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Resumo

O aumento no numero de bactérias multirresistentes aos farmacos antibacterianos tradicionais
é preocupacdo de saude publica e tem motivado pesquisas na buscsa por antimicrobianos
alternativos para minimizar este problema, e na obtencdo de substancias com capacidade de
matar bactérias e/ou interferir com a sua patogenicidade. O Staphylococcus aureus é capaz de
causar inimeras doengas, incluindo intoxicacGes alimentares. Esta bactéria se tornou resistente
aos diversos antimicrobianos ao longo dos anos com destaque para o S. aureus meticilina-
resistente (MRSA). O peptideo antimicrobiano (AMP) nisina, bacteriocina produzida por
Lactococcus lactis € um que vem sendo estudado na forma de nanoemulsdes e nanoparticulas.
O objetivo desse estudo foi sintetizar, caracterizar e testar nanoemulsdes e nanoparticulas de
ouro (AuNPs) de nisina, para a verificacdo da acdo antibacteriana, através da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), atividade antibiofilme, antienterotoxina, atividade hemolitica, a¢do
sobre a membrana bacteriana determinada pelo extravasamento de proteinas, sobre linhagens
padrdes ATCC de S. aureus, e teste de viabilidade celular em linhagem HCT-116 por citometria
de fluxo. Os tratamentos utilizados foram nisina, cinco nanoemulsées com nisina (Nano-Nis),
AuNPs com nisina (AuNPs-Nis), AuNPs com Nano-Nis (AuNPs + Nano-Nis) e AuNPs-Nis
com nanoemulsdo (AuNPs-Nis + Nano). De acordo com os resultados obtidos para CIM,
observou-se que para a cepa ATCC 33591 de MRSA, a nanoemulsdo denominada numero 1,
foi a mais eficiente entre as 5 testadas incluindo também a propria nisina. Por outro lado, sobre
as linhagens também ATCC enterotoxigénicas, a nanoemulsdo numero 5 foi a mais eficiente
sobre SEA e SEB com valores inferiores comparativos ao obtidos com a nisina e demais
nanoemulsdes. Considerando que a nanoemulsdo numero 1 foi a mais eficiente sobre a cepa
MRSA, foi dada continuidade dos estudos utilizando combinacfes desta nanoemulsdo
juntamente com as AuNPs. Observou-se que as AuUNPs-Nis, apresentaram mesma agdo que a
nisina isoladamente enquanto a do tratamento AuNPs + Nano-Nis apresentou menor valor. Os
testes antienterotoxinas foram realizados utilizando kit SET-RPLA, entretanto, todas as cepas
se mostraram fortes produtoras de enterotoxinas com uso de concentragdes correspondentes a
70% do valor de CIM nos ensaios, com excecao das AuUNPs-Nis que resultaram em moderada
producdo de SEA e SEB. O teste antibiofilme foi realizado com concentragdes subinibitérias
de 25% a 90% do valor de CIM dos tratamentos incubando-as por 48 horas. Todos o0s
tratamentos apresentaram reducdo da producdo de biofilme, em todas as concentragdes testadas.
A atividade hemolitica foi determinada para tratamentos com concentragdes variando desde ¥4
até 4 vezes o CIM. No valor de CIM, dois tratamentos apresentaram-se hemoliticos enquanto
no valor de 4xCIM, quatro tratamentos apresentaram-se hemoliticos. O teste de extravasamento
protéico foi realizado, tendo as concentracdes protéicas determinadas de acordo com protocolo
de Bradford, e utilizando concentracdes de 1 e 2 vezes a CIM para MRSA. O tratamento que
resultou em maior concentracao de proteinas extravasadas foi a Nano-Nis. Os tratamentos, com
excecdo da nanoemulsdo, ndo apresentaram efeito citotoxico sobre a linhagem HCT-116.
Assim, pode-se dizer que as nanoemulsdes e AuNPs, quando conjugados a nisina, foram
eficazes contra S. aureus, com potencial antibacteriano otimizados quando utilizando-a na
forma pura.

