianos de
S. epidermidis ATCC 12228 em 24 he 48 h

Concentragdes . . .
) Nanoparticula Peptideo Peptideo
Hora testadas Cloranfenicol ) _
Livre Livre Nanoencapsulado
(Hg/mL)

8 0,349a 0,461b 0,311a 0,357a

16 0,339 0,497p 0,403a 0,438a

24 32 0,250a 0,589 0,396n 0,290a
64 0,304a 0,276a 0,413p 0,348a

128 0,345 0,217a 0,344, 0,318a

8 0,380a 0,611p 0,307a 0,378a

16 0,367a 0,619 0,352, 0,288a

48 32 0,272a 0,613 0,428n 0,263a
64 0,310a 0,332a 0,536p 0,362a

128 0,375a 0,219a 0,333a 0,377a

Letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05, teste de Tukey) do controle
(cloranfenicol) na mesma concentracdo. Fonte: Elaborado pelo autor.

A nanoparticula livre apresentou um MIC de 64 pg/mL, em 24 e 48 h. Ja o
peptideo livre e o peptideo nanoencapsulado apresentaram MIC na menor
concentracdo, 8 pg/mL, com o peptideo nanoencapsulado ndo apresentando
diferenca estatistica em relacdo ao cloranfenicol em todas as concentragoes.

Nas concentracdes de 32 e 64 ug/mL do peptideo livre, tanto em 24 h
guanto em 48 h, foi observado um aumento da densidade turbidimétrica e
consequente diferenca estatistica em relacéo ao cloranfenicol.

O peptideo livre e o peptideo nanoencapsulado apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05) entre eles apenas na concentracdo de 32 pg/mL, tanto em 24 h
guanto em 48 h (Pag. 94). Nas demais concentracdes ndo apresentaram diferenca

estatistica.

5.2.2 Staphylococcus aureus ATCC 29213

A Tabela 6 resume os resultados obtidos, por meio de analises estatisticas,

em relacdo ao bioensaio de S. aureus ATCC 29213.
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Tabela 6: Valores médios de absorbancia (O.D. 625 nm) obtidos nos ensaios antimicrobianos de
S. aureus ATCC 29213 em 24 he 48h

Concentragdes . i i
) Nanoparticula Peptideo Peptideo
Hora testadas Cloranfenicol ) _
Livre Livre Nanoencapsulado
(Hg/mL)

8 0,277a 0,392y 0,227, 0,2564

16 0,287a 0,388a 0,254a 0,228a

24 32 0,227, 0,502y 0,325, 0,287a
64 0,261a 0,241a 0,358a 0,227a

128 0,302 0,210p 0,249 0,150a

8 0,228 0,433p 0,183a 0,344,

16 0,274a 0,463p 0,200a 0,204a

48 32 0,194 0,618y 0,336a 0,213a
64 0,2224 0,301a 0,312, 0,221a

128 0,241p 0,218p 0,202y 0,123a

Letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05, teste de Tukey) do controle
(cloranfenicol) na mesma concentracédo. Fonte: Elaborado pelo autor.

No ensaio de S. aureus, a hanoparticula de quitosana livre apresentou um
MIC de 64 pg/mL, tanto em 24 h quanto em 48 h. Apesar de ndo apresentar diferenca
estatistica em relacdo ao cloranfenicol na concentracdo de 16 pg/mL em 24 h, a
mesma permitiu o crescimento em 48 h, demonstrando ndo ser a menor concentracao
capaz de inibir efetivamente o crescimento bacteriano.

O peptideo livre e o peptideo nanoencapsulado apresentaram MIC de
8 ug/mL, ndo apresentando diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao
cloranfenicol. O peptideo nanoencapsulado na concentracédo de 128 pug/mL foi melhor
gue o cloranfenicol, apresentando niveis de absorbancia menores e maior inibicdo do
crescimento bacteriano.

O peptideo livre e o peptideo nanoencapsulado apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05) apenas na concentracdo de 64 pg/mL, em 24 h (P4g. 96). Nas

demais concentracdes ndo apresentaram diferenca estatistica significativa.
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5.2.3 Escherichia coli ATCC 25922

A Tabela 7 resume os resultados obtidos, por meio de analises estatisticas,

em relacdo ao bioensaio de E. coli ATCC 25922.

Tabela 7: Valores médios de absorbancia (O.D. 625 nm) obtidos nos ensaios antimicrobianos de E. coli
ATCC 25922 em 24 he 48h

Concentragdes . . ;
) Nanoparticula Peptideo Peptideo
Hora testadas Cloranfenicol ] _
Livre Livre Nanoencapsulado
(ng/mL)

8 0,379a 0,470a 0,265p 0,286a

16 0,367a 0,5204 0,298 0,199

24 32 0,284a 0,495 0,391 0,137y
64 0,301a 0,207p 0,385¢ 0,218p

128 0,389a 0,235p 0,289¢c 0,291

8 0,306a 0,493p 0,230a 0,261a

16 0,287a 0,626n 0,316a 0,267a

48 32 0,238a 0,650n 0,298a 0,226a
64 0,243 0,242, 0,321a 0,217a

128 0,296a 0,244a 0,256a 0,334a

Letras distintas na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05, teste de Tukey) do controle
(cloranfenicol) na mesma concentracédo. Fonte: Elaborado pelo autor.

