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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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2. Revisdo de literatura

2.1 Resisténcia bacteriana

Os farmacos antibacterianos salvaram muitas vidas e ajudaram o desenvolvimento da
medicina moderna na segunda metade do século passado. Porém, o surgimento de linhagens
bacterianas resistentes a esta classe de farmacos compromete a eficacia desses tratamentos,
mostrando claramente a urgéncia de medicamentos antibacterianos novos e aprimorados com
novos alvos bem como agentes com estruturas moleculares distintos para evitar a resisténcia
cruzada (Belete, 2019). Pesquisadores relatam que em breve haverd um grande problema no
tratamento de doencas infecciosas provocadas por linhagens bacterianas resistentes aos
farmacos tradicionais, devido ao grande uso desses medicamentos, resultando em um problema
significativo a satde publica em geral (Vassal et al., 2017).

De maneira geral, as doencas provocadas por micro-organismos multirresistentes
estendem ao periodo de internacdo dos pacientes, levando a aumento dos custos para o sistema
de saude bem como sdo responsaveis também pelo aumento da taxa de morbidade e mortalidade
nesses ambientes (Sancak, 2011).

Um estudo realizado na Franca por Bonnet et al. (2019), mostrou que pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) infectados por micro-organismos
resistentes, foram associados com maiores indices de mortalidade, tendo fungos, bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas como 0s principais agentes. Entretanto, ainda € incerto se a
alta taxa de mortalidade estd relacionada ao aumento de viruléncia dessas bactérias ou
simplesmente pelo maior tempo necessario para se realizar a antibioticoterapia ideal devido a
resisténcia bacteriana (Bonnet et al., 2019).

Em relacdo a epidemiologia, a evolucdo e disseminacdo de micro-organismos multi-
resistentes ampliaram drasticamente nos ultimos 50 anos, periodo em que coincide com as
descobertas e aumento do uso de agentes antimicrobianos (Friedman et al., 2015). Segundo
ainda estes autores, cepas de Staphylococcus aureus comecgaram a demonstrar resisténcia pela
producdo de penicilinase com frequéncia, até que na década de 1940 aproximadamente 50%
das cepas de S. aureus ja havia se tornado resistentes a penicilina, sendo que como estratégia
de tratar doencas provocadas por S. aureus resistentes a penicilina, a meticilina foi introduzida
em 1959. Entretanto, apenas dois anos depois, ja haviam sido reportadas cepas de S. aureus

resistentes também a meticilina.
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As consequéncias da utilizacdo de antibidticos ndo € uma tematica apenas das ciéncias
bioldgicas, mas também uma tematica que esta associada a ciéncia do meio ambiente (Yang et
al., 2018). Aguas contaminadas com antibidticos e, consequentemente, cepas bacterianas
resistentes a antibi6ticos, sdo encontradas até em locais onde ndo ocorre a presenca constante
de seres humanos, como por exemplo na Antértida, quando o estudo de Hernandez (2019)
verificou que ao isolarem 115 cepas de Escherichia coli de 4gua marinha da regido Antartida,
houve resisténcia a 8 antibidticos de 18 testados no total, sendo 8% resistentes a mais de um
antibiotico, confirmando a disseminacdo da resisténcia bacteriana ao redor do mundo.

A utilizag&o de antibidticos também influencia na cadeia alimentar, visto que ambientes
aquaticos sdo locais onde ocorre acumulo de antibiéticos e de genes de resisténcia (Yang et al.,
2018), assim como também em animais ruminantes (Rather et al, 2017). Consequentemente, 0
consumo da carne animal e a utilizacdo dessa dgua para irrigacdo, industrias e ambientes
hospitalares, fazem com que esses antimicrobianos atinjam tambem a populacdo humana de
forma direta (Yang et al., 2018). Este fendmeno da disperséo de resisténcia pode ser visualizado
de acordo com a Figura 1, segundo Linton (2019).

As bactérias sdo conhecidas por sua capacidade de se adaptarem em condigdes
ambientais diferentes de acordo com as suas necessidades fisiologicas que podem estar entre
limitacBes nutricionais, variacbes de valores de pH e temperatura e também mudancas
oxidativas e osmoticas (Provenzano et al., 2013). Assim, para sobreviverem, esses micro-
organismos precisam se adaptar rapidamente, fendmeno este mediado por proteinas regulatorias
gue sdo responsaveis por controlar a transcricdo, tradugdo ou outros eventos da sua expressao
génica (Chattoraj et al., 2011).

Segundo Khameneh (2016), a resisténcia bacteriana aos antibidticos pode ser dividida
em dois grupos: resisténcia intrinseca ou adquirida. A primeira, depende das propriedades
bioldgicas intrinsecas as bactérias, como por exemplo o sistema de efluxo AcrAB-TolC da E.
coli, visto que esse sistema é expresso em niveis baixos e ha o favorecimento da resisténcia
intrinseca de E. coli a diversos farmacos, como quinolonas, macrolideos e cloranfenicol
(Hernando-Amado et al., 2016). Ja a resisténcia adquirida resulta da aquisicdo de genes de
resisténcia pelas bactérias, mutacdo de seu material genético ou uma combinagdo dos dois
fendmenos mencionados (Khameneh et al., 2016).

Os genes de resisténcia aos farmacos antibacterianos podem ser transferidos entre as
bactérias e aos humanos, de bactérias Gram-positivas para Gram-negativas e interespécies (De
Flaun et al. 1989; Breidenstein et al. 2011; Du and Liu, 2012; Bengtsson-Palme and Larsson,
2015; Li et al., 2015; Martinez et al., 2015; Van Boeckel et al., 2015). E importante ressaltar
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onde 0s micro-organismos estdo submetidos a uma pressdo seletiva quando estes mesmos

farmacos séo utilizados (Stalder et al., 2014).
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Figura 1. Esquema para disseminacéo de resisténcia aos farmacos antimicrobianos (Fonte:
De Linton, 2019).

A propagacao dos genes de resisténcia pode ocorrer na forma de transferéncia horizontal
de genes (HGT), uma vez que estdo localizados nos plasmidios, integrons ou transposons
(Breidenstein et al., 2011). Por definicdo, a HGT é o movimento do material genético entre
micro-organismos, que nao sejam dados pela transferéncia parental, também conhecida como
transferéncia vertical de genes (Jain et al., 1999). Uma vez que a HGT confere diferentes
fenotipos para diferentes cepas bacterianas, esse fenémeno é considerado essencial para a
evolucdo microbiana (Fan et al., 2018). Como mostrado na Figura 2, a HGT pode ser mediada
por vesiculas de membrana de uma célula doadora para uma receptora, carreando o material
genético de interesse. Bacteriéfagos podem se ligar as vesiculas ao serem transferidas para a

célula receptora (Domingues et al., 2017).
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Figura 2. Esquema de uma transferéncia horizontal de genes entre duas celulas. Fonte:
Domingues et al. (2017)

Além da transferéncia horizontal de genes, o papel das bombas de efluxo na resisténcia
bacteriana é bastante relevante. Essas bombas séo proteinas de transporte que expulsam drogas
ou substancias toxicas para o meio extracelular (Khameneh et al., 2016). Um substrato
especifico ou uma classe de farmacos (antibidticos) podem ser transportados pelas bombas de
efluxo. Assim, a presenca desse transportador pode estar associada a resisténcia bacteriana a
multiplas drogas (Webber et al., 2003).

A resisténcia aos beta-lactdmicos se da pela inativacdo enzimatica dessas drogas, como
pelas enzimas beta-lactamases e carbapenemases, ou pela alteracdo do ligante da bactéria ao
antibiotico. As beta-lactamases causam a hidrolise do anel beta-lactamico, levando a sua
inativacdo. A resisténcia as cefalosporinas em E. coli e K. pneumoniae aumentou
significativamente na Europa entre 2012 e 2015. Da mesma forma, as enzimas carbapenemases
inativam os carbapenémicos, e estdo frequentemente associados com outros mecanismos de
resisténcia, como as enzimas de modificacdo de aminoglicosideos (MacGowan et al., 2017).
Além das bombas de efluxo presentes nas membranas, as porinas também podem sofrer
alteracdes, fazendo com que haja uma maior dificuldade para a entrada do antibiético na célula
bacteriana, como € o caso da familia Enterobacteriaceae, que, além das beta-lactamases,
apresenta resisténcia aos beta-lactdmicos por meio desse mecanismo (MacGowan et al., 2017).

Duas estratégias podem ser tomadas para o controle das bactérias resistentes e
multirresistentes aos antibidticos. A primeira é levar em consideracao o erro em sub-dosagem
de medicagdo administrada e a segunda é evitar a propagagdo dessas bactérias, por pacientes
infectados, para a populacdo, seguindo alguns cuidados, ou seja, a necessidade de identificar
quais pacientes estdo em risco de possuir a bactéria resistente e coletar amostras para a

identificacdo bacteriana e a quais antibidticos sao resistentes. Medidas de precaugéo por contato

20



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

ou pelo ar séo essenciais, como o isolamento do paciente em uma sala de internagdo, sempre
higienizar as médos ao entrar em contato com o paciente e a limpeza e desinfec¢do do ambiente
onde o paciente se encontra (Vassal et al., 2017).

Segundo Belete (2019), a busca por novos antimicrobianos visando tratamento das
doencas infecciosas pode ter como principio descobrir novos alvos antimicrobianos
promissores e maneiras alternativas de abordagens de agentes antimicrobianos. Assim,
menciona o autor possibilidades tais como mecanismos que reduzem a patogenicidade
(estratégias anti-viruléncia) como inibicdo de sintese ou neutralizacdo de toxinas; uso de
imunoconjugados; inibidores do quorum sensing como, por exemplo, pela inibicdo de sintese
da lactonas acil-homoserina (AHL) e consequente inibi¢do na producéo de fatores de viruléncia
e formacdo de biofilme; inibicdo da sintese de acidos teicdicos, acidos graxos e outros
precursores (isoprendides, corismato, etc); ruptura de genes de resisténcia, além de propor uso
de métodos considerados alternativos como terapias com bacteriofagos e uso de peptideos

antimicrobianos.