Palavras-chave: fatores de viruléncia, nanotecnologia, peptideos antimicrobianos, resisténcia
bacteriana, Staphylococcus aureus



Abstract

The growth in the number of multiresistant bacteria resistant to traditional antimicrobial drugs
is a public health concern which has been motivated researchs worldwide, seeking new
antimicrobial drugs to minimize this problem besides getting new substances able to erradicate
bacteria and/or interfer with their pathogenicity. Staphylococcus aureus is a highly virulent
bacteria, able to cause countless diseases including food poisoning. This bacteria got resistant
to many antimicrobials within the years, highlighting the S. aureus metchilin-resistant (MRSA).
The antimicrobial peptide (AMP) nisin, bacteriocin synthesized by Lactococcus lactis, is one
that has been studied in nanoemulsions and nanoparticles. The objective of this study was to
synthesize, characterize and evaluate nanoemulsions and gold nanoparticles (AuNPs) with
nisin, to verify their antibacterial action, using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC),
antibiofilm activity, antienterotoxin activity, hemolytic activity, action on bacterial membrane
determined by protein leakage, on MRSA ATCC strains, and cell viability in HCT-116 strain
by flow citometry. The treatments used were nisin, five nanoemulsions with nisin (Nano-Nis),
AuNPs with nisin (AuNPs-Nis), AuNPs with Nano-Nis (AuNPs + Nano-Nis) and AuNPs-Nis
with nanoemulsion (AuNPs-Nis + Nano). According to the results obtained for MIC, it was
observed that for the MRSA strain ATCC 33591, the number 1 formulation of nanoemulsions
was the more efficient between the five others, including nisin itself. However, when tested on
enterotoxigenic strains, the number 5 nanoemulsion was the more efficient on SEA and SEB
with lower values when compared to nisin itself and with other nanoemulsions. Whereas
nanoemulsion 1 was the more efficient on MRSA strain, the study continued with this
nanoemulsion, with the AuNPs. It was observed that AUNPs-Nis showed the same action than
nisin itself while the AuNPs + Nano-Nis treatment showed a lower MIC. The antienterotoxin
test was evaluated by SET-RPLA kit, however, all of the enterotoxigenic strains showed high
enterotoxin production after the experiment with 70% of the treatments’ MICs, except for
AuNPs-Nis, which resulted in moderate production of SEA and SEB. The antibiofilm test was
evaluated with six subinhibitory concentrations, from 25% to 90%, incubating them for 48
hours. All treatments showed biofilm reduction in all six concentrations. The hemolytic activity
was evaluated for the treatments from ¥4 to 4 times the values of MICs. In the MIC value, two
treatments showed hemolytic activity while in 4xMIC, four treatments showed hemolytic
activity. The test for proteins leakage was evaluated following Bradford protocol, with
concentrations of one and two times the MICs value for MRSA strain. The treatment that
showed the higher concentration of leakaged proteins was Nano-Nis. The treatments, except
for the ones with nanoemulsion, didn’t show citotoxicity on HCT-116 strain. Then, it can be
concluded that the nanoemulsions and the gold nanoparticles, when conjugated with nisin, were
efficient against different strains of S. aureus, with antibacterial potential higher than the
potential of nisin itself.

Key-words: virulence factors, nanotechnology, antimicrobial peptides, bacterial resistance,
Staphylococcus aureus
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1. Introdugéo

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos, medicamentos que sdo utilizados amplamente
pela populagéo, tém se apresentado cada vez mais disseminada dentro de uma comunidade,
evoluindo para uma escala global. Os antibidticos sdo utilizados em muitos casos erroneamente,
tanto por sub-dosagem como em casos onde o paciente faz 0 uso da medicacdo sem ao certo
saber se realmente ¢ uma infeccdo bacteriana que estd ocorrendo. Dessa forma, para
controlarmos a disseminacdo de bactérias resistentes, duas medidas podem ser tomadas:
controlar e reduzir as prescri¢cfes de antibioticos e a prevencdo da propagacao desses micro-
organismos de pacientes infectados para a comunidade (Vassal et al., 2017).

O Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva que coloniza naturalmente o
corpo humano, mas também possui a capacidade de expressar diversos fatores de viruléncia,
como a producéo de biofilme e de enterotoxinas, e se apresenta potencialmente patogénica ao
homem. Uma das suas principais caracteristicas € ser altamente oportunista, principalmente no
ambiente hospitalar, sendo capaz de causar desde infec¢Bes simples até mesmo sepses. Um S.
aureus de grande preocupacao dos pesquisadores € a S. aureus meticilina-resistente (MRSA),
que apresenta resisténcia contra o antibidtico meticilina, além dos demais B-lactamicos, e ja
foram reportados casos de resisténcia dessa cepa também a vancomicina (Mandal et al., 2015).

Uma vez que muitas bactérias patogénicas tém adquirido resisténcia aos medicamentos
comumente utilizados, os pesquisadores tém estudado diversas formas de como combater esses
micro-organismos. Diversos compostos ja apresentaram efeitos antimicrobianos, dentre eles 0s
peptideos antimicrobianos (AMPs). Os AMPs possuem atividade contra bactérias, virus e
fungos e sdo componentes de origem biologica que podem ser derivados de plantas, mamiferos,
insetos e anfibios. Suas principais caracteristicas sdo a sua natureza catiénica e a sua capacidade
de permeabilizar membranas de micro-organismos. Um AMP bastante estudado é a nisina,
especialmente contra bactérias Gram-positivas inclusive com acdo superior a alguns
antibioticos.

A nisina é uma bacteriocina, da classe la, também conhecida como um lantibiético. E
uma bacteriocina considerada segura para consumo (GRAS — Generally Recognized As Safe) e
é utilizada na industria alimenticia para preservacdo de alimentos ha mais de 60 anos. Seu modo
de acdo implica na sua capacidade de formar poros na membrana bacteriana, levando ao
extravasamento do seu conteldo citoplasmatico, acarretando na morte celular. A nisina possuli
afinidade as moléculas de lipidio Il localizadas na membrana plasmatica, que sdo essenciais

para a sintese da estrutura da mesma (Scherer et al., 2015).
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Com o0 objetivo de otimizar a acdo antibacteriana da nisina e de outros AMPs, a
nanotecnologia vem sendo empregada em diversos estudos e, na area microbioldgica, possui
como objetivo otimizar a entrega do composto de interesse ao seu micro-organismo alvo.
Diversos nanomateriais podem ser sintetizados, incluindo nanoemulsfes e nanoparticulas de
ouro (AuNPs). Os nanomateriais sdo aplicados nas mais diversas areas, desde a industria
agricola até a induastria farmacéutica e hospitalar (Leite et al., 2018). Como vantagens, 0s
nanomateriais podem fornecer uma menor toxicidade ao hospedeiro, maior biodisponibilidade

do composto encapsulado e uma maior estabilidade (Davila-Rodriguez et al., 2019).
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6. Concluséo

A nanotecnologia é amplamente utilizada em diversas areas, sendo dentre estas também na
microbiologia médica. Isto se confirmou, pois a incorporagdo da nisina em nanoemulsfes e
nanoparticulas de ouro (AuNPSs) possibilitou que sua acdo antibacteriana fosse otimizada com
reducdo na concentracdo necessaria para a inibi¢do bacteriana quando comparado aos testes na
sua forma pura.

A utilizacdo da nisina mostrou ser uma alternativa potencial na antibioticoterapia em
especial para doencas provocadas por S. aureus. Além de possuir significativa atividade
antibacteriana, os tratamentos estudados contendo AuNPs e nanoemulsfes se mostraram, em
sua maioria, seguras quanto a toxicidade sobre hemacias e células tumorais de colon. Por outro
lado, os ensaios com as nanoemulsdes apresentaram-se tdxicas quando testadas em
concentracgdes superiores a CIM obtidas, ou seja, em concentragdes acima daquelas necessarias
para obtencdo da morte dos S. aureus testados.

A sintese de nanoemulsdes e AuNPs, e suas aplicacdes, se mostraram eficazes além de
serem alternativas potenciais para o seu uso futuro sobre outras bactérias Gram-positivas, e
possivelmente em Gram-negativas, com o objetivo de otimizar a agdo destes compostos ativos,
capazes de contribuir para minimizar o problema da resisténcia aos farmacos antimicrobianos

e reduzir a quantidade dos compostos ativos necessarios para tal finalidade.
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