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RESUMO 
 

O sistema ParE-ParD é um sistema toxina-antitoxina (TA) onde ParE atua como a 

toxina e ParD a antitoxina. ParE tem comprovada atividade de inibição do sítio 

catalítico das enzimas DNA girase e Topoisomerase IV (Topo IV), sendo esta uma 

atividade que pode ser aproveitada para fins terapêuticos. ParELC3, um peptídeo 

derivado à ParE também apresenta esta habilidade de inibição enzimática in vitro, 

contudo, experimentos também comprovam a dificuldade de permeabilidade e alta 

complexidade estrutural que este material apresenta, o que pode ser um problema 

para sua aplicação para fins terapêuticos. Assim, com a intenção de viabilizar o 

potencial biotecnológico deste peptídeo, foi feita sua incorporação em lipossomas 

compostos majoritariamente por ramnolipídeos. Este biotensoativo, produzido pela 

rota fermentativa da Pseudomonas aeruginosa, foi selecionado por ser considerado 

“sustentável”, ter atividade antimicrobiana intrínseca e ainda ser pouco empregado 

para fins nanotecnológicos. Ensaios de caracterização físico-química e morfológica, 

via espalhamento de luz dinâmica (DLS), microscopia eletrônica e transmissão 

(MET) e microscopia eletrônica de transmissão-crio (MET- Crio) dos lipossomas 

foram realizados e comprovou-se a formação de bicamadas unilamelares. Ensaios 

de eficiência de encapsulação mostraram que os sistemas lipossomais incorporaram 

entre 44 e 61% de ParELC3. Em relação à atividade antimicrobiana, as versões de 

ParELC3 incorporado nos lipossomas de ramnolipídeos foram mais eficientes frente 

a E. coli e S. aureus quando comparados à atividade antimicrobiana de ParELC3 

livre. Realizou-se estudos de estabilidade e de liberação prolongada do sistema 

lipossomal, e comprovou-se que os lipossomas prolongam a liberação de ParELC3, 

mantendo a estabilidade média dos mesmos por até 20 dias. Mostrou-se que na 

concentração dos experimentos, os lipossomas compostos de ramnolipídeos não 

são tóxicos para células HepG2, assim como o peptídeo ParELC3 livre. Acredita-se 

que com o lipossoma obtido com ParELC3 pode ser utilizado no combate às 

infecções bacterianas. 

 

Palavras chave: peptídeos. sistema toxina-antitoxina. ramnolipídeos. lipossomas. 

atividade antimicrobiana. 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

ParE-ParD system is a toxin-antitoxin (TA) system where ParE acts as a toxin and 

ParD as an antitoxin. ParE can inhibit the catalytic sitium of DNA gyrase and 

Topisomerase IV (Topo IV) enzymes, which can be useful for pharmaceutics 

applications. ParELC3, an analogue peptide from ParE also has this in vitro 

enzymatic inhibition ability, but, has also a permeability difficult and high structural 

complexity, which can be a problem for its therapeutical application. So, pretending 

to use the biotechnological potential of this peptide, its internalization in liposomes 

composed mainly by rhamnolipids was proposed. This biosurfactant, produced by the 

fermentative route of Pseudomonas aeruginosa, was selected for being considered 

"sustainable", for its intrinsic antimicrobial activity and low toxicity, in addition to not 

being employed for nanotechnological experiments. Physic-chemistry and 

morphological characterization assays were done by dynamic light scattering (DLS), 

transmission electronic microscopy (TEM) and transmission electronic microscopy – 

Cryo (TEM – Cryo), then, bilayers production was comproved. Encapsulation 

efficiency tests showed that liposomal systems can incorporate efficiently between 44 

e 61% of ParELC3. In relation to the antimicrobial activity, versions of internalized 

ParELC3 into liposomes composed mainly by rhamnolipids were more efficient than 

compared to antimicrobial activity for free ParELC3, both for E coli and S aureus 

bacterias representers. In function of these promising results, was proposed to do 

stability and drug release assays, and results showed that liposomes prolonged the 

ParELC3 liberation and them average stability is around 20 days. The results still 

showed that at the concentration tested, liposomes constituted mainly by 

rhamnolipids are not toxic to HepG2 cells, neither for ParELC3 peptide. We believe 

that these systems, where liposomes are encapsulated with ParELC3, can be used 

against bacterial infections. 