Em E. coli o MIC da nanoparticula livre foi de 64 pg/mL, tanto em 24 h
guanto em 48 h, superando o efeito do cloranfenicol em relagcdo a inibicdo do
crescimento bacteriano nas 24 h, destacando-se juntamente com o peptideo
nanoencapsulado (64 pg/mL), sendo os melhores tratamentos nessa concentracao.

O peptideo livre apresentou MIC de 8 ug/mL, superando o cloranfenicol nas
concentragdes de 8, 16 e 128 pg/mL, em 24 h. Nas concentragdes de 32 e 64 pug/mL
apresentou um pequeno aumento na absorbancia em 24 h, no entanto em 48 h se
iguala novamente ao controle positivo.

O peptideo nanoencapsulado apresentou MIC em 8 ug/mL. A partir da
concentracdo de 16 pg/mL apresentou efeito inibitério superior ao do cloranfenicol em
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24 h, sendo considerado nas concentracdes de 16 e 32 pg/mL o melhor tratamento
dentre todos.

O peptideo livre e o peptideo nanoencapsulado apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05) nas concentracfes de 16, 32 e 64 ug/mL em 24 h (Pags.97-98),
com o peptideo nanoencapsulado apresentando maior efeito inibitério do crescimento

bacteriano em relacdo ao peptideo livre.

5.3 ANALISE DA ACAO BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICA

Apés determinacdo da menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
bacteriano nos ensaios antimicrobianos, realizou-se o ensaio para analise da acao
bactericida ou bacteriostéatica dos tratamentos em 24 h e 48 h. Foram testadas apenas
as concentracdes a partir do MIC, descrito no tépico 5.2.

As andlises basearam-se no crescimento bacteriano apds 24 h de
exposicao aos tratamentos pelo ensaio antimicrobiano e reposicdo de meio com
nutrientes essenciais para as bactérias. Se elas ainda estivessem viaveis voltariam a
crescer, sendo observado um aumento da absorbancia turbidimétrica. Se estivessem
inviaveis ndo cresceriam mais, apresentando a mesma absorbancia ou entéo valores
ainda menores.

A determinacdo da caracterizacdo da acdo bactericida ou bacteriostatica
foi realizada pela comparagcdo da analise da absorbancia da placa exposta no dia
anterior, bem como da diferenca estatistica (p<0,05) entre 0 mesmo tratamento
exposto na placa anterior (Pags. 99-107). Caso houvesse diferenca estatistica e
observado crescimento, a acdo seria bacteriostatica. Caso ndo houvesse diferenca

estatistica e ndo fosse observado crescimento, seria bactericida.

5.3.1 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Os resultados em relagdo a acgdo bactericida ou bacteriostatica dos

tratamentos para S. epidermidis estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Acao bactericida ou bacteriostatica dos tratamentos em 24 h e 48 h em S. epidermidis ATCC

12228
Concentracédo Nanoparticula  Peptideo Peptideo
Hora (Mg/mL) Cloranfenicol Livre Livre Nanoencapsulado
8 Bacteriostatico = Bactericida Bacteriostatico
16 Bacteriostatico - Bactericida Bacteriostatico
24 32 Bactericida - Bactericida Bactericida
64 Bactericida Bacteriostatico  Bactericida Bactericida
128 Bactericida Bacteriostatico  Bactericida Bactericida
8 Bacteriostatico - Bactericida Bacteriostatico
16 Bacteriostatico - Bactericida Bacteriostatico
48 32 Bactericida - Bactericida Bactericida
64 Bactericida Bacteriostatico  Bactericida Bactericida
128 Bactericida Bacteriostatico  Bactericida Bactericida

(-) N&o corresponde a concentracdo minima inibitéria (MIC = 64 pg/mL) dos ensaios antimicrobianos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O cloranfenicol apresentou acédo bactericida a partir da concentracdo de
32 pg/mL, em 24 h e em 48 h, nas menores concentragdes (8 e 16 pg/mL) foi
bacteriostatico. Ja o peptideo livre apresentou acdo bactericida em todas as
concentracoes, tanto em 24 h quanto em 48 h.

A nanoparticula livre apresentou acéo bacteriostatica, tanto em 24 h quanto
em 48 h. O peptideo nanoencapsulado apresentou 0 mesmo comportamento em 24 h
e 48 h, acdo bacteriostatica nas concentracdes de 8 e 16 pg/mL e bactericida nas

demais.

5.3.2 Staphylococcus aureus ATCC 29213

Os resultados em relacdo a acdo bactericida ou bacteriostatica dos

tratamentos para S. aureus estao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Acdo bactericida ou bacteriostatica dos tratamentos em 24 h e 48 h em S. aureus ATCC

29213
Concentragéo Nanoparticula Peptideo Peptideo
Hora (Hg/mL) Cloranfenicol Livre Livre Nanoencapsulado

8 Bacteriostatico = Bactericida Bactericida
16 Bacteriostatico - Bacteriostatico Bactericida
24 32 Bacteriostatico - Bacteriostatico Bactericida
64 Bactericida Bacteriostatico  Bacteriostatico Bactericida
128 Bactericida Bacteriostatico Bactericida Bactericida

8 Bacteriostatico - Bactericida Bacteriostatico

16 Bacteriostatico - Bacteriostatico Bacteriostatico
48 32 Bacteriostatico - Bacteriostatico Bactericida
64 Bactericida Bacteriostatico  Bacteriostatico Bactericida
128 Bactericida Bacteriostatico  Bacteriostatico Bactericida

(-) N&o corresponde a concentracdo minima inibitéria (MIC = 64 pg/mL) dos ensaios antimicrobianos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O cloranfenicol apresentou 0 mesmo comportamento em 24 h e 48 h, acao

bacteriostatica nas concentragcdes de 8, 16 e 32 ug/mL, nas demais acao bactericida.