2.2 Staphylococcus aureus

S. aureus € uma bactéria Gram-positiva que coloniza naturalmente o corpo humano
(Mekonnen et al., 2019), sendo que 20% dos adultos séo portadores constantes dessa bactéria e
60% sdo portadores intermitentes (Grumann et al., 2014). Entretanto, € considerado também
um patégeno altamente oportunista devido a sua habilidade de expressar resisténcia contra
agentes antimicrobianos (Mendem et al., 2016) por meio da obtencdo de material genético de
outros microrganismos patogénicos. Estes sdo responsaveis por otimizar, além da resisténcia,
fatores de viruléncia e, consequentemente, a sua sobrevivéncia (Loftus et al., 2018).

Duas cepas de S. aureus responsaveis por duas grandes epidemias em um hospital
holandés ja foram estudadas por conseguirem sobreviver em superficies por cerca de 300 dias,
devido a temperatura e luz adequados para a sua sobrevivéncia (Wagenvoort et al., 2000). A
transmissdo de S. aureus, principalmente no ambiente hospitalar, é dada na maioria das vezes
pela falta de higiene das méos, tanto de funcionarios como de pacientes. Dessa forma, ha a
rapida contaminacao do ambiente hospitalar, podendo também ser transmitida para o ambiente
extra-hospitalar, atingindo a populacgdo saudavel de uma comunidade. A taxa de mortalidade de
uma populacdo saudavel de uma comunidade por S. aureus meticilina-resistente (MRSA) pode
chegar a 18% (Loftus et al., 2018). Infecc¢Bes por S. aureus variam desde furdnculos, evoluindo

para abscessos, sepses, bacteremia, endocardite e osteomielite (Mendem et al., 2016).
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S. aureus j& apresenta resisténcia contra diversos antibiéticos, como penicilina,
meticilina, oxacilina, linezolida e daptomicina (Mekonnen et al., 2019). A resisténcia a
vancomicina devido a aquisi¢do do gene vanA é raramente observada, entretanto, S. aureus
intermediario a vancomicina (VISA) é uma crescente preocupacgdo considerando que o fracasso
do tratamento com esse antibiotico é prevalente em infeccBes com essa especie (Haaber et al.,
2017). No estudo de Mandal et al. (2015), foram isoladas 76 cepas de VISA de efluentes
hospitalares na India, dessas, aproximadamente 90% apresentaram resisténcia a meticilina.

Os isolados de S. aureus resistentes a meticilina sdo chamados de Staphylococcus
aureus meticilina-resistente (MRSA) que, devido a sua réapida disseminacdo global, o
tratamento de infecgdes por essa bactéria € um desafio a ser vencido (Szczepanik et al., 2007).
Cepas de MRSA que apresentaram resisténcia a vancomicina ja foram detectadas, o que
aumenta mais ainda a preocupacao ao redor do mundo, j& que é o antibidtico mais utilizado no
combate a essa bactéria (Mandal et al., 2015).

A resisténcia de MRSA a meticilina se da por meio da presenca do gene mecA,
localizado no cassete cromossémico estafilococico (SCCmec), inseridos no gene rimH (Haaber
et al., 2017). Assim, o SCCmec confere resisténcia a antibioticos beta-lactdmicos em cepas de
MRSA (Haaber et al., 2017). Os genes mecA e mecC podem ainda ser responsaveis por alterar
as proteinas do ligante a penicilina, fazendo com que os beta-lactamicos ndo consigam se ligar

corretamente as bactérias.

2.3 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia de S. aureus combinados ou isolados, o sitio de infeccdo e a
variabilidade da resposta imunolégica do hospedeiro e determinam a capacidade dessa bactéria
em causar uma infec¢do sendo os fatores de viruléncia dessa bactéria subdivididos em proteinas
de superficie (adesinas), toxinas, enzimas (incluindo exoenzimas) e outras proteinas
(Deinhardt-Emmer et al., 2018; Zecconi et al., 2013).

Além disso, os fatores de viruléncia de S. aureus possuem um amplo repertério de
mecanismos que fazem a bactéria ser capaz de evadir-se do sistema imune do hospedeiro por
modificar componentes estruturais e secrecao de proteinas imuno-modulatorias especificas, que
neutralizam componentes imunoldgicos e assim criando ambientes em que permitem sua
sobrevivéncia (Fedtke et al., 2004; Rooijakkers et al., 2005).

S. aureus é capaz de produzir sub-popula¢bes naturais de crescimento lento,

denominadas pequenas variantes de col6nia (SCVs), que sdo associadas com a exposicao
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crbnica a antibidticos (Proctor et al., 2006) e apresentam uma elevada resisténcia a
antimicrobianos (Tuchscherr et al., 2010). Além disso, esse estilo de sobrevivéncia é
possivelmente a base para a sobrevivéncia e persisténcia de S. aureus no hospedeiro
(Tuchscherr et al., 2010).

As SCVs ja foram observadas também em E. coli, Salmonella sp., P. aeruginosa e E.
faecalis (Kahl, 2014). O que had em comum entre os achados de SCVs nessas bactérias, é que
elas foram isoladas em condicdes de estresse, como quando submetidas a antibioticoterapia,
estresse térmico aos desinfetantes ou em ambiente intracelular de células eucaridticas (Kahl,
2014). Os fatores ambientais que desencadeiam a formacdo de SCVs por S. aureus ainda
permanecem desconhecidos, entretanto, fatores que causam estresse a bactéria sdo potenciais
em induzir a sua formacéo (Bui et al., 2015).

Outro mecanismo de sobrevivéncia de S. aureus, bem como de diversas outras bactérias
patogénicas, € a producdo de biofilme (Bui et al., 2015). Os biofilmes bacterianos sdo
comunidades sésseis com células ligadas a uma superficie ou a um substrato (Archer et al.,
2011) e estdo imersas em uma matriz de substancias poliméricas, contendo DNA extracelular,
proteinas e substancias polissacaridicas que protegem a coldnia bacteriana, fornecendo prote¢édo
contra agentes externos (Mann et al., 2009; Sabirova et al., 2014). A formacédo do biofilme
depende da comunicacdo entre as células bacterianas, fendmeno conhecido como quorum
sensing. As bactérias sintetizam moléculas de sinalizacdo, chamadas de auto-indutores, que
serdo responsaveis pela comunicacdo intercelular, ajudando as bactérias a estimarem a sua
populacdo naquele momento. Se ha uma baixa quantidade de auto-indutores no meio, significa
que ndo ha bactérias o suficiente para a formacao do biofilme e assim, elas comecam a se
dividir. Quando existe uma quantidade suficiente de auto-indutores no meio ap6s sua
reproducdo, a comunicacdo bacteriana indica que o meio e a quantidade bacteriana estdo
favoraveis para o inicio da formacéao do biofilme (Belete, 2019).

A formacéo do biofilme é um processo dinamico e frequentemente mais de uma espécie
bacteriana estd englobada nessa matriz polimérica (Goldmann et al., 2018). InteracGes
interespécies em niveis moleculares moldam os biofilmes multiespécies em termos de
viabilidade celular, fatores de crescimento, fatores de viruléncia, resisténcia antimicrobiana e
imunidade do hospedeiro (Xu et al., 2019). A resisténcia das bactérias presentes nos biofilmes
pode ser controlada a partir do desenvolvimento de propriedades anti-aderentes de superficies
susceptiveis a aderéncia bacteriana, inibidores do quorum sensing e desenvolvimento de novos
antimicrobianos como desinfetantes, nanoparticulas, agentes desagregantes e peptideos

antimicrobianos, assim como compostos sinérgicos entre materiais anti-aderentes e
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antimicrobianos (Mohammed et al., 2018). Um peptideo antimicrobiano, denominado 1018
(Belete, 2019), possui uma atividade de amplo espectro anti-biofilme por possuir a capacidade
de se ligar e degradar os nucleotideos 5’-difosfato e 3’-difosfato, que funcionam como
sinalizadores na formagao e permanéncia do biofilme.

Os biofilmes englobam 99% de toda a populagdo bacteriana, sdo responsaveis por 65%
de todas as infecgOes em humanos e 80% das infec¢des bacterianas transmitidas por alimentos
(Antonio B. et al., 2017; Costerton et al., 1995). Nos alimentos, os biofilmes podem se formar
em carnes, leite, produtos lacteos, frutas e vegetais, sugerindo que S. aureus é capaz de criar
reservatorios em diversos tipos de alimentos (Pometto 111 Ato et al., 2015).

Nos alimentos, além de formar os biofilmes, o S. aureus é capaz de produzir e liberar
suas enterotoxinas no meio (Schelin et al., 2011), podendo se expressar em diversos tipos
alimentos, como em produtos lacteos, carnes, ovos e até mesmo em bolos e sorvetes (Adams et
al., 2008). A producéo da enterotoxina por S. aureus em alimento foi identificada como causa
de intoxicacdo alimentar estafilococica (Le Loir et al., 2003). A severidade da intoxicacéo ira
depender da quantidade do alimento ingerido e, consequentemente, da quantidade de toxinas
ali presentes (Smyth et al., 2004). A menor dose capaz de causar emese no hospedeiro foi
reportada por Evenson et al. (1988), onde a concentracao de SEA foi de 0,5 ng/ml (Schubert et
al., 2016).

A familia das enterotoxinas estafilococicas é composta pelas enterotoxinas
estafilocdcicas (SES) e proteinas semelhantes a enterotoxina estafilococica (SELs) (Zhang et
al., 2017). As proteinas SELs sdo homologas e estruturamente similares as SEs (Zhang et al.,
2017), mas, diferentemente das SEs, ndo sdo capazes de induzir emese no hospedeiro e nem de
ativar as células T (Xu et al., 2012).

Até o presente momento, 23 enterotoxinas estafilococicas foram reconhecidas
(Grumann et al., 2014), entretanto, apenas a presenca de SEA, SEB, SEC, SED e SEE é
investigada durante a rotina de andlise de alimentos (Regulacao Européia 1441/2007) (Schubert
etal., 2016). A analise genética de isolados clinicos de S. aureus mostrou que aproximadamente
80% dos isolados possuem entre cinco e seis genes produtores de enterotoxinas (SAQ)
(Grumann et al., 2014). As enterotoxinas representam a causa de intoxicacdo alimentar, devido
principalmente a sua estabilidade em altas temperaturas de coccdo e de seu potente fator
antigénico (Schelin etal., 2011 e Yan et al., 2012).