 

Key words: peptides. toxin-antitoxin systems. rhamnolipids. liposomes. 

antimicrobian activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A resistência aos antimicrobianos constitui hoje um dos maiores desafios da 

medicina e das indústrias farmacêuticas (KHAN; SIDDIQUI, 2012; FAIR; TOR, 2014; 

MARTÍNEZ; BAQUERO, 2014). O combate a doenças provocadas por infecções 

microbianas vem sendo o objetivo de muitos estudos e isso ocorre, em grande parte, 

pelo surgimento de microrganismos multirresistentes aos medicamentos existentes 

no mercado (LOHNER; STAUDEGGER, 2001). 

A resistência aos antimicrobianos, um fenômeno natural, está relacionada à 

existência de diferentes mecanismos bioquímicos que inibem a ação dos 

antimicrobianos (LORENZÓN, 2015). Os mecanismos descritos hodiernamente na 

literatura seriam: mutações, que resultam em modificações no material genético dos 

microrganismos; transferência de genes, causada por mecanismos de transdução, 

transformação e conjugação de elementos genéticos como plasmídeos e 

transposons (CUNHA, 1998; MARTINEZ, 2012); ou ainda, um mecanismo que vem 

sendo estudado mais recentemente, que seria a persistência bacteriana, fenômeno 

que está diretamente ligado à sistemas Toxina-Antitoxina presentes em bactérias 

patogênicas e pode conferir à elas tolerância temporária a antibióticos (WANG; 

WOOD, 2011; YAMAGUCHI et al., 2011). 

Segundo estimativas, até 2050 serão atribuídas à resistência antimicrobiana 

cerca de 10 milhões de mortes por ano (O’ NEIL, 2014). Além disso, o cenário atual 

demonstra que estamos inseridos em uma era pós-antibióticos, já que o número de 

novos antibióticos no mercado diminuiu significativamente nos últimos anos 

(LUEPKE et al., 2017), sendo que na década de 2000 somente dez novas entidades 

de fármacos foram aprovadas, o que fez com que a Organização Mundial de Saúde 

(OMS) incluísse os agentes antimicrobianos na lista de medicamentos prioritários 

para o mundo (KAPLAN et al., 2013). 

Assim, é de vital importância a busca por substâncias naturais ou sintéticas que 

exibam atividades antimicrobianas específicas e, acima de tudo, que sejam 

resistentes aos microrganismos patogênicos que existem na atualidade, além de 

prezar pela baixa toxicidade, seletividade e qualidade de vida do futuro consumidor.  

Neste contexto, as toxinas encontradas em organismos vivos são uma grande 

promessa para alcançar estes objetivos. Dentre estas toxinas, a proteína bacteriana 

ParE (JOHNSON et al.,1996), que exerce sua função citotóxica sobre um grupo de 
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enzimas denominado topoisomerases, constitui um exemplo importante da riqueza 

química e biológica para o desenvolvimento de novas estratégias no desenho de 

potenciais agentes antimicrobianos que podem vir a complementar a ação dos 

antibióticos já existentes (CUDIC et al., 2002). 

 

1.1 Topoisomerases 
 

 

As topoisomerases constituem um grupo de enzimas que se tornou alvo 

efetivo para vários agentes terapêuticos. Tais enzimas estão presentes em todos os 

tipos de células e catalisam mudanças topológicas no DNA, imprescindíveis ao 

metabolismo e, portanto, para a viabilidade celular (WANG,1985).  

Estas enzimas, com base em seus mecanismos de ação, podem ser divididas 

em subfamílias. As topoisomerases do tipo I, que agem catalisando a quebra 

transitória de uma das fitas do DNA e as do tipo II que catalisam a quebra 

simultânea das duas fitas do DNA, reunindo-as posteriormente.  