A nanoparticula livre apresentou agado bacteriostatica, tanto em 24 h quanto
em 48 h. O peptideo livre, em 24 h, foi bactericida nas concentragbes de 8 e
128 pg/mL. Nas demais concentracfes apresentou efeito bacteriostatico. Em 48 h,
apresentou acdo bactericida apenas na concentracdo de 8 pg/mL, nas demais
concentracdes foi bacteriostatico.

O peptideo nanoencapsulado foi bactericida em todas as concentracdes
em 24 h. Em 48 h foi bacteriostatico nas menores concentracoes, 8 e 16 pg/mL, e

bactericida nas demais.

5.3.3 Escherichia coli ATCC 25922

Os resultados em relacdo a acao bactericida ou bacteriostatica dos
tratamentos para E. coli estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10: Acéo bactericida ou bacteriostatica dos tratamentos em 24 h e 48 h em E. coli ATCC 25922

Hora Concentracao . Nanoparticula Peptideo Peptideo
(Hg/mL) Cloranfenicol Livre Livre Nanoencapsulado
8 Bactericida - Bactericida Bacteriostatico
16 Bactericida - Bactericida Bactericida
24 32 Bactericida - Bactericida Bactericida
64 Bactericida Bacteriostatico Bactericida Bactericida
128 Bactericida Bactericida Bactericida Bactericida
8 Bactericida - Bactericida Bacteriostatico
16 Bactericida - Bactericida Bactericida
48 32 Bactericida - Bactericida Bactericida
64 Bactericida Bactericida Bactericida Bactericida
128 Bactericida Bactericida Bactericida Bactericida

(-) Néo corresponde a concentragao minima inibitéria (MIC = 64 ug/mL) dos ensaios antimicrobianos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O cloranfenicol e o peptideo livre apresentaram efeito bactericida para
E. coli em todas as concentracdes.

O peptideo nanoencapsulado apresentou acdo bacteriostatica apenas na
menor concentracdo em 24 e 48 h, nas demais apresentou efeito bactericida.

A nanoparticula livre, em 24 h, apresentou efeito bacteriostatico na
concentracdo de 64 pg/mL e bactericida em 128 pg/mL. Em 48 h, ambas

concentragdes apresentaram efeito bactericida.

5.3.4 CONCENTRACAO MINIMA BACTERICIDA

A Tabela 11 apresenta, resumidamente, a concentracdo minima
bactericida (MBC) para cada bactéria, relacionada ao cloranfenicol, peptideo Lrot3.6

livre e peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado.
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Tabela 11: Concentracdo minima bactericida (MBC) relacionada ao cloranfenicol, peptideo Lrot3.6 livre
e peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado para as estirpes: S. epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC
29213 e E. coli 25922

Eeizie Cloranfenicol Peptideo livre Peptideo Nanoencapsulado
S. epidermidis 32 pg/mL 8 pg/mL 32 pg/mL
ATCC 12228
S. aureus 64 pg/mL 8 ug/mL 32 pg/mL
ATCC 29213
E. coli ATCC 25922 8 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE in vitro

Para avaliar a toxicidade dos tratamentos realizou-se o ensaio de
citotoxicidade in vitro pelo método de MTT, utilizando como modelo biologico células
HEK293. As analises foram realizadas apés 24 h e 48 h de exposicéo das células ao
peptideo livre, a nanoparticula livre e ao peptideo nanoencapsulado, nas menores
concentracoes, 8 e 16 pg/mL. Foram testadas apenas essas concentragcdes, pois nos
ensaios antimicrobianos o MIC para o peptideo livre e para o peptideo
nanoencapsulado, para todas as bactérias, foi a concentracdo de 8 ug/mL e em ambas
as concentracdes, 8 e 16 pg/mL, houve efeito inibitério para todas as bactérias,
independente se a acao foi bactericida ou bacteriostatica.

Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste de Tukey,
comparando-se todos os tratamentos ao controle negativo, correspondente apenas as
células acrescidas de meio DMEM, proéprio para o crescimento celular. Dessa forma,
a proliferagdo celular das células expostas aos tratamentos foi comparada ao
crescimento normal das células. Os resultados do MTT em 24 h e 48 h estédo