InfeccBes por Staphylococcus aureus, de origem comunitaria ou nosocomial, tém
reforcado também a necessidade do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos contra

essa bactéria (Fridkin et al., 1999). Por mais que algumas abordagens convencionais contra
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infeccOes bacterianas ainda funcionem, o direcionamento de drogas antimicrobianas contra os
fatores de viruléncia de S. aureus vem sendo estudada como uma nova estratégia no combate a
essa bactéria (Gatadi, et al., 2019).

Na busca por novos agentes antimicrobianos que sejam capazes de tratar infeccoes e
intoxicacBes por S. aureus, 0s peptideos antimicrobianos (AMPs) tém sido amplamente

estudados e demonstram propriedades antibacterianas importantes (Chung et al., 2017).

2.4 Peptideos Antimicrobianos (AMPs)

Na década de 80, na época quando 0s numeros de novos agentes antibacterianos
comecaram a decair, a pesquisa pelos peptideos antimicrobianos (AMPs) ganhou forca, quando
diversos AMPs diferentes foram descobertos (Koehbach et al., 2019) em diferentes espécies,
como insetos (Steiner et al., 1981), anfibios (Zasloff, 1987) e mamiferos (Lehrer, et al., 1991).
Além disso, pela problematica mundial da multirresisténcia bacteriana, enfatiza-se a
necessidade e a importancia do desenvolvimento de novos tratamentos, sendo que 0s AMPs
possuem papel importante na area verificado pelos muitos trabalhos dedicados a este assunto
recentemente (Carmona-Ribeiro et al., 2014).

Peptideos antimicrobianos sdo um grupo diverso de moléculas que exibem atividade
antimicrobiana (Andreu et al., 1998; Bulet et al., 1999; Zasloff, 2002) e sdo componentes-chave
do sistema imune inato, fazendo parte da primeira oposi¢do contra patogenos (Haffner et al.,
2018) como bactérias, fungos, virus e parasitas (Andreu et al., 1998; Teixeira et al., 2012),
podendo também influenciar no sistema imune adaptativo (Travkova et al., 2017).

Além do fato dos AMPs serem uma alternativa ao combate de micro-organismos
patogénicos, podemos ressaltar como vantagens do seu uso o fato de apresentarem poucos
relatos na literatura de micro-organismos resistentes a esses peptideos. O modo de acdo que 0s
AMPs possuem de desintegrar a parede celular bacteriana ndo é energeticamente favoravel as
bactérias para que desenvolvam facilmente a resisténcia contra os AMPs (Andersson et al.,
2016; Guilhelmelli et al., 2013).

Séo divididos em subgrupos, de acordo com sua composi¢cdo biogquimica e estrutural
(Hancock, 1997; Gennaro et al., 2000; Vizioli et al., 2002; ) em peptideos catidnicos, anidnicos,
dipeptideos aromaticos e peptideos derivados de proteinas de ligacdo ao oxigénio (Vizioli et
al., 2002). Além dessa subdivisdo, os AMPs podem ainda ser classificados quanto a sua origem
e a sua atividade biologica (Chung et al., 2017).

Algumas caracteristicas sdo responsaveis por afetar a atividade e a especificidade dos

AMPs, como o seu tamanho, sua carga, sua conformacao e estrutura, sua hidrofobicidade, sua
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anfipaticidade e sua sequéncia de aminoécidos (Brogden, 2005) que, por sua vez, pode ser
designada a conter informac6es bioldgicas que podem ser incorporadas em sua estrutura por
meio de seus epitopos (Cui et al., 2014).

Acredita-se que alguns AMPs existam em conformagfes nédo-estruturadas antes que
interajam com as células-alvo e, ao fazer essa interacao, elas adquirem tal conformac&o que seja
mais eficaz na erradicagdo do patogeno (Travkova et al., 2017). As conformages estruturais
adquiridas pelos AMPs apds a ligacdo inicial a célula-alvo sdo trés: cano-stave, modelo de poro
toroidal e modelo carpete (Figura 3) (Ciumac et al., 2019).

h,\‘ Unstructured peptide

l
PFROTIR

QOO

Structured peptide l/

S, Threshold concentration

¢ X
Toroidal pore model
2

3

&

s¥SeTe

Figura 3. Esquemas dos modelos conformacionais adquiridos pelos AMPs quando em contato
com as células-alvo. Modelo de cano-stave (esquerda), modelo poro toroidal (centro) e modelo

de carpete (direita). Fonte: Pasupuleti et al., 2012.

Na conformacao cano-stave, um numero variavel de peptideos é arranjado de tal forma
gue formem um poro semelhante a um barril, ou um canal (Pasupuleti et al., 2012). A superficie
hidrofdbica do peptideo interage com as cadeias dos lipideos de membrana, gerando um poro
aquoso consistindo de pelo menos quatro peptideos (Ehrenstein and Lecar, 1977; Reddy et al.,
2004) e a morte celular ocorrera a partir do extravasamento dos componentes intracelulares
(Pasupuleti et al., 2012).
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No modelo de poro toroidal, os peptideos acoplados & membrana comegcam a fazer com
que a camada lipidica realize uma curvatura positiva na membrana, resultando em uma abertura
chamada de poro toroidal (Epand et al., 1999; Bocchinfuso et al., 2009; Pasupuleti et al., 2012;
AlMatar et al., 2018).

No modelo carpete, os AMPs se ligam a superficie externa da membrana, cobrindo-a
quase em sua totalidade e, a partir de uma concentracgdo critica, os AMPs formam poros na
membrana, causando a formacéo de micelas com a posterior lise celular (Shai, 1999; Ciumac
et al., 2019).

Os dois maiores grupos conformacionais sdo os grupos da a-hélice, que se apresentam
em maior quantidade em anfibios e insetos, e o do folha-B, que sdo mais ordenados em solucGes
aquosas (Travkova et al., 2017). Por mais que apresentem variagfes quanto as suas estruturas,
0s AMPs compartilham o fato de possuirem carga positiva, devido aos seus residuos de
aminoacidos de arginina e lisina (De La Fuente-Nufez et al., 2017).

Quanto a sua afinidade a agua, uma grande quantidade dos AMPs possui uma fragao
hidrofébica com a finalidade de formar a a-helix ap6s a sua ligacdo com bactérias ou
membranas similares as bacterianas (Haffner et al., 2018). Embora a hidrofobicidade seja
necessaria para a permeabilizacdo pela membrana celular, acima do nivel étimo levard a uma
perda da atividade antimicrobiana e acarretara no aumento da toxicidade nas células do
hospedeiro, uma vez que com uma elevada hidrofobicidade, os AMPs passardo a se ligar e
romperdo membranas celulares eucaridticas, além das procarioticas (Pasupuleti et al., 2012;
Dennison et al., 2005). Essa caracteristica hidrofobica se deve ao modo de acdo desses
peptideos (Haffner et al., 2018).

Por mais que os AMPs pertencam ao sistema imune inato, seu modo de acdo € diferente
de outras moléculas e células, como citocinas e fagdcitos (Pasupuleti et al., 2012). Sua carga
positiva e sua anfipaticidade explicam a sua alta afinidade por membranas, mais precisamente
as membranas carregadas negativamente das paredes celulares bacterianas (Koehbach et al.,
2019). Assim sendo, interacGes eletrostaticas devem estar envolvidas no mecanismo de
rompimento de membrana celular (Travkova et al., 2017), além de outros processos que
também podem estar envolvidos, como na inativacdo de acidos nucleicos e de proteinas
citoplasmaticas (Brogden, 2005).

O colesterol, presente nas membranas celulares de mamiferos, é um componente que
dificulta e repele a ligacdo dos AMPs a essas células (Pasupuleti et al., 2012) uma vez que é

capaz de afetar a fluidez e o potencial dipolo dos fosfolipideos de membrana, além de estabilizar
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a bicamada lipidica. Assim, acaba por atrasar a ligacdo dos AMPs as membranas (Tytler et al.,
1995; Matsuzaki, 1999).

Quanto a sua atividade antibacteriana, os AMPs ja apresentaram atividade sinérgica com
antibidticos, como vancomicina, penicilina, ampicilina, beta-lactdmicos, polimixina E,
daptomicina, linezolida, teicoplanina, ciprofloxacina e claritromicina (Zhou et al., 2013). Como
exemplo a atividade da lactoferrina quando administrada junto com a rifampicina e minociclina,
que apresentou um efeito anti-biofilme em S. aureus e P. aeruginosa em equipamentos
hospitalares (Yoshinari et al., 2010). O sinergismo entre compostos é de extrema importancia,
uma vez que a concentracdo dos agentes antimicrobianos responsaveis por causa resisténcias é
reduzida, aléem de diminuir a citotoxicidade nas células do hospedeiro (AlMatar et al., 2018).

Além destes, estudos ja foram realizados por nosso grupo, tendo como objetivos
verificar sinergismo da nisina com compostos fenolicos majoritarios em 6leos essenciais de
plantas (Alves et al., 2016) tais como o carvacrol, timol, eugenol, cinamaldeido, sobre linhagens
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Listeria monocytogenes ATCC 15313 em leite de
vaca, sendo que a nisina apresentou sinergismo com todos os compostos testados. Mais
recentemente, foi publicado estudo utilizando a protebmica como ferramenta de estudo para
esclarecer sinergismo entre nisina e oxacilina sobre cepa ATCC de MRSA (Alves et al., 2019),
tendo sido verificado que o perfil proteico da cepa de MRSA estudada foi amplamente afetado
quando foram comparados o0s ensaios controles com tratamentos, sendo estes, a nisina, a
oxacilina e combinacédo de nisina com oxacilina.

Bactérias presentes na epiderme humana como o S. epidermidis produzem AMPs
(PSMy e PSMJ) que apresentam atividade bactericida contra bactérias patogénicas encontradas
na epiderme, como S. aureus, Streptococcus grupo A e Escherichia coli, mas ndo possuem
atividade contra S. epidermidis (Zhang et al., 2016).