A DNA girase é um clássico representante das topoisomerases do tipo II, 

descoberta em Escherichia coli por GELLERT e colaboradores em 1976, e 

diferentemente das demais topoisomerases, é a única capaz de introduzir super-

hélices negativas no DNA (GELLERT et al.,1976; MAXWELL, 1997), e na ausência 

de ATP é capaz de relaxar negativamente o DNA plasmidial superenovelado 

(MAXWELL, 1997). Esta enzima desempenha um papel essencial para os passos de 

iniciação e elongação durante a replicação do DNA, assim como também para os 

processos de condensação e segregação, sendo, portanto de fundamental 

importância para a manutenção celular.  

O estudo das topoisomerases se expandiu nos campos da farmacologia e 

medicina clínica por meio da identificação da DNA girase bacteriana como alvo para 

antibióticos e algumas toxinas. A DNA girase é encontrada em todas as bactérias e 

ausentes em eucariotos. Mais especificamente, é uma enzima homóloga às 

topoisomerases II de células eucarióticas, diferindo destas, em relação à sua região 

de interação com o DNA (LEVINE et al., 1998). Daí sua importância como alvo para 

agentes antimicrobianos, já que esta diferença permite uma ótima toxicidade seletiva 

para microrganismos. 
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Posteriormente, Kato e colaboradores descobriram um homólogo da DNA 

girase, a topoisomerase IV (Topo IV), capaz de relaxar o supernovelamento do DNA, 

facilitando, assim, os processos de replicação e transcrição (KATO et al, 1990; 

KATO et al, 1992). Apesar da semelhança estrutural e do mecanismo catalítico, as 

enzimas diferem em uma maneira fundamental: DNA girase, durante sua ação, 

envolve o DNA em torno de si, enquanto a topoisomerase IV não (PENG; MARIANS, 

1995). 

As perspectivas para o desenvolvimento de novos fármacos com ação 

antibacteriana incluem o estudo aprofundado da ação das proteínas naturais 

produzidas por microrganismos, incluindo as que têm como alvo a DNA girase, e 

mais recentemente a Topo IV, dentre as quais se encontra a toxina ParE, que 

conjuntamente à antitoxina ParD, constitui o denominado sistema toxina-antitoxina 

ParE-ParD.  

 

1.2 Sistema Toxina-Antitoxina (TA) 
 

Amplamente difundidos em organismos procarióticos, os sistemas toxina-

antitoxina (TA) são importantes módulos genéticos formados, geralmente, por dois 

elementos, sendo eles uma toxina e uma antitoxina (YAMAGUCHI et al, 2011). Em 

células que exibem crescimento normal, a toxina é normalmente neutralizada pela 

antitoxina. Contudo, em várias condições de estresse, as antitoxinas são 

rapidamente degradadas por proteases ou RNases, dependendo da sua natureza, 

deixando, dessa forma, as toxinas livres para agirem sobre seus alvos com 

consequente interferência em processos celulares fundamentais, como a replicação 

do DNA, tradução e produção de ATP (HAYES, 2003; BARBOSA et al., 2014; 

MASUDA; INOUYE, 2017).  

Os sistemas TA foram descobertos inicialmente em plasmídeos como um 

mecanismo de manutenção destes fragmentos de DNA extracromossomais, 

processo denominado de morte pós-segregacional, ou morte celular programada 

(Figura 1). Posteriormente, também foram encontrados nos cromossomos de 

bactérias e arqueobactérias, atuando em outros eventos celulares importantes, tais 

como, a formação de biofilmes, proteção contra bacteriófagos, reparação do DNA 
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cromossomal e resposta a condições adversas (PAGE; PETI, 2016; BUSTAMANTE; 

IREDELL, 2017). 

No caso do processo de morte celular programada, os sistemas TA exercem 

uma função essencial na manutenção dos plasmídeos, em virtude da sua 

capacidade em matar ou inibir o crescimento de uma célula filha que não recebe 

uma cópia do plasmídeo durante o processo de divisão celular (PANDEY; GERDES, 

2005). Após a divisão celular, cada célula filha deverá herdar alguns dos complexos 

toxina-antitoxina do citoplasma. Se uma célula filha não herda uma cópia do 

plasmídeo, a síntese da antitoxina não é mais possível (WILBAUX et al., 2007). Por 

ser menos estável, a antitoxina é degradada, resultando na liberação da toxina, que 

ficará livre para agir no seu alvo e exercer a sua função, inibindo um determinado 

processo celular, consequentemente levando a célula à morte (Figura 1). 