representados nas Figura 13 e Figura 14, respectivamente.
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Figura 13: Resultados do MTT realizado em células HEK293, em 24 horas de exposicdo. Os
tratamentos foram comparados ao controle negativo pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Pep Nano 8: peptideo nanoencapsulado na concentragao
de 16 pg/mL; NP 8: nanoparticula livre na concentracdo de 8 pg/mL; NP 16: nanoparticula livre na
concentragao de 16 pg/mL; PL 8: peptideo livre na concentracdo de 8 pg/mL; PL 16: peptideo livre na
concentragdo de 16 pg/mL; C: controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14: Resultados do MTT realizado em células HEK293, em 48 horas de exposi¢cdo. Os
tratamentos foram comparados ao controle negativo pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Pep Nano 8: peptideo nanoencapsulado na concentragao
de 8 pg/mL; Pep Nano 16: peptideo nanoencapsulado na concentragdo de 16 pg/mL; NP 8:
nanoparticula livre na concentracdo de 8 pg/mL; NP 16: nanoparticula livre na concentracdo de 16
pg/mL; PL 8: peptideo livre na concentracéo de 8 pg/mL; PL 16: peptideo livre na concentracédo de 16
pg/mL; C: controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foi calculada a viabilidade celular a partir do controle como 100%, e assim
se baseou o calculo percentual de viabilidade dos demais grupos (Figura 15 e Figura
16).
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Figura 15: Viabilidade celular relativa as 24 h. Pep Nano 8: peptideo nanoencapsulado na concentragao
de 8 pg/mL; Pep Nano 16: peptideo nanoencapsulado na concentragdo de 16 pg/mL; NP 8:
nanoparticula livre na concentracdo de 8 pg/mL; NP 16: nanoparticula livre na concentracdo de 16
pg/mL; PL 8: peptideo livre na concentracédo de 8 pg/mL; PL 16: peptideo livre na concentragdo de 16
pg/mL; C: controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16: Viabilidade celular relativa as 48 h. Pep Nano 8: peptideo nanoencapsulado na concentracdo
de 8 pg/mL; Pep Nano 16: peptideo nanoencapsulado na concentragdo de 16 pg/mL; NP 8:
nanoparticula livre na concentracdo de 8 pg/mL; NP 16: nanoparticula livre na concentracdo de 16
pg/mL; PL 8: peptideo livre na concentracédo de 8 ug/mL; PL 16: peptideo livre na concentragdo de 16
pg/mL; C: controle. Fonte: Elaborado pelo autor.
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As andlises estatisticas em relagdo ao MTT demonstraram que em
24 h todos os tratamentos apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) em
relacdo ao controle, demonstrando que em um primeiro momento todos influenciaram
a proliferagdo normal de células HEK293. J& em 48 h, apenas o peptideo
nanoencapsulado na concentracdo de 16 pg/mL apresentou diferenca estatistica
(p<0,05) em relagéo ao controle. Os demais tratamentos nao apresentaram diferenca
estatistica (p<0,05), demonstrando nédo alterarem o processo de proliferacéo celular
em células HEK293.

Em relagéo a viabilidade celular, todos os tratamentos em 24 h e 48 h
apresentaram viabilidade celular superior a 50%, sendo os valores de absorbancia em

48 h maiores que 80% na maioria dos tratamentos.
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6 DISCUSSOES

E indispenséavel a busca por novos métodos terapéuticos para o tratamento
de doencas infecciosas, principalmente que sejam capazes de contornar a resisténcia
bacteriana. Nesse contexto, nanoformulacdes baseadas em AMPs oferecem boas
perspectivas para o tratamento de infec¢des bacterianas (SANDRESCHI et al., 2016).

Trabalhos anteriores demonstraram o potencial uso da quitosana como
polimero para encapsulacdo de peptideos antimicrobianos. Piras et al. (2015a)
desenvolveram uma nanoformulacdo contendo nanoparticulas de quitosana para
delivery do peptideo antimicrobiano catibnico RSI, obtendo uma eficiéncia de
encapsulacdo em torno de 98%. Além disso, a quitosana apresenta caracteristicas
vantajosas para ser utilizada como carreador de drogas, como ser biodegradavel,
biocompativel e, ademais, também apresenta efeito antimicrobiano, o que pode
potencializar o efeito da nanoformulacédo, agindo de forma sinérgica (AHMED e
ALJAEID, 2016).

A sintese de nanoparticulas de quitosana realizada neste trabalho foi pelo
método de gelificacdo idnica, que consiste na interagdo eletrostatica (cross-linking)
entre grupos amino da quitosana, carregados positivamente (NHs*), e grupos fosfato
do TPP, carregados negativamente. O ponto isoelétrico da quitosana é 6,5, por isso
seus grupamentos amino se protonam mais facilmente em meio acido, conferindo
assim carga positiva a molécula (AHMED e ALJAEID, 2016). Mattu et al. (2013)
demonstraram que o pH das solu¢des de quitosana influenciam diretamente no
tamanho e formacdo das nanoesferas. Quanto menor o valor do pH da quitosana,
menor o tamanho da particula, ja que as cadeias de quitosana se tornam mais
extensas e disponibilizam melhor o NH3"™ para reticulagdo com o fosfato do TPP.

Piras et al. (2015a) constataram que para a encapsulacdo de peptideos
cationicos em moléculas de quitosana deve-se aumentar o pH da mesma. O aumento
do pH reduz a repulséo entre as cargas da quitosana e do peptideo, ambos catidnicos.
O peptideo interage com o0s grupamentos CHsz da quitosana, por interacfes
hidrofébicas, e o ajuste do pH da solucdo auxilia na neutralizagdo das cargas, sendo
aspecto fundamental para a manutencdo da interacdo entre as moléculas. Dessa

forma, estipulou-se, neste trabalho, o pH da solu¢do de quitosana como 4.
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Os aspectos anteriormente descritos sdo necessarios para se promover
uma efetiva encapsulacédo de peptideos catibnicos em nanoparticulas de quitosana.
Neste trabalho obteve-se uma alta taxa de encapsulacao, de 93,55%. A eficiéncia de
encapsulacao resultante deste trabalho foi em conformidade, e até mesmo superior,
a outros trabalhos que também utilizaram nanoparticulas de quitosana para
encapsulacdo de AMPs. Piras et al. (2015a) obtiveram uma taxa de encapsulacéao de
98% com o peptideo RSI, valor proximo ao alcancado neste trabalho. Por sua vez,
Piras et al. (2015b) obtiveram uma eficiéncia de encapsulacdo de 75% com o peptideo
temporin B, valor inferior ao obtido neste trabalho.