Alguns AMPs foram capazes ainda de apresentar acdo inibidora sobre Mycobacterium
tuberculosis, uma das micobactérias responsaveis por causar a tuberculose (ALMatar et al.,
2018). O atual tratamento dessa doenca, assim como 0s programas de vacinacao, tem falhado
ao erradicar a tuberculose do hospedeiro tanto na transmissdo da bactéria como na obtencdo da
doenca (Tanland et al., 2018). O estudo de Sharma et al. (2001) mostrou que a defensina
humana Hnp-1 foi capaz de se ligar a membrana plasmatica de M. tuberculosis e, como alvo
secundario, se ligou ao DNA bacteriano.

Os AMPs, por serem potentes ligantes de bactérias patogénicas, sdo estudados também
pela sua capacidade de reconhecer a presenga de patdgenos, em diferentes tipos de meios,

mesmo quando estdo em concentragdes baixas. Nesse fim, ainda possuem vantagens em serem
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utilizados ao invés da utilizacao de anticorpos, pela maior resisténcia dos peptideos no processo
(Pardoux et al., 2019).

2.4.1 Bacteriocinas

Pequenos AMPs, chamados de bacteriocinas, séo produzidos e secretados por algumas
espécies bacterianas, com o objetivo de sobreviverem e competirem por nutrientes e habitat
com outros micro-organismos no meio em que estdo inseridas (Gosh et al., 2019). Elas foram
identificadas inicialmente por Gratia (1925), como uma proteina antimicrobiana produzida por
Escherichia coli, com o nome de colicina (Balciunas et al., 2013).

As bacteriocinas sdo sintetizadas ribossomicamente (Hols et al., 2019) e possuem a¢éo
contra bactérias patogénicas multirresistentes (Cotter et al., 2013) além de outros tipos de
bactérias. Os genes responsaveis por sua sintese estdo geralmente arranjados em Operons,
localizados em cromossomos associados a transposons ou em plasmidios (Sidhu et al., 2017).
Recentemente, bacteriocinas contendo também atividade anti-parasitaria foram relatadas, como
a AS-48, produzida por Enterococcus spp., que apresentou agao contra Trypanosoma spp. €
Leishmania spp. (Martin-Escolano et al., 2019).

Séo geralmente sintetizadas como pre-peptideos inativos que possuem uma sequéncia
precursora N-terminal (Macwana & Muriana, 2012). Esses precursores sdo transportados para
a superficie celular durante a fase de crescimento exponencial e sdo enzimaticamente
convertidas em suas formas ativas (Balciunas et al., 2013). Como mecanismo de acéo, além de
formarem poros na membrana bacteriana, inibe a sintese de peptideoglicanos ao se ligarem ao
lipidio Il da membrana (Gosh et al., 2019).

Devido a algumas caracteristicas, como funcdo, sequéncia ou microrganismo produtor,
as bacteriocinas sdo classificadas em quatro classes (Cotter et al., 2013). A classe | das
bacteriocinas compreendem um grupo de pequenos peptideos (< 5 Kda) que atuam ativamente
na membrana celular e sdo chamados de lantibi6ticos (Zou et al., 2018) e ainda podem ser
subdivididos em la e Ib (Ahmad et al., 2017), onde o la sdo bacteriocinas responsaveis por
formar poros na membrana do seu alvo, e o Ib inibem as enzimas cataliticas bacterianas (Ahmad
et al., 2017). A classe Il é considerada de pequenos peptideos (< 10 Kda), termoestaveis e
podem ser subdivididos em lla, 1lb e lllc (J. Zou et al., 2018). A classe Il é representada por
bacteriocinas termolabeis e de elevado peso molecular (> 30 Kda), enquanto as de classe 1V

sdo peptideos grandes e complexos contendo carboidratos ou lipidios (Balciunas et al., 2013).
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As bacteriocinas podem apresentar seletividade contra bactérias (Gosh et al., 2019),
como por exemplo a bacteriocina thuricin, que apresentou efeito contra Clostridium difficile
mas ndo causou danos as bactérias comensais do hospedeiro (Rea et al., 2011).

A nisina € uma bacteriocina da classe la, também denominada como um lantibi6tico, e
é produzida por cepas de Lactococcus lactis e Streptococcus uberis (Zaschke-Kriesche et al.,
2019). Esse peptideo contém uma acdo de amplo espectro contra diversas bactérias Gram-
positivas, como Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacilus spp., Enterococcus spp.,
Listeria spp., Mycobacterium spp. e contra bactérias esporuladas, possuindo a¢do em sua forma
vegetativa e no crescimento de seus esporos na fase germinativa, ao impedir o estabelecimento
de um potencial de membrana e do metabolismo oxidativo (Delves-Broughton et al., 1996;
McAuliffe et al., 2001; , Gut et al., 2008; Modugno et al., 2018). Quanto a sua estabilidade e
sua solubilidade, quanto menor o pH do meio, mais estavel e mais solivel a nisina se
apresentara. Em pHs elevados, a nisina comeca a ser inativada, que pode ser consequéncia de
uma desnaturacao, modificacdo quimica ou ambos.

A nisina € um peptideo considerado seguro para consumo (GRAS — Generally
Recognized As Safe), é aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) e tem sido utilizada
na preservacdo de alimentos ha mais de 60 anos (Zaschke-Kriesche et al., 2019; Delves-
Broughton et al., 1996). Sua utilizacdo em alimentos se da desde no processamento de queijos,
produtos lacteos e enlatados (Galvez et al., 2007), e em alimentos com baixo pH, como saladas
e bebidas alcoolicas (Delves-Broughton et al., 1996). Entretanto, quando aplicada em meios
com pH neutro a nisina apresenta certa instabilidade (Sidhu et al., 2017).

Uma aplicacdo na area de alimentos em que a nisina também esta inserida é na sua
incorporacdo em embalagens com funcdo antimicrobiana, visto que quando aplicado
diretamente no alimento, os peptideos antimicrobianos podem perder sua atividade
antibacteriana, dependendo da matriz do alimento no qual foi inserido, pela sua interacdo com
proteinas, gorduras e sddio (Santos et al., 2018; Miltz et al., 2006).

Contra bactérias Gram-negativas, a nisina ja foi reportada apresentando ruptura na
membrana externa bacteriana, entretanto, as bacteriocinas produzidas por Gram-positivas nao
possuem acdo bactericida contra Gram-negativas (Stevens et al., 1991; McAuliffe et al., 2001).

Os lantibidticos caracterizados até entdo possuem uma boa atividade contra bactérias
patogénicas e, por possuirem baixa toxicidade, sdo considerados uma classe com grande
potencial para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas no uso para humanos e em
tratamentos veterinarios (Cotter, 2012; Knerr et al., 2012; Zaschke-Kriesche et al., 2019).
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A nisina possui carga positiva e contém 34 aminoacidos, nos quais 13 séo considerados
ndo usuais devido a modifica¢bes pds-traducionais mediadas por enzimas (Hasper et al., 2004;
P. D. Cotter et al., 2005), como a deidroalanina (Dha), o &cido deidroaminobutirico (Dhb) e o
acido 2-aminobutirico (Abu) (Morales et al., 2019). Como consequéncia, cinco anéis de
lantionina sdo formados (anel A, Figura 4) e anéis de metil-lantionina (anéis B, C, D e E, Figura

3), fornecendo a nisina uma estrutura Gnica (Figura 4) (Hasper et al., 2004; Morales et al., 2019).

Figura 4. Estrutura primaria da nisina, onde 0os aminoacidos azuis sdo 0s positivamente
carregados em pH neutro. Aminoacidos roxos sao os modificados pos-traducionais, € 0s anéis

estdo nomeados de A a E (Morales et al., 2019).

O modo pelo qual a nisina ¢ tdo eficiente contra bactérias Gram-positivas € porque ela
atua permeabilizando a membrana bacteriana ao interagir com o lipidio Il (Breukink et al.,
2003), molécula precursora de ligacdo ao bactoprenol (Morales et al., 2019), substancia
essencial a constituicdo da membrana plasmatica bacteriana bem como para fornecer as
unidades monoméricas do peptideoglicano da parede bacteriana (Scherer et al., 2013). O estudo
de Breukink et al. (1999) mostrou que, ao aumentar a concentracdo de moléculas de lipidio Il
em modelos isolados de membranas, hd um aumento também na sensibilidade da membrana a
nisina. O efeito do lipidio 1l se mostrou especifico para a nisina, sugerindo uma interacéo
especifica de alta-afinidade entre a bacteriocina e o lipidio Il da membrana, resultando na
formacéo de poros (Breukink et al., 1999; McAuliffe et al., 2001). No estudo de Wiedemann et
al. (2001) foram identificados peptideos mutantes da nisina, que se apresentaram incapazes de
formar poros na membrana, mas ainda possuiam acao antimicrobiana ao bloquearem o lipidio
Il da sua incorporacdo em peptideoglicano.

Ao se ligar ao lipidio 11, a nisina perturba a transglicosilacdo, levando assim a formacgéo
de poros na membrana que podem chegar a 2.5nm de diametro (Wiedemann et al., 2004), e
consequentemente, inibe a biossintese da parede celular bacteriana (Modugno et al., 2018) ao

remover o lipidio Il do ciclo de biossintese (Scherer et al., 2013). O complexo nisina-lipidio 11
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tende a crescer em tamanho pelo recrutamento de centenas de moléculas de nisina e de lipidio
I1, levando assim ao répido dano a membrana bacteriana (Scherer et al., 2013; Scherer et al.,
2015). A formacédo de poros resulta no efluxo de componentes citoplasmaticos bacterianos,
como aminoécidos, potassio, fosfato inorganico, glutamato e ATP, além de resultar no colapso
de ions essenciais a célula e na dissipacdo de componentes da for¢a motriz do proton (PMF),
como a interferéncia no potencial transmembrana e no gradiente de pH, levando a interrupc¢ao
de todos o0s processos biossintéticos necessarios para a sobrevivéncia (Bauer et al., 2005).

O estudo de Scherer et al. (2015) mostrou que o dano a membrana bacteriana e a sua
morte, ocorreram ap6s uma certa quantidade de nisina ter se agregado a célula, atingindo um
certo tamanho, o que demonstrou a importancia da agregacdo em larga-escala da nisina a

bactéria para ocorrer o mecanismo de morte celular.