 

Figura 1 – Representação esquemática  do mecanismo de morte pós-segregacional 

 

 
 

 
Fonte: Adaptado de Buts et al. (2005).  
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Assim, os módulos TA podem ser compreendidos basicamente como 

entidades genéticas que regulam o crescimento celular em procariotos. 

Um exemplo de sistema TA é o sistema ParE/ParD, identificado no plasmídeo 

RK2 de uma gama de procariotos, sendo ParE (103 aminoácidos) a toxina e ParD 

(83 aminoácidos) a antitoxina (Figura 2). ParE tem sua atividade neutralizada pela 

ação de ParD. ParE apresenta atividade citotóxica no processo de replicação do 

DNA, por interferir na ação da DNA girase, possivelmente interagindo com uma das 

subunidades da enzima, estabilizando o denominado “complexo clivável” (JIANG et 

al., 2002).  

Neste sentido, o desenho racional e a síntese química de derivados de ParE, 

estruturalmente mais simples, surgiu como um meio alternativo, na obtenção de 

moléculas modelo para estudos de interação com a DNA girase, além de poderem 

servir como um caminho para o desenvolvimento de novos derivados peptídicos que 

possuam como alvo as DNA topoisomerases bacterianas. 

 

Figura 2 - Estrutura primária de ParE e de ParD de Escherichia coli (plasmídeo RK2) 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora 

 

Desta forma, uma série de peptídeos derivados desta proteína tem sido 

desenhados e sintetizados quimicamente com a finalidade de se obter o melhor 

derivado com potencial atividade inibitória sobre a DNA girase (BARBOSA et al., 

2012). Resultados promissores foram obtidos em termos de inibição da atividade 

desta enzima. In vitro, os valores de concentração para inibição total (IC100) foram 

entre 10 e 25 µmol.L-1 para o peptídeo denominado ParELC3, porém ensaios in vivo 
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foram insatisfatórios, basicamente devido à baixa permeabilidade da membrana 

celular bacteriana a estes peptídeos (BARBOSA et al., 2012). 

Dada esta dificuldade, a encapsulação destes peptídeos em sistemas 

carreadores, tal como lipossomas, poderia ajudar a superar a baixa permeabilidade 

da membrana, integrando-se a ela, de tal forma a permitir o transporte dos peptídeos 

ao interior da célula e facilitar a acessibilidade destas moléculas ao seu alvo 

intracelular. 

 

1.3 Lipossomas e a encapsulação de substâncias 
 

Os lipossomas são estruturas vesiculares e microscópicas formadas, 

basicamente, por fosfolipídios organizados em bicamadas concêntricas que 

circundam compartimentos aquosos. Os lipossomas podem conter uma única 

bicamada lipídica ou bicamadas múltiplas em torno do compartimento aquoso 

interno e, portanto, são classificados em unilamelares e multilamelares, 

respectivamente (FRÉZARD et al., 2005). Quanto ao tamanho, as vesículas 

unilamelares podem ser pequenas ou grandes, sendo caracterizadas como 

lipossomas unilamelares pequenos - SUV (small unilamellar vesicles) e lipossomas 

unilamelares grandes - LUV (large unilamellar vesicles). 

De uma forma bem geral, podem ser obtidos a partir de qualquer substância 

anfifílica formadora de fase lamelar. Isso ocorre quando a parte hidrofóbica desta 

substância entra em contato com algum solvente polar. Para buscar o equilíbrio e 

recuperar sua estabilidade química, esta substância passa a se reorganizar em uma 

bicamada de modo a evitar que suas partes hidrofóbicas entrem em contato com o 

dado solvente.   

Devido às suas propriedades anfifílicas, os lipossomas podem incorporar 

tanto substâncias hidrofílicas como lipofílicas, sendo que as primeiras ficam no 

compartimento aquoso e as lipofílicas inseridas ou adsorvidas nas lamelas (CEVC et 

al., 2002; CEVC, 2004; EL MAGHRABY et al., 2008) (Figura 3).  