Segundo Singh e Lillard Jr. (2009), o tamanho e sua uniformidade de
distribuicdo sdo parametros importantes quando se utiliza nanoparticulas para entrega
de drogas. Eles sao capazes de determinar a distribuicdo in vivo, a toxicidade e a
capacidade de direcionamento do nanossistema.

As nanoparticulas podem ser sintetizadas de forma a se obter as
caracteristicas ideias de liberacdo para a melhor entrega ou encapsulamento do
agente terapéutico. Entre essas caracteristicas inclui-se o tamanho, que varia de
acordo com a molécula a ser encapsulada (SINGH e LILLARD JR., 2009).

Em relacdo ao tamanho médio das nanoparticulas livres e
nanoestruturadas com o peptideo Lrot3.6 obtidas neste trabalho, 196 nm e 228 nm,
respectivamente, foram semelhantes a resultados alcancados em outros trabalhos de
nanoencapsulacéo de peptideos antimicrobianos (WATER et al., 2015; PIRAS et al.,
2015a; GARCIA-ORUE et al., 2016; CRUZ et al., 2017), em que o tamanho das
particulas variou de cerca de 200 nm a 300 nm.

Além disso, obteve-se uma diferenca significativa (p<0,05) de tamanho
entre a nanoparticula de quitosana livre e nanoencapsulada com o peptideo Lrot3.6.
O aumento do tamanho da nanoesfera € um indicativo de encapsulagédo. Diversos
trabalhos (KATAS et al., 2013; MATTU et al., 2013; PIRAS et al., 2015a; PIRAS et al.,
2015b; ZHANG et al., 2016; DING et al., 2017) que utilizaram nanoparticulas de
qguitosana para nanoencapsulacdo de proteinas e peptideos obtiveram tamanhos
menores para as nanoparticulas livres em relacdo as nanoencapsuladas.

Masarudin et al. (2015) afirmam que o PDI é um valor utilizado para indicar
a uniformidade de distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas, e seu valor varia de
0 a 1. Quanto maior o valor, maior a heterogeneidade de tamanhos da amostra. Os

valores obtidos neste trabalho para o PDI foram valores intermediarios, 0,356 para a
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nanoparticula de quitosana livre e 0,398 para as nanoparticulas nanoestruturadas com
0 peptideo Lrot3.6. Dessa forma, a analise dos valores dos indices de polidisperséo
(PDI) das suspensdes de nanoparticulas sintetizadas neste trabalho indicam que elas
foram polidispersas, apresentando caracteristica bimodal.

O potencial Zeta corresponde a carga superficial das particulas e esta
relacionado a manutencdo da estabilidade das suspensfes coloidais (AHMED e
ALJAEID, 2016). Potenciais Zeta maiores ou menores que +30 mV e -30 mV séo
consideradas suspensdes estaveis e estabilizadas por suas repulsdes eletrostéticas,
evitando assim a aglomeragao (KASPAR et al., 2013). Os valores de potencial Zeta
obtidos para as nanoparticulas de quitosana livres e nanoestruturadas com o peptideo
Lrot3.6 foram maiores que +30 mV, indicando que as suspensdes de nanoparticulas
de quitosana formadas foram estaveis. JA o peptideo Lrot3.6 livre, apresentou
potencial Zeta de +18,7, indicando, dessa forma, ser uma molécula instavel.

Observou-se gue 0s potenciais Zeta das nanoparticulas de quitosana livres
e nanoestruturadas com o peptideo Lrot3.6 ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa em relagdo ao da nanoparticula de quitosana livre. Esse resultado difere
daqueles alcancados por Piras et al. (2015a) e Piras et al. (2015b), que apd6s a
encapsulacdo de peptideos antimicrobianos utilizando nanoparticulas de quitosana
obtiveram valores menores de potencial Zeta, estatisticamente diferentes. Piras et al.
(2015) sugerem que essa mudanca de valor seja devida ao rearranjo conformacional
e de cargas entre o AMP e as nanoparticulas de quitosana. O peptideo interage com
os grupamentos CHs da quitosana, por interagdes hidrofébicas, e o ajuste do pH da
solucédo de quitosana auxilia na neutralizacdo das cargas. Nos referidos trabalhos, o
pH da solucdo de quitosana foi igual a 5, diferente deste trabalho que foi atribuido o
pH 4. Com o pH maior hd uma maior neutralizacédo das cargas e diferente arranjo da
molécula de quitosana durante o processo de gelificacdo idnica. Diferentes arranjos
da quitosana promoverao diferentes formas de interagdo entre as nanoparticulas e o
AMP, o que pode explicar o resultado obtido neste trabalho.

Em relacdo aos ensaios antimicrobianos, a nanoparticula de quitosana livre
apresentou inibicdo do crescimento de todas as bactérias apenas nas maiores
concentracoes, de 64 e 128 pg/mL. Apenas na E. coli apresentou agcao bactericida,
sendo considerada na concentragcdo de 64 pg/mL, em 24 h, um dos melhores
tratamentos, com menores niveis de absorbancia. Em S. aureus e S. epidermidis

apresentaram acdo bacteriostatica. Dyvia et al. (2017) afirmam que para a acao
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antimicrobiana, a quitosana se liga a por¢cbes acidas nos fosfolipidios da parede
celular bacteriana, causando ruptura da célula e alterando a permeabilidade da
membrana para a entrada de substancias no microrganismo. A quitosana também
pode entrar na célula, se ligar ao DNA e causar inibicdo da replicacdo celular,
apresentando, dessa forma, ac&do bacteriostética sobre as bactérias.