2.5 Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma ciéncia que possui como objetivo a manipulagdo de moleculas,
de uma escala nanométrica (1-100 nm), para a sua aplicacdo em sistemas maiores e mais
complexos (Adams et al., 2013). Essa ciéncia tem sido aplicada e estudada por diversos
pesquisadores nas diversas areas, desde a sua aplicacdo na industria agricola e alimenticia na
incorporacdo de embalagens até a sua utilizacdo em diversos ramos da medicina, como no
tratamento de cancer, em neurocirurgias complexas, na realizacdo de exames de ressonancia
magnética, em tratamentos odontologicos, entre outros (Leite et al., 2018; Viswanathan et al.,
2019; Leso et al., 2019).

Quando se trata da area microbioldgica, a nanotecnologia possui diversas aplicacfes
como a sintese de nanoemulsdes, nanoparticulas, nanoesferas, nanocapsulas e nanolipossomos,
gue servirdo como carreadores do composto ativo antibacteriano de interesse, aumentando sua

biodisponibilidade, eficiéncia e estabilidade no meio inserido (Davila-Rodriguez et al., 2019).

2.5.1 Nanoemulsoes

Por definicdo, nanoemulsdes sdo solugdes de dois liquidos imisciveis, podendo ser 6leo
em agua (O/A) ou agua em bleo (A/O), que sdo estabilizados entre si por meio da adicdo de
emulsificantes, que reduzem a tensdo interfacial entre os dois liquidos, devido a sua absorcédo
na interface 6leo-agua (Riquelme et al., 2019). Assim, h4 a formacdo de uma emulsdo mais
estavel, e ird demorar mais para ocorrer uma separacdo de fases entre os dois liquidos (Lin et
al., 2008).

32



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

Entretanto, alguns fendmenos de instabilidade podem ser observados nas nanoemulsdes
desde o inicio de seu preparo. De acordo com o volume de emulsificantes utilizados, a
nanoemulsdo possuira um valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL), que ira representar a
afinidade do emulsificante com a agua ou com o 6leo, em casos de emulsificantes hidrofilicos
e lipofilicos, respectivamente. Quanto maior o valor de EHL, maior serd a afinidade da fase
oleosa com a aquosa, em casos de nanoemulsdes O/A (Lian et al., 2019). O sistema numérico
de EHL foi estabelecido pelo pesquisador e quimico William Griffin, sendo apresentado pela
primeira vez no ano de 1949. Segundo Griffin, 0 método EHL seria usado com base de que
todos os surfactantes (a0 combinarem grupos lipofilicos e hidrofilicos em uma s6 molécula) e
que a diferente proporcdo de porcentagem entre ambos os grupos, fosse um indicativo do
comportamento esperado de uma emulsdo (Pasquali et al., 2008). Griffin ainda atribuiu um
intervalo de valores de EHL de aproximadamente 1, até 18, sendo o menor valor atribuido como
padréo o acido oleico puro e para o maior, o oleato de sddio (Pasquali et al., 2008).

A estrutura das particulas de nanoemulsdes O/A esta representada na Figura 5, onde as
caudas ndo-polares dos surfactantes estdo inseridas na molécula de dleo, que apresenta carater
hidrofébico. Enquanto isso, as cabecas polares dos surfactantes estardo expostas para 0 meio
aquoso (McClements, 2012).
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Figura 5. Representacdo da estrutura das goticulas de nanoemulsdo O/A, composto pelos dois

liquidos imisciveis e surfactantes. Fonte: McClements, 2012.

O tamanho das goticulas formadas das nanoemulsdes sao geralmente menores que 500
nm e, por esse motivo, podem ser confundidas com as microemulsdes. Entretanto, as
nanoemulsdes diferem das microemulsdes em diversos aspectos, podendo destacar a questéo
termodinamica, onde as nanoemulsdes apresentam instabilidade e as microemulsoes,

estabilidade. Além disso, as nanoemulsdes apresentam algumas caracteristicas particulares
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como a sua turbidez, taxa reduzida de separacdo gravitacional, formacgéo de floculagéo (Donsi
et al., 2016), estrutura das particulas e a sua forma de preparo (McClements et al., 2012).

Ha diversos métodos para a sintese das nanoemulsdes e a maioria delas consiste em uma
potente agitacdo mecénica, como emulsificacdo espontanea, inversao de fases e de emulsoes,
homogeneizacdo de alta pressdo, alta velocidade e ultrassonicacdo (Davila-Rodriguez et al.,
2019). A sonicagdo € um método de alta energia para a formacdo de nanoemulsées. Por essa
técnica, o aparelho sonicador aplica ondas de alta frequéncia no recipiente contendo a solugéo
para causar vibracdes mecanicas, seguidas pela formacdo de cavitagfes acusticas, que ao se
romperem, sdo geradas ondas de choque capazes de irem rompendo as goticulas maiores em
tamanhos menores, formando as nanoemulsbes (Ghosh et al., 2013). Entretanto,
independentemente do método utilizado, os agentes emulsificantes € que terdo a maior
influéncia na estabilidade da nanoemulséo formada. Os tensoativos possuem a capacidade de
modificar as goticulas de Oleo da amostra devido a alteragdes na tensdo interfacial das
moléculas ou até mesmo de estabilizar a interface por prevenir a instabilidade das emuls6es
(Villalobos-Castillejos et al., 2018; Paez-Hernandez et al., 2019).

As nanoemulsbes vém sendo empregadas em diversas areas, como na industria
alimenticia, agricola e farmacéutica, com o objetivo de realizar a entrega do composto lipofilico
(McClements, 2012). Algumas substancias encapsuladas em nanoemulsdes estdo sendo
testadas em ensaios clinicos, como derivados de testosterona, propofol, ciclosporina, entre
outros (Singh et al., 2017). Uma vez a droga encapsulada, 0 composto precisara se fragmentar
para ser transferido da fase oleosa para a camada onde estara o surfactante e desta, para a fase
aquosa. Com isso, a droga sofrerd nanoprecipitacao, o que levara a um aumento importante da
sua area de superficie, acelerando sua dissolucdo no meio (Singh et al., 2017).

Quando se trata da sua aplicacdo na area microbioldgica, as nanoemulsdes sao
sintetizadas para encapsular diversos compostos, dentre eles 0s 6leos essenciais de extratos de
plantas, que possuem propriedades importantes e um amplo espectro de acdo contra bactérias
patogénicas (Qiu et al., 2012), como no estudo de Prakash (2019), onde nanoemulsdes do 6leo
essencial linalol apresentaram melhor atividade contra Salmonella Typhimurium do que o
linalol em sua forma ndo encapsulada.

Em estudo realizado também por nossa equipe, foi possivel verificar o uso potencial de
nanoemulsdes contendo 6leo essencial de palmarosa (Cymbopogon martinii) e de seu composto
majoritario geraniol sobre linhagens de Cutibacterium acnes (antigo Propionibacterium acnes)

(Lyra, 2019). Segundo os resultados, a eficacia da nanoemulsao contendo estes antibacterianos
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foi potencializada quando associada a nanoparticula contendo prata, bem como nédo apresentou

citotoxicidade sobre queratindcitos.

2.5.2 Nanoparticulas de ouro (AuNPS)

O ouro foi introduzido na medicina em 1890 pelo bacteriologista Robert Koch que
observou baixas concentragdes do composto cianeto de potassio e ouro foram capazes de
apresentar atividade antibacteriana contra bacilos causadores de tuberculose. Assim, no ano de
1920, terapias contra tuberculose que envolviam a aplicacdo de ouro foram introduzidas, bem
como no tratamento de artrite reumatoide, em 1935 (Arvizo et al., 2011).

Recentemente, 0s nanomateriais metalicos vém chamando a atencdo de muitos
pesquisadores por apresentarem caracteristicas bastante interessantes quando se trata de
aplicacdes na area medica. Algumas de suas propriedades chamam a atencdo como seu tamanho
(podem varias de 2 a 500 nm), seu formato, sua elevada relacdo superficie para volume, sua
biocompatibilidade, sua baixa taxa de toxicidade, suas propriedades opticas colorimétricas e
seu ndcleo, que se tornam interessantes devido a suas propriedades fisicas (Arvizo et al., 2011,
Elahi et al., 2018). Com tantas propriedades inerentes a esses nanomateriais, € possivel
manipula-los de forma a obter estes materiais com as caracteristicas desejadas, para a sua
aplicacdo em diferentes areas (Sidhu et al., 2017). Para otimizar sua fungdo como carreador de
drogas e suas aplicacdes multifuncionais, as AUNPs podem ainda ser revestidas com polimeros
ou proteinas (Ramalingam, 2019).

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) vém sendo aplicadas em diversos ramos da
medicina moderna, como na composi¢cdo de lentes de contato (Kharaghani et al., 2019), em
terapias fotodinamicas, terapias fototermais, em contrastes de exames de imagem, em
atividades antioxidantes, anticancer, antifungicas, antibacterianas, em detectores de diversas
moléculas e em carreadores, sendo capazes de carrear diversos compostos como antibioticos,
peptideos, proteinas e plasmidios (Elahi et al., 2018).

Quanto a sua aplicacdo como carreadores de drogas, as AuUNPs, além de possuirem todas
as vantagens em relacdo as suas propriedades fisicas e quimicas e por terem seu nucleo
considerado ndo toxico, se apresentam ainda como uma solu¢do quanto ao problema da
resisténcia bacteriana aos antibidticos, a toxicidade de algumas dessas drogas e da sua
biodisponibilidade no organismo (Pradeepa et al., 2017).