Além disso, são sistemas altamente versáteis, pois suas propriedades físicas 

e químicas podem ser alteradas de acordo com requisitos farmacêuticos e 

farmacológicos, de modo a permitir o direcionamento específico e a liberação 

progressiva e controlada de um fármaco encapsulado (EDWARDS; BAEUMNER, 
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2006). Devido a esta versatilidade estrutural, os lipossomas se tornaram potentes 

carreadores para vários tipos de terapias, aumentando a eficácia em relação a 

outras formas farmacêuticas e reduzindo os efeitos tóxicos dos fármacos (BATISTA, 

et al., 2007).  

 

Figura 3 - Esquema de um lipossoma e os locais de incorporação de substâncias 

 

 

Fonte: Modificado de http://www.reemazeineldin.com/Liposome.html 

  

 

        Nas últimas décadas tem-se presenciado uma verdadeira revolução no 

emprego de lipossomas nas áreas de farmacologia, biotecnologia e medicina, 

conduzindo a produtos de uso clínico e veterinário, além de outras inúmeras novas 

aplicações (SANTOS; CASTANHO, 2002). Os lipossomas são muito utilizados para 

prolongar o tempo de permanência dos fármacos no organismo, além de garantir 

maior estabilidade e eficácia destes compostos (CEVC; BLUME; 1992).  

         Dentre as principais funções deste material de escala nanométrica, destaca-se 

sua capacidade de aumentar a permeabilidade e o efeito de retenção do material 

encapsulado (SANTOS; CASTANHO, 2002; ZUCKER et al., 2009; ELOY et al., 

2014). 

Neste contexto, peptídeos biologicamente ativos, especialmente os inibidores 

de topoisomerases, encapsulados em lipossomas desenvolvidos com formulação 
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adequada, além de estarem protegidos da ação de proteases quando em meio 

biológico, poderia superar a baixa permeabilidade da membrana bacteriana, 

entrando na célula por rotas endocíticas ou por processos fusogênicos, facilitando 

desta forma, a acessibilidade destes peptídeos ao seu alvo intracelular. 

 

1.4 Ramnolipídeos 
 

Tensoativos são moléculas anfipáticas com uma parte hidrofílica e outra 

hidrofóbica, podendo ser sintéticos, obtidos a partir de sínteses químicas, ou 

naturais, produzidos por microrganismos (biosurfactantes). 

Os biotensoativos constituem uma classe de compostos tensoativos que são 

produzidos a partir de organismos vivos, podendo ser encontrados em superfícies de 

células microbianas ou excretados extracelularmente (SOUSA et al., 2014). 

Estes compostos são alternativos aos tensoativos sintéticos, apresentando 

inúmeras vantagens especiais em relação a estes, como biodegrabilidade, baixa 

toxicidade, maior taxa de redução de tensão superficial, solubilidade em água 

alcalina, estabilidade térmica, estabilidade quanto a valores extremos de pH, 

produção a partir de substratos renováveis e a capacidade de modificação estrutural 

através da engenharia genética ou técnicas bioquímicas (BANAT et al., 2000). 

Para a indústria, estes materiais têm propriedades interessantes como 

capacidade emulsificante, espumante e umectante e apresentam uma alternativa 

promissora e interessante do ponto de vista ambiental (LOVAGLIO et al., 2011a; 

SOUSA et. al., 2014). 

Os biotensoativos são capazes de formar diversas estruturas tais como 

micelas, vesículas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares, entre outras 

(CHAMPION et. al., 1995). 

Os principais tipos de tensoativos podem ser divididos em glicolipídios, 

fosfolipídios, lipossacarídios, lipopeptídios, ácidos graxos e lipídios neutros 

(BOGNOLO, 1999; MULLIGAN et al., 2001). Os glicolipídios são definidos como 

hidróxi-ácidos graxos ligados a uma molécula de açúcar através de uma ligação 

glicosídica, enquadrando nessa classe somente os raminolipídeos (HOLMBERG, 

2001). 
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Os ramnolipídeos são um dos mais importantes representantes da classe de 

biotensoativos produzidos por microrganismos (HABA et al., 2014), fazem parte da 

família dos glicolipídeos, não apresentam fosfato na sua composição química e são 

mais frequentemente produzidos por processos fermentativos de Pseudomonas 

aeruginosa.  

Pseudomonas aeruginosa é uma linhagem bem estudada e produtora, 

principalmente, de monoramnolipídeos do tipo Rha-C10 e Rha-C10-C10 e 

diramnolipídeos do tipo Rha2-C10 e Rha2-C10-C10 (LANG; WAGNER, 1987) (Figura 

4). 

 

Figura 4 - Estrutura dos quatro principais ramnolipídeos produzidos por Pseudomonas 
aeruginosa 

 

 

Fonte: LANG; WAGNER, (1987) modificado 

 

Estes biotensoativos apresentam crescente interesse por parte da 

comunidade científica devido às suas propriedades físico-químicas e tensoativas 
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que lhes conferem um amplo espectro de aplicação, incluindo áreas como a 

biorremediação, recuperação terciária do petróleo, aditivos em alimentos, fármacos 

(antimicóticos e antibióticos), medicina, produtos de limpeza e cosméticos. 

(HENKEL, et al., 2012). 

No caso da medicina, acredita-se que os ramnolipídeos provocam  dificuldade 

à formação posterior de filmes bacterianos gerados por Staphylococcus aureus, 

Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis, que são patógenos, normalmente 

associados a alimentos. Segundo Gomes e Nitschke (2012), tais metabólitos se 

mostraram eficazes contra uma ampla gama de microrganismos, sendo eficientes 

contra bactérias Gram negativas e positivas, além de fungos filamentosos, porém 

não apresentam efeito significante contra leveduras (VATSA et al., 2010).  

Os ramnolipídeos ainda são pouco aproveitados e estudados para fins 

nanotecnológicos, no entanto, literatura aponta uma patente relacionada ao uso dos 

ramnolipídeos e sua aplicação como lipossoma (ISHIGAMI et al., 1990), além de 

outros trabalhos mais recentemente disponibilizados onde se utiliza das 

características do glicolipídeo para produção e caracterização de vesículas 

(PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2009; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2011), ou 

ainda, onde se descreve que este biotensoativo apresenta características robustas o 

suficiente para ser aplicado para fins nanotecnológicos (MAIER; CHAVÉZ, 2000; 

LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2009; GUDIÑA et al., 2013). 

O ramnolipídeo ainda vem sendo estudado para outras aplicações 

nanotecnológicas, onde se destacam: emulsão, microemulsão, e mais recentemente 

para nanoemulsão (BAI; MCCLEMENTS, 2016; NITSCHKE; SILVA, 2018) visando 

aplicações na indústria alimentícia, farmacêutica e agrícola. 

Neste contexto, acredita-se que a utilização de ramnolipídeos para a 

produção de lipossomas juntamente com a incorporação de peptídeos inibidores de 

topoisomerases seja uma ideia interessante, inovadora e capaz de conciliar as 

atividades de ambos (ramnolipídeo e peptídeo) de maneira sinérgica, a fim de 

aproveitar o potencial biotecnológico das duas moléculas, aplicando-as para o 

combate às infecções bacterianas. 
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5. CONCLUSÕES

 Os métodos desenvolvidos para a síntese, purificação, análise e

caracterização de ParELC3 e seus derivados marcados, foram adequados e

permitiram  a obtenção dos peptídeos em boas quantidades e qualidade para

a execução de todos os experimentos deste trabalho;

 Lipossomas constituídos de ramnolipídeos foram desenvolvidos em diferentes

formulações e foram capazes de internalizar eficientemente o peptídeo

ParELC3;

 Diferentemente da forma livres, ParELC3 encapsulado em lipossomas de

ramnolipídeo mostrou inibição de crescimento das bactérias Escherichia coli e

Staphyllococus aureus;

 A liberação do peptídeo ParELC3 foi mais prolongada em lipossomas

contendo fosfatidilcolina nas suas formulações;

 A estabilidade dos lipossomas foram em média de 15 a 20 dias, suficiente

para testes cumulativos, o que os tornaria susceptíveis à aceitabilidade de

indústrias farmacêuticas;

 Lipossomas constituídos majoritariamente de ramnolipídeos, contendo

ParELC3 incorporados, não apresentam citotoxicidade;

 O presente trabalho contribui para demonstrar a interação positiva e o efeito

sinérgico entre ramnolipídeos e peptídeos inibidores de DNA topoisomerases;
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