Segundo Kong et al. (2010) a atividade antimicrobiana da quitosana em
bactérias gram-positivas difere da acdo em gram-negativas, devido a diferenca
relacionada a composicdo de suas superficies celulares. Em gram-positivas a
quitosana se liga ao LTA e em gram-negativas se liga ao LPS. Chung et al. (2004)
perceberam que a carga negativa das bactérias gram-negativas era superior a carga
das gram-positivas, levando a mais quitosana adsorvida e maior efeito inibitorio contra
gram-negativas. Essas proposi¢cdes podem ser realizadas em relacéo ao efeito das
nanoparticulas de quitosana neste trabalho. Como a nanoparticula livre atuou
decrescendo seus niveis de absorbancia a medida que aumentava sua concentracao,
notou-se neste caso uma relacdo dose-resposta. Isso pode ter acontecido pois, com
0 aumento da concentracédo tem-se o aumento da quantidade de nanoparticulas, e,
consequentemente, ha o0 aumento de grupamentos amino para interagir com os LPS
da membrana gram-negativa, impedindo a entrada de substancias na célula. Isso
explica o efeito bactericida observado apenas em E. coli, Unica bactéria gram-negativa
testada.

O peptideo Lrot3.6 livre, em E. coli e S. epidermidis, apresentou acéo
bactericida em todas as concentracdes, apresentando acdo bacteriostatica apenas
em S. aureus. Observou-se também que houveram concentrac¢des intermediarias em
E. coli e S. epidermidis que apresentaram aumento da absorbancia turbidimétrica e
consequente diferenca estatistica (p<0,05) em relacdo ao cloranfenicol, permitindo o
crescimento bacteriano. Isso pode ser explicado devido a hidrofobicidade do peptideo
Lrot3.6.

Yin et al. (2012) demonstraram que peptideos com a presenca de muitos
aminoéacidos hidrofébicos em sua composi¢cdo possuem uma maior tendéncia a
agregacdao e auto-associacao do que agueles com menos residuos de aminoacidos
hidrofébicos. Essa agregagdo pode comprometer a agdo antimicrobiana dos AMPSs,
por ndo permitir a exposi¢cdo da porcao catibnica dos mesmos, que € fundamental
para a interacdo dos peptideos com a membrana e consequente mecanismo de agao.

Nas menores concentracbes foi percebido efeito inibitério pois ha uma menor
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guantidade de peptideos, dessa forma supBe-se uma menor probabilidade de
associacdo. Em contrapartida, maiores concentracdes também favoreceram os efeitos
inibitorios, pois ha uma grande quantidade de peptideos que podem recobrir a
membrana e agir bem mais rapidamente em relagdo a ruptura da membrana celular.
Como explica o modelo de carpete, em que os peptideos interagem eletrostaticamente
com a célula e inserem-se paralelamente na superficie da membrana como um tapete.
Micelas peptidicas complexadas com componentes da membrana (LTA para gram-
negativas e LPS para gram-negativas) agem como um detergente que perturba a
estrutura da bicamada lipidica. Como resultado, h4d a formacdo de poros na
membrana, causando lise abrupta de bactérias, e consequente efeito bactericida
(KANG et al., 2014). No entanto, testes adicionais devem ser realizados para afirmar
categoricamente essa hipotese.

O peptideo Lrot3.6 nanoencapsulado, para S. epidermidis, apresentou um
MIC de 8 pg/mL e diferiu estatisticamente (p<0,05) do peptideo livre na concentragédo
de 32 pg/mL, em que o peptideo livre ndo apresentou inibicdo do crescimento
bacteriano e o peptideo nanoencapsulado demonstrou inibicdo do crescimento
bacteriano. Isso pode ser explicado devido a liberacéo prolongada do peptideo, o que
também explica sua agdo bacteriostatica em 8 e 16 pg/mL. O perfil de liberacdo
depende da solubilidade e difusdo na matriz polimérica da quitosana. Além disso,
devido ao fato das nanoparticulas deste trabalho se tratarem de polieletrolitos, a taxa
de liberacao pode ser influenciada por interacdes i6nicas entre o peptideo Lrot3.6 e
compostos do meio de cultura dos testes in vitro (SINGH e LILLARD JR., 2009).

Em S. aureus, o peptideo nanoencapsulado ndo diferiu estatisticamente do
peptideo livre na maioria das concentracdes. No entanto, apresentou acéo bactericida
em todas as concentragdes em 24 h, e a partir de 32 pg/mL em 48 h, em detrimento
a acao bacteriostatica do peptideo Lrot3.6 livre. Isso € um indicio de liberacéo
prolongada do peptideo, com liberacdo de quantidades suficientes de peptideo para
acao antimicrobiana ao longo do tempo. A acdo bactericida € importante em casos
especificos, como em casos graves de bacteremia por S. aureus (KASPER e FAUCI,
2015).

Em relacdo a E. coli, a nanoencapsulagcdao demonstrou otimizacdo dos
efeitos antimicrobianos, apresentando diferencgas significativas (p<0,05) em relagéo
ao peptideo livre nas concentracfes de 16, 32 e 64 ug/mL em 24 h, com o peptideo

nanoencapsulado apresentando maior efeito inibitério do crescimento bacteriano.