Sua acdo contra bactérias patogénicas se da pela sua grande area de superficie de contato
com 0s micro-organismos e também pela presenca de cadeias de aquil, onde possuem um

fragmento hidrofébico que ird interagir com a bicamada lipidica da membrana citoplasmatica
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bacteriana, causando a sua ruptura e o extravasamento citoplasméatico. Como representado na
Figura 6, além do rompimento da membrana, as AuNPs também causam estresse oxidativo na
bactéria ao estimular a producdo de ROS pelas mitocéndrias, interrompendo a atividade
enzimatica, desnaturando o material genético e interrompendo o seu crescimento e acarretando
na morte celular (Ramalingam, 2019). As AuNPs possuem ainda a vantagem de serem seletivas
para esses micro-organismos, sem causar a ruptura das células eucaridticas do hospedeiro (Mei
et al., 2014) devido a maior presenca de carga negativa nas membranas bacterianas do que nas
células de mamiferos (Pradeepa et al., 2017).

As nanoparticulas de ouro, dentre outras nanoparticulas, sdo consideradas as mais
seguras contra as células de mamiferos devido a mecanismos independentes de ROS. Além
disso, as AuNPs conseguem ser funcionalizadas facilmente com drogas antimicrobianas

(Khezerlou et al., 2018).
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Figura 6. Representacdo das acOes antibacterianas intracelulares das AuNPs.

Fonte: Ramalingam, 2019.
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3 Objetivo

3.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi sintetizar e caracterizar formulagbes de nanoemulsdes e

nanoparticula de ouro (AuNPs) conjugadas & nisina visando potencializar a atividade inibidora

deste polipeptideo antimicrobiano para linhagens padrdes ATCC de Staphylococcus aureus e

sobre seus fatores de viruléncia
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4 Material e Métodos
4.1 Linhagens bacterianas e antimicrobianos

Foram utilizadas cinco cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de
Staphylococcus aureus, sendo S. aureus ATCC 13565 (produtora de enterotoxina A), ATCC
14558 (produtora de enterotoxina B), ATCC 19095 (produtora de enterotoxina C), ATCC
23235 (produtora de enterotoxina D) e MRSA ATCC 33591 (produtora de biofilme). Segundo
informacdes do distribuidor da nisina (Nisin from Sigma Aldrich® do Brasil, produto cédigo
N5764-5G) esta tem peso molecular de 3.354,07 g/mol, sendo a poténcia do produto
correspondente a 1.000,000 Ul (Unidades Internacionais)/grama. Considerando a grau de
pureza de 2,5%, calculou-se em 40 Ul/ug de nisina pura contida no produto adquirido. A

oxacilina foi obtida em forma de sais da empresa farmacéutica Teuto/Pfizer.

4.2 Preparo das nanoemulsdes

O preparo de uma nanoemulsdo pode ser realizado utilizando métodos de baixa energia,
como difusdo de solventes, emulsificacbes espontaneas ou por temperaturas de fase invertida,
ou a partir de métodos de alta energia, que incluem equipamentos mecanicos mais complexos,
como homogeneizadores de alta pressdo, microfluidificadores e equipamentos ultrassénicos,

sendo este Gltimo utilizado no preparo das nanoemulsdes neste estudo.

4. 2. 1 Tensoativos utilizados

Os preparos das formulacdes de nanoemulsbes foram realizados pela cavitacédo
ultrassdnica de emulsdo 6leo em agua O/A. A fase oleosa, contendo o tensoativo lipofilico Span
80 e um Oleo inerte de girassol da Empresa WNF Oleos Essenciais, foi adicionada lentamente
a fase aquosa contendo agua ultrapura Milli-Q® e o tensoativo hidrofilico Tween 20, sob
agitacdo continua ultrassénica (poténcia 900 W) por aproximadamente 1 hora em equipamento
de homogeneizagdo de alta energia (sonicador ultrassdnico/desruptor de célula ultrassonico,
Modelo DES500, Marca Unique) a 25 °C. As caracteristicas e a estrutura quimica de ambos 0s
tensoativos estdo representados na Figura 7.

Cinco nanoemulsées com diferentes proporcdes dos tensoativos foram obtidas em
duplicata com a concentragdo de 6leo fixa em 1,5% m/m. A quantidade de tensoativos sera
mantida constante a 5,0%, o que influencia para a baixa toxicidade das amostras (Goyal et al.,
2017). A avaliacdo da estabilidade fisica e propriedades fisico-quimica dependera da variacéo

da composi¢do das nanoemulsGes em termos dos valores do equilibrio hidrofilico-lipofilico
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(EHL), de 6,78 até 11,74, conforme a Tabela 1. O valor de EHL para os tensoativos utilizados
sdo conhecidos, conforme mostra a Tabela 2. Para o célculo das quantidades de tensoativo
hidrofilico (Tween 20) e do tensoativo lipofilico (Span 80) em funcéao dos valores de EHL, foi

utilizada a equacdo:

A+ B =100 (1)
EHLresuttante = EHLA X 0,01A + EHLg X 0,01B (2)

A = porcentagem do tensoativo hidrofilico; B= porcentagem do tensoativo lipofilico;
EHLA = Equilibrio Lipofilico de A;

EHLg = Equilibrio Hidrofilico de B;

EHL Rresuitante = Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico resultante.

O{CH,CH,O)H
R OH
FO%‘\/D_”/ /I\/D_" "
O—_
[a]
H(OCH,CH,),0 O(CH,CH; O),H | o
HO OH
Monolaurato de sorbitano etoxilado Monooleato de sorbitano
20 OE INCI: sorbitan monooleate
INCI: polysorbate 20 Nome comercial: Span“’ 80
Nome comercial: Tween® 20 Valor de EHL: 4,3
Valor de EHL =16,7 Fornecedor: Inlab Confianga
Fornecedor: Inlab Confianga

Figura 7. Especificacdes dos tensoativos Tween 20 e Span 80.

Tabela 1. Cinco formulagdes das hanoemulsdes com seus respectivos valores de EHL.

Nanoemulsdes oleo Tween 20 Span80 EHL agua

AMOSTRAS % m/m % m/m % m/m % m/m
1 1,5 1,0 4,0 6,78 93,5
2 1,5 1,5 3,5 8,02 93,5
3 1,5 2,0 3,0 9,26 93,5
4 1,5 2,5 2,5 10,5 93,5
5 1,5 3,0 2,0 11,74 93,5
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Tabela 2. Valores de EHL dos tensoativos Tween 20 e Span 80
Tween 20 Span 80
16,7 4,3

Visto que o Tween 20 apresenta um carater mais hidrofilico do que lipofilico visto que
o seu valor de EHL previamente conhecido € alto (EHL = 16,7), préximo ao limite estabelecido
por Griffin, as nanoemulsfes que possuirem uma maior porcentagem deste surfactante,
apresentardo também um maior valor de EHL e consequentemente uma maior afinidade a fase
aquosa. Conforme observado na Tabela 1, na nanoemulsdo de formulacdo 5, as goticulas da
fase oleosa apresentaram maior afinidade a fase aquosa do que as demais. O Span 80 apresenta
um carater mais lipofilico do que hidrofilico, com o seu valor de EHL em 4,3. Assim, as
nanoemulsdes que possuirem uma maior porcentagem deste surfactante, apresentardo um
menor valor de EHL, e consequentemente ndo terdo uma grande afinidade com a fase aquosa.
Considerado esse fator, podemos concluir que a nanoemulsao de formulagdo 1 sera a amostra
que suas goticulas da fase oleosa apresentarao menor afinidade a fase aquosa.

Como ambos os valores de EHL dos tensoativos possuem valores extremos, ha a
importancia e a necessidade de formular diferentes amostras de nanoemulsdes com diferentes
porcentagens de ambos, para apresentarem estabilidade entre as fases e para serem estudados
qguanto as suas propriedades fisico-quimicas e serem estipulados como mais ou menos

adequados para a sua utilizagdo como antimicrobiano.

4.2. 2. Incorporacao da nisina as nanoemulsdes

A nisina foi incorporada as cinco diferentes formulac@es de nanoemulsdes estabilizadas,
de forma que fosse obtida uma solucdo com concentracdo de 100 ug/ml de nisina. A
incorporacdo foi realizada por meio de agitacdo magnética, por aproximadamente 1 hora, em
Agitador-Aquecedor Modelo 258 da marca FANEM. A nisina foi previamente pesada em
balanca analitica para laboratorio em um recipiente béquer, e o volume adequado de
nanoemulsdo foi delicadamente despejado em cima da amostra de nisina. Protegida da luz, o

béquer permaneceu sob agitacao.
4.3 CaracterizagOes das nanoemulsoes
A caracterizacdo das nanoemulsdes foi realizada a partir do tamanho das goticulas, indice

de polidispersividade, potencial zeta, valor do pH, densidade, cor, centrifugacdo, estabilidade
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em diferentes temperaturas de armazenamento (4°C, 25°C e 37°C) e estresse térmico (40 a
80°C).

4.3.1 Avaliagdo macroscopica

Esta avaliagdo teve como objetivo buscar sinais de instabilidade ap6s 24 horas de
realizacdo do preparo das formulagdes. Foram analisados sinais de cremeacao ou de separacédo
de fases, além do aspecto de turbidez.

4.3.2 Cor
Observacdo da variagdo de cores entre as formulagGes quanto a serem opacas ou

translucidas.

4.3.3 Estresse térmico

Foram colocadas em diferentes frascos, 10 ml de cada amostra, em triplicata. Os frascos
foram entdo submetidos a aquecimento na faixa de 40°C a 80°C, aumentando a temperatura de
5 em 5 °C ateé atingir a temperatura final de 80°C em equipamento de banho-maria. As amostras
foram analisadas quanto a ocorréncia ou nao de separacdo de fases ou modificacdes. Para
aquecimento foi utilizado aparelho ultratermostatico (QUIMIS Modelo Q215m2). A
observacdo das alteracdes resultantes foi classificada em SA (sem alteracdo aparente), LM

(levemente modificado, mas sem separacdo de fases) e SF (separacédo de fases).

4.3.4 Estabilidade em temperaturas de armazenamento

Amostras das cinco nanoemulsfes foram divididas em tubos de ensaio, em duplicata, e
submetidas a diferentes condi¢bes de temperatura, permanecendo desde o tempo de Oh
(momento do preparo) até depois de 3 meses. As amostras ficaram em condicdes de temperatura

de geladeira (4-8 °C), temperatura ambiente (25 °C) e temperatura de estufa (37 °C).