77

Esses resultados corroboram com outros trabalhos de AMPs nanoencapsulados,
como Water et al. (2015) e Cruz et al. (2017), em que o peptideo nanoencapsulado foi
mais eficiente que o peptideo livre. Chung et al. (2004) demonstrou em seu estudo
gue as bactérias gram-negativas se sobressaem em relacdo aos efeitos
antimicrobianos da quitosana, devido a maior carga negativa e, por isso, maior
facilidade de apresentarem quitosana adsorvida em sua superficie. Esse fato, somado
ao efeito antimicrobiano do peptideo Lrot3.6, indica um provavel efeito sinérgico entre
a quitosana e o AMP, e explica a otimizagao dos efeitos antimicrobianos. Apresentou
acado bacteriostatica apenas em 8 pg/mL, talvez por nao ter liberado a quantidade ideal
de peptideo necessaria a acao bactericida nas 48 h analisadas.

Os primeiros resultados do peptideo Lrot3.6 nanoestrutrado em
nanoparticulas de quitosana em relacdo a E. coli mostraram-se satisfatorios,
demonstrando ser uma potencial nanoformulacdo para combate a essa bactéria, que
esta na lista de bactérias em crise em relacao a resisténcia bacteriana, e necessidade
de producéo e desenvolvimento de novos medicamentos (WHO, 2017).

Quanto ao efeito citotoxico em células HEK293, percebeu-se que nas
primeiras 24 h de exposicdo todos os tratamentos diferiram estatisticamente do
controle (p<0,05), demonstrando que em um primeiro momento todos o0s tratamentos
promoveram a diminuicdo da proliferacdo celular. Em 24 h, mesmo apresentando
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle, as células apresentaram
viabilidade celular préxima ou superior a 60% em todos os tratamentos. Em relacdo a
nanoparticula livre e peptideos nanoencapsulados, o pH inicial estava acido, 5,6, o
que pode explicar essa diminui¢cao da proliferacao celular.

Em 48 h, apenas o peptideo nanoencapsulado na concentracdo de
16 pg/mL diferiu estatisticamente do controle (p<0,05), os demais grupos nao
apresentaram diferenca estatistica, com viabilidade superior a 80%. Ao final das 48 h
0 pH dos tratamentos subiu de 5,6 para 8, tornando-se basico. Junior (2010) afirma
gue quando as células vao iniciar o processo de proliferacdo celular,
caracteristicamente o pH citoplasmatico torna-se alcalino. Dessa forma, 0 aumento do
pH das solucbes e visivel aumento da viabilidade em 48 h demonstram que os
tratamentos ndo foram citotéxicos, permitindo a proliferagdo normal das células em
48 h. Nas primeiras 24 h estavam iniciando o aumento do pH e rearranjo das
condicOes fisioldgicas ideais para a proliferacédo celular, dessa forma demonstraram

um decréscimo na viabilidade celular, no entanto, ainda acima de 50% em todos os
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tratamentos. No entanto, teste adicionais devem ser realizados para analise do efeito
dos tampdes utilizados tanto no MTT quanto ao tamp&o de diluicdo do peptideo.

Os resultados obtidos em relacdo a formulacdo do peptideo Lrot3.6
nanoencapsulado em nanoparticulas de quitosana, produzida neste trabalho,
demonstraram que a nanoencapsulacdo de AMPs pode ser uma alternativa
promissora para o combate a infeccfes bacterianas. No geral, apesar do peptideo
Lrot3.6 apresentar maiores MBCs em relacdo ao peptideo Lrot3.6 livre, percebeu-se
com 0s ensaios antimicrobianos que a interagao entre o AMP e a nanoesfera parece
ter diminuido a agregacdo dos peptideos, visto que a nanoformulagdo apresentou
atividade em concentracdes intermediarias em detrimento ao peptideo livre (S.
epidermidis, nas concentracOes de 32 e 64 pug/mL, em 24 h e 48 h, e E. coli nas
concentracbes de 32 e 64 pg/mL, em 24 h), demonstrando uma vantagem da
nanoformulagcdo em relacdo ao peptideo Lrot3.6 livre.

Corroborando com Yadav et al. (2011), a formulacdo produzida neste
trabalho apresentou diversas vantagens em relacdo aos medicamentos usuais: amplo
espectro de acado; garantiram a atividade antimicrobiana do peptideo Lrot3.6 durante
0S ensaios; diminuiu a agregacdo do peptideo; permitiu uma liberacdo prolongada;
indicou a ocorréncia de efeito sinérgico com a quitosana; e nao foi citotéxico, na menor
concentracdo (8 ug/mL) apds 48 h de exposicao.

Além dessas caracteristicas, observadas nos bioensaios in vitro realizados
neste trabalho, sabe-se que existem muitas limitacbes em relacdo ao uso de AMPs
como formulagdes terapéuticas, a maioria relacionada a sua biodisponibilidade. Entre
elas estd sua fraca estabilidade, sujeitos a ocorréncia de hidrélise e protedlise,
inativacdo em alguns fluidos biolégicos e curta vida util no sistema circulatério
(BRANDELLI, 2012; SANDRESCHI et al., 2016). A nanoencapsulacdo de AMPs
permite a superacdo desses problemas relacionados a utilizacdo dessas moléculas
sozinhas in vivo. Dessa forma, o nanossistema desenvolvido neste trabalho podera
ser de extrema importancia para mais ensaios in vitro e futuros ensaios in vivo, uma
vez que o peptideo Lrot3.6 livre pode estar sujeito a degradacdo enzimatica, baixa
permeabilidade em tecidos e fraca estabilidade, estando sujeito a agregacao e auto-
associagdo, e a encapsulacdo permitirhA a protecdo da molécula, sendo,

possivelmente, uma das principais vantagens da encapsulagéo do peptideo in vivo.



79

7 CONCLUSOES

O nanossistema produzido neste trabalho demonstrou ser uma promissora
alternativa para melhoria da atividade de AMPs, segundo resultados alcancados em
ensaios in vitro.

Os parametros utilizados para a sintese de nanoparticulas de quitosana
neste trabalho foram bem estabelecidos, conseguindo-se particulas em conformidade
com a literatura, cerca de 200 nm, potencial Zeta maiores que +30 mV e uma alta taxa
de encapsulacéo, de 93,55%.

Em relacdo aos ensaios antimicrobianos, o peptideo Lrot3.6 livre
demonstrou ser muito eficiente, com MIC de 8 ug/mL para todas as bactérias testadas.
A nanoparticula livre também apresentou efeito antimicrobiano, com MIC de 64 pg/mL
para todas bactérias testadas.

A nanoencapsulacdo do peptideo favoreceu principalmente a inibicdo do
crescimento de E. coli, bactéria em que o tratamento mais se destacou e demonstrou
otimizacdo do efeito antimicrobiano em relacdo ao peptideo livre e possivel efeito
sinérgico entre a quitosana e o peptideo Lrot3.6. Também favoreceu a acédo contra
S. aureus, em que foi possivel perceber acdo bactericida em detrimento a acgéo
bacteriostatica do peptideo livre em algumas concentracdes. No geral, observou-se
também a liberacéo prolongada do peptideo em até 48 h.

O nanossistema ndo foi citotéxico apdés 48 h de exposicdo, e nas
concentracfes em que apresentou MIC nos ensaios antimicrobianos, 8 ug/mL, tanto
o peptideo livre quanto o nanoencapsulado apresentaram quase 90% de viabilidade,
demonstrando ser uma promissora formulacdo contra bactérias gram-positivas e

gram-negativas.
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8 PERSPECTIVAS

Os primeiros resultados em relacdo a nanoencapsulagdo do peptideo
Lrot3.6 em nanoesferas de quitosana demonstraram-se satisfatorios, apresentando
atividade a baixas concentracdes, efeito prolongado e baixa toxicidade. Dessa forma,
torna-se importante a continuacdo dos estudos, com mais ensaios in vitro e,
principalmente, com ensaios in vivo para determinacédo da dindmica de interagao
dessa nanoformulagédo com os fluidos bioldgicos.

Além disso, devem ser realizados estudos para a melhor compreenséo da
interacdo entre o peptideo Lrot3.6 e as nanoparticulas de quitosana, utilizando
modelagem computacional, para que haja, dessa forma, a possibilidade de producéo

de uma nanoformulag&o biocompativel para o combate a infec¢des bacterianas.
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APENDICES

APENDICE A — Gréficos representando as andlises estatisticas relacionadas ao
tamanho e potencial Zeta das nanoparticulas de quitosana livre e estruturadas com o
peptideo Lrot3.6.
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*Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste t. Pep Nano: Peptideo
Nanoencapsulado. NP livre: Nanoparticula de quitosana livre.
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APENDICE B — Gréficos representando as andlises estatisticas relacionadas aos

ensaios antimicrobianos de S. epidermidis ATCC 12228, nas concentra¢fes de 8, 16,

32,64 e 128 ug/mL, em 24 h e 48 h.
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey. PL:

peptideo livre; NP: nanoparticula de quitosana livre; Pep Nano: peptideo nanoencapsulado.
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey. PL:

peptideo livre; NP: nanoparticula de quitosana livre; Pep Nano: peptideo nanoencapsulado.
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APENDICE C - Gréficos representando as andlises estatisticas relacionadas aos

ensaios antimicrobianos de S. aureus ATCC 29213, nas concentrac¢des de 8, 16, 32,

64 e 128 pg/mL, em 24 h e 48 h.
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey. PL:

peptideo livre; NP: nanoparticula de quitosana livre; Pep Nano: peptideo nanoencapsulado.
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey. PL:

peptideo livre; NP: nanoparticula de quitosana livre; Pep Nano: peptideo nanoencapsulado.



APENDICE D - Gréficos representando as andalises estatisticas relacionadas aos
ensaios antimicrobianos de E. coli ATCC 25922, nas concentragdes de 8, 16, 32, 64

e 128 ug/mL, em 24 h e 48 h.
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey. PL:

peptideo livre; NP: nanoparticula de quitosana livre; Pep Nano: peptideo nanoencapsulado.
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey. PL:

peptideo livre; NP: nanoparticula de quitosana livre; Pep Nano: peptideo nanoencapsulado.



99

APENDICE E — Gréficos representando as andlises estatisticas relacionadas
aos ensaios para avaliagdo bactericida/bacteriostatica de S. epidermidis ATCC
12228, nas concentracdes de 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL, em 24 h e 48 h.
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S.epidermidis 24 h - 32 gg/mL
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Absorbancia (625 nm)
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey.
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APENDICE F — Graficos representando as andlises estatisticas relacionadas aos

ensaios para avaliacdo bactericida/bacteriostatica de S. aureus ATCC 29213, nas
concentracdes de 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL, em 24 h e 48 h.
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey.
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APENDICE G — Gréficos representando as analises estatisticas relacionadas aos

ensaios para avaliacdo bactericida/bacteriostatica de E.

coli 25922, nas

concentracdes de 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL, em 24 h e 48 h.
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Absorbancia (625 nm)
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* Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos pelo teste de Tukey.
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