4.3.5 Tamanho médio das particulas (DLS)/Potencial Zeta

Foram empregados testes para identificar o diametro das particulas (técnica de
Espalhamento Dindmico da Luz - DLS, Dynamic Light Scattering), indice de polidispersividade
(IPD) e potencial zeta. Os experimentos foram realizados utilizando o analisador de tamanho
de particulas modelo 90 Plus da marca Brookheaven, na Universidade Anhanguera, campus

Pirituba, Sao Paulo.
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As amostram foram previamente diluidas em solu¢do de 1mM de NaCl antes de serem

aplicadas no aparelho. A diluicdo dos compostos em NaCl 1mM foi de 1:100.

4.3.6 Determinacéo do valor do pH

Os valores de pH foram aferidos em triplicata, apos diluicdo das amostras na proporcao de
1:10, utilizando um medidor de pH de bancada GEHAKA, modelo PG 2000. A avaliagédo foi
feita antes e depois das formulagdes serem submetidas ao estresse térmico.

4.4 Preparo das Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas pelo método de reducédo de ouro
por citrato e a interacdo da nisina com as AuNPs (AuNPs-Nis) foi realizada posteriormente, ao
incorporar certa quantidade de nisina de forma que a solucdo resultante possuisse uma
concentracdo do peptideo de 100 pg/mL, por meio de agitacdo magnética em Agitador-

Aquecedor Modelo 258 da marca FANEM pelo periodo de 2 horas.

4.4.1 Sintese das Nanoparticulas de Ouro (AuNPS) estabilizadas por citrato

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas pelo méetodo de reducédo de ouro
por citrato. O cloreto de ouro (I1I) e o citrato de sodio foram obtidos da Empresa Sigma
Aldrich® do Brasil. Uma solucéo de acido tetracloroaurico triidratado (HAuCI4 1,0 x10° mol
Lt Vf= 95 mL) foi mantida sob condicdo de controle de temperatura de 80 °C.
Sequencialmente, uma solucao de citrato de sodio (1,0 % m/v; Vf=5,0 mL) foi adicionada e a
mistura reacional permaneceu entre 95 - 100°C por 45 minutos. A mudanca de coloracéo de
incolor para vermelho foi um indicativo macroscopio da formacéo de nanoparticulas esféricas
de ouro. A solucdo de AuNPs foi armazenada em temperatura de geladeira (4-8°C) e protegida
da luz, em frasco ambar e envolta por papel aluminio.

Neste método, o0 ouro proveniente do agente precursor, cloreto de ouro (I11), é reduzido
a ouro metalico por acdo do citrato de sodio a temperatura constante a 95 °C. O citrato de sodio
é um agente redutor fraco que funciona simultaneamente como agente de recobrimento das
AuUNPs. Os ions citrato devem estar em excesso no meio reacional, assim a medida que ocorre
a reducdo do ouro, ions citratos excedentes sdo adsorvidos a superficie das AuNPs, que se torna
carregada negativamente. Esse mecanismo estabiliza as nanoparticulas formadas por repulsdo

eletrostatica, prevenindo o fendmeno de agregacdo e um crescimento descontrolado das AuNPs.
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4.4.2 Incorporagéo da nisina as Nanoparticulas de Ouro (AuNPS)

Para incorporar a nisina as AuNPs, foi preparada previamente uma solucdo de nisina a
200 pg/mL em &gua ultrapura Milli-Q® e posteriormente a solugdo foi filtrada em filtro de 0,2
um. A solucéo foi adicionada a solucdo de AuNPs preparada anteriormente, e mantida em
agitacdo magnética por duas horas em temperatura ambiente (25°C) e protegida da luz por meio
de papel aluminio, por ser uma solugdo fotossensivel. A solucdo de nisina acoplada as AuNPs
(AuNPs-Nis) foi armazenada posteriormente em temperatura de geladeira (4°C) e protegida da

luz, em frasco &mbar e envolta por papel aluminio.

4.4.3 Incorporagdo da AuNPs-Nis @ Nanoemulsao

Além das formulagfes de AuNPs-Nis e das Nanoemulsdes com nisina, foi incorporado
também a AuNPs-Nis na formulacdo de nanoemulsdo que apresentou o menor valor de
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) frente a cepa de MRSA ATCC 33591, com o objetivo
de verificar a acdo antimicrobiana dessa solucdo. A incorporacdo foi realizada por meio da
agitacdo magnética, por um periodo de 2 horas em temperatura ambiente (25°C). A solucéo
resultante (AuNPs-Nis + Nanoemuls&o) foi armazenada em temperatura de geladeira (4-8°C) e
protegida da luz, em frasco ambar e envolta por papel aluminio. A concentracéo final de nisina

na solucao foi de 50 pg/ml.

4.4.4 Incorporacao da Nanoemulsdo com Nisina a AUNPs

Com o mesmo objetivo do preparo da solucdo de AuNPs-Nis + Nanoemulsao, foi
incorporada também a formulacdo de nanoemulsdo que mostrou 0 menor valor de Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) frente a cepa de MRSA ATCC 33591, a solucdo de AuNPs pelo
mesmo metodo da agitacdo magnética por um periodo de 2 horas em temperatura ambiente
(25°C). Uma solucdo de Nanoemulsdo-Nisina foi previamente preparada, com uma
concentragédo de Nisina de 200 pug/ml. A solugéo resultante (Nanoemulsdo-Nisina + AuNPs) foi
armazenada em temperatura de geladeira (4°C) e protegida da luz, em frasco ambar e envolta

por papel aluminio. A concentracdo final de nisina na solugéo foi de 100 pg/ml.

4.5 Caracterizacdo das Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)
4.5.1 Cor
A mudanca da coloracdo da solucéo foi observada, desde o primeiro momento da adi¢do

da solucdo de citrato & solucdo de HAuCI4, até o tempo final de 2 horas. A coloracdo foi
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registrada de 30 em 30 minutos, sob agitacdo magnética. A mudanga de coloracéo da solucéo

de AuNPs ao adicionar o peptideo nisina também foi registrado.

4.5.2 Espectrofotometria na regido de UV-visivel

Para obter o comprimento de onda das AuNPs, as amostras finais foram lidas em um
equipamento UV-M51 da BEL Engineering, junto com uma amostra branca, composta por agua
destilada. A leitura no espectrofotdmetro é importante para obtermos uma ideia da superficie e
morfologia das nanoparticulas, que irdo controlar as propriedades Opticas e eletrénicas das
AuNPs (Ramalingam, 2019). A leitura foi obtida em um intervalo de comprimento de onda de

300 nm até 1000 nm, em temperatura ambiente (25 °C).

4.6 Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

Os ensaios de sensibilidade foram realizados de acordo com a metodologia Resazurin
Microtiter Assay (REMA) adaptada de Martin et al. (2003) em microplacas de Elisa de 96 pocos
com as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 13565 (produtora de enterotoxina A - SEA),
ATCC 14558 (produtora de enterotoxina B - SEB), ATCC 19095 (produtora de enterotoxina C
- SEC), ATCC 23235 (produtora de enterotoxina D - SED) e ATCC 33591 (MRSA produtora
de biofilme), sendo as concentragdes dos tratamentos obtidas em meio Mueller Hinton Caldo
(MHC) em um volume final de 200 pL e variando de 0,1 a 50 pug/ml. Todos os tratamentos com
as respectivas linhagens testadas estdo indicados na Tabela 3. Foram preparadas suspensoes
bacterianas de acordo com a escala 0,5 de McFarland que corresponde a 1,5 x 10® unidades
formadoras de col6nias por mL (UFC/mL), seguido de inoculacéo das bactérias nos respectivos
pocos das microplacas com uma concentracio bacteriana corrigida para o equivalente a 10°
UFC/mL. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Foram utilizados controles negativos
em todos os ensaios (MHC sem bactérias), controles positivos (MHC com bactérias) e os
controles de esterilidade da nisina (MHC com nisina).

Foram realizadas leituras dos respectivos valores de CIM, definida como a menor
concentracdo de cada tratamento capaz de inibir o crescimento bacteriano utilizando-se leitor
de microplacas (Epoch 2 — BioTek) e também pela observacao visual com a adi¢do do composto
revelador de oxirreducdo resazurina (0,05%). Esses ensaios foram realizados em triplicatas.

Para a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram preparadas subculturas a partir das
concentragdes testadas nos ensaios de microdiluigdo utilizando placas de &gar infusdo de

cerebro e coragdo (BHI). As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24
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horas, sendo a CBM a menor concentragdo em que nao foi visualizada a formacéo de colonias

(NCCLS, 1999). Esse ensaio também foi realizado em triplicata.

Tabela 3. Representados com asterisco (*) os diferentes tratamentos utilizando-se nisina,
adicionada de nanoemulsdes e/ou nanoparticulas de ouro (AuNPs), realizadas sobre as

diferentes cepas ATCC de S. aureus (MRSA e enterotoxigénicas A-D).

MRSA 13565 14558 19095 23235
B P H

lelna * * * * * * *
Nanoemulsdes NR NR * * * * *
Nanoemulsdes + Nis. * * * * * * *
AUNPS NR NR * * * * *
AUNPs + Nis. * * * * * * *
(AuNPs + Nis.) + * * * NR NR NR NR
Nano
(Nano + Nis.) + * * * NR NR NR NR
AUNPs

B = ensaio de producdo de biofilme; P = ensaio de extravasamento proteico; H = ensaio de

atividade hemolitica; NR = ndo realizado.

4.7 Inibicdo da producdo de enterotoxinas

Cada uma das cepas produtoras de enterotoxina A, B, C e D foi cultivada em caldo triptico
de soja (TSB) e incubada a 37 °C por 24 horas, sendo realizados os controles (apenas TSB e
in6culo) e para os tratamentos foi utilizada uma dose subinibitoria referente a 70% da CIM que
foi obtida previamente. A escolha desse valor de CIM foi feita com base no estudo realizado
por Albano et al (2016) que obteve resultados satisfatorios usando concentracdes de 60 e 80%
do CIM para verificacao de inibicdo da producdo de enterotoxinas de S. aureus por compostos
majoritarios.

Ap0ds incubacdo (37 °C por 24 horas), cada tratamento foi centrifugado a 9000 g, 4°C por
30 minutos e o procedimento foi realizado utilizando o kit SET-RPLA de acordo com as
instrucdes do fabricante (Oxoid). Esse experimento foi realizado em triplicata.

O kit SET-RPLA baseia-se na ligacdo entre anticorpos especificos e antigeno
(enterotoxina). Os anticorpos vém ligados a particulas de latex, que na presenca de antigeno se
aglutinam e quando ndo ha antigenos presentes ocorre uma precipitacdo dessas particulas no

fundo do pogo da placa (microtitulagdo com fundo em “V”), podendo ser observada como um
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ponto rosa. Assim, a produgédo de enterotoxina foi quantificada visualmente e caracterizada
pelos simbolos de + ou -, ou seja, se a producdo de enterotoxina é considerada forte a
aglutinacdo é caracterizada como (+++), uma producdo moderada é caracterizada como (++),

uma producéo fraca (+) e auséncia de producdo quando ndo ha aglutinacéo visivel (-), como

Q00

() @& () () (++H)

representado na Figura 8.

Figura 8. Interpetacdo dos resultados do teste da producéo de enterotoxinas. Fonte: THERMO
SCIENTIFIC

Os tratamentos utilizados para esse teste foram a nisina, nanoparticulas de ouro acopladas
a nisina (AuNPs-Nis) e a nanoemulséo de formulagdo nimero 5 com e sem a nisina, que se
apresentou como a nanoemulsdo com melhor atividade quanto aos valores de CIM contra as

cepas ATCC enterotoxigénicas.

4.8 Efeito dos tratamentos de nisina na formacéao de biofilme

O efeito de diferentes concentracdes subinibitorias da nisina e de seus tratamentos (Tabela
3) foram testados na formacdo de biofilme em MRSA ATCC 33591 de acordo com a
metodologia adaptada de Stepanovic” et al. (2000). As cepas foram cultivadas overnight em 4
mL de TSB contendo 1% de glicose, padronizadas pela escala 0,5 de McFarland e diluidas em
TSB até 10° UFC/mL. 100 pL foram dispensados em cada pogo de uma placa de 96 pocos de
fundo chato contendo 100 pL de diferentes concentrac@es subinibitorias de nisina e seus
tratamentos (25%, 50%, 60%, 70%, 80% e 90% da CIM) ou 100 pL de TSB (para controle).
Ap0s incubacdo estatica (37°C/48h), cada poco foi lavado trés vezes com tampéo PBS estéril
(pH 7,4) e a placa permaneceu secando a temperatura ambiente por 4h. O biofilme formado no
fundo do poco foi fixado com 150 pL de metanol por 15 min, corado com 150 pL de cristal
violeta 1% por 15 min e as placas foram lavadas em agua corrente para retirada do excesso de
corante. Apds secagem a 25°C, os biofilmes corados foram ressuspendidos em 150 pL de cido
acético 33% e foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 570 nm. A formacéo de biofilme
foi determinada através da formula: (média do valor do tratamento/média do valor do controle)

x 100 (Nostro et al., 2007). Cada ensaio foi realizado em triplicata.
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Para a realizacdo deste experimento foi utilizada apenas a nanoemulsédo de formulacéo
namero 1, que se apresentou como a nanoemulsdo com melhor atividade quanto aos valores de
CIM contra a cepa de MRSA ATCC 33591.

4.9 Atividade hemolitica

O protocolo para realizar os testes de atividade hemolitica foi de acordo com o realizado
por Zarrinnahad et al. (2018). Uma aliquota de 10 ml de sangue humano recém coletado foi
heparinizada e centrifugada a 3500 rpm por 10 minutos e, posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e a amostra lavada com PBS (Phosphate buffer saline). Tal procedimento foi
realizado trés vezes. A seguir, o sobrenadante foi descartado e uma aliquota de 2% da suspensdo
de hemécias foi preparado com PBS. Os tratamentos utilizados (Tabela 3) foram testados em 5
concentragdes diferentes, variando desde ¥4 do valor do CIM para MRSA ATCC 33591, ate 4
vezes o valor do CIM. Foi utilizado o PBS como controle negativo, e o Triton X-100 a 1%
como controle positivo. O experimento foi realizado em microplacas de poliestireno de 96
pocos, sendo 100 pl da suspensdo de hemacias a 2% inseridas em cada poco contendo 0s
tratamentos. As placas foram entdo incubadas a 37 °C por duas horas, e posteriormente
centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos em centrifuga para microplacas Eppendorf 5810 R.
Assim, houve a formacdo de sobrenadante nos pocos, sendo cuidadosamente transferidos para
uma nova microplaca de 96 pogos. A nova microplaca foi entdo lida a uma densidade Optica
(DO) de 540 nm em espectrofotobmetro Epoch-Biotek 2 Microplate Reader. O ensaio foi
realizado em triplicata.

A porcentagem de hemolise resultante foi calculada segundo a formula:

[(DO amostra — DO controle negativo) + (DO controle positivo — DO controle negativo)] x 100

4.10 Extracdo proteinas

Para verificar a integridade da membrana bacteriana de MRSA ATCC 33591, foi
calculada a concentracdo (ug/ml) de proteinas liberadas no sobrenadante pela bactéria quando
exposta a diferentes concentracdes dos tratamentos (Tabela 3), por meio da metodologia de
Bradford (1976).

Inicialmente, a bactéria foi inoculada em meio MHC e incubada a 37 °C por 14 horas.
Posteriormente, 0 meio contendo o crescimento bacteriano foi separado em tubos de ensaio com
0s respectivos tratamentos, em concentragdes de 1 e 2 vezes o valor de CIM obtido previamente
para a bactéria em estudo. O experimento foi realizado em duplicata. Os tempos analisados no

experimento foram de TO (logo apos a adi¢do dos tratamentos), T1 (2 horas ap6s a adicdo dos
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tratamentos) e T2 (4 horas ap6s a adi¢do dos tratamentos). Nesses tempos, as amostras foram
transferidas para tubos Eppendorfs e centrifugadas a 10.000 g por 7 minutos a 4 °C. Os
sobrenadantes foram coletados, transferidos para uma microplaca de poliestireno de 48 pocos
e a DO lida a 595 nm.

4.11 Viabilidade celular

O teste de viabilidade celular foi realizado sobre a linhagem tumoral de c6lon HCT 116
visando a analise de apopotose e necrose utilizando citometria de fluxo. A Anexina V 51-
65875X e 0 7-AAD 51-68981E utilizados foram do kit PE Annexin V apopotosis detection kit
I, da Empresa BD Biosciences. Para o ensaio, foram testados os tratamentos nisina,
nanoemulsdo contendo nisina, nanoparticulas de ouro acopladas a nisina (AuNPs-Nis) e a
nanoemulsdo sem a adicdo de nisina. Para todos os tratamentos foram realizadas duas
concentragdes, ou seja, em uma e duas vezes os valores de CIM obtidos previamente para a
linhagem MRSA ATCC.

A marcacdo de células apoptdticas pela proteina Anexina V € possivel pela sua alta
afinidade a fosfatidilserina (PS), uma molécula presente na superficie interna da bicamada
lipidica celular. Uma vez que a apoptose € iniciada, as moléculas PS s&o translocadas para a
superficie exterior da bicamada lipidica, devido a desorganizacdo da membrana nessas
condicdes. Antes mesmo da perda total da integridade da membrana, ou seja, no inicio da
apopotose, a Anexina V ja se adere a membrana celular e alteracdes morfoldgicas podem ser
detectadas. A conjugacao da Anexina V ao FITC (Isotiocianato de fluoresceina) torna possivel
a identificacdo e a quantificacdo das células apoptoticas utilizando a metodologia de citometria
de fluxo.

O 7-AAD (7-Aminoactinomicina D) é um componente quimico que emite fluorescéncia
e possui uma forte afinidade ao DNA. Esse composto intercala a dupla fita do DNA, possuindo
afinidade por regides ricas em ligacdes guanina-citosina. O 7-AAD é utilizado em analises de
citometria de fluxo para identificar e quantificar as células em apoptose tardia ou necroticas.
Uma vez as células nessas duas situacfes, a sua membrana estara desestabilizada, o que
permitird a entrada do 7-AAD nas células, sendo possivel dessa forma a sua ligacdo ao DNA.

As células foram cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 2mM de L-glutamina, 1mM de piruvato de sédio, 0.1 mM de aminoacidos nao-
essenciais e 1% de antibioticos/antifingicos (Life Technologies). Os ensaios foram realizados
em microplaca de 24 pocos e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas sob 5% de tenséo de

CO2. Apos esse periodo, as células receberam os tratamentos nas duas diferentes concentragoes
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dos produtos e foram incubadas novamente por 24 horas. Apos adi¢do de tripsina e apds a
lavagem das células com PBS, as mesmas foram ressuspendidas com 100uL de tampéo de
Anexina V, e o protocolo de marcacao foi iniciado a partir da pipetagem de 2,5uL de Anexina
V e a posterior incubacdo da placa a temperatura ambiente (25°C) e protegida da luz por 15
minutos. 200uL de tamp&o de Anexina V foi adicionado para atingir um volume final de 300uL
e 3uL de 7-AAD foi adicionado por fim, para a posterior analise no citbmetro.

As amostras foram injetadas no citdmetro de fluxo FACSCanto™ Il (BD Biosciences)
com software FACSDiva (BD Biosciences) sendo os resultados analisados com uso do software
FlowJo versdo vX10.7 (Tree Stars Inc.).

4.12 Analise estatistica
A andlise estatistica utilizada para os testes de extravasamento proteico e de reducéo de
biofilme foram os testes de Tukey’s e ANOVA, sendo p<0,05. Foi utilizado o software

GraphPad Prism versdo 8 para Windows.

5 Resultados e Discussao

5.1 Preparo das nanoemulsdes
5.1.1 Avaliacdo macroscopica, tamanho médio das particulas, Potencial Zeta e Indice de
Polidispersividade

Considerando as 5 formulacdes das nanoemulsdes, as de numero 3 e 4 apresentaram um
aspecto levemente translicido, enquanto as formulagdes 1, 2 e 5 apresentaram um carater mais
leitoso (Figura 9). Tais caracteristicas macroscopicas foram visualizadas no momento da
sintese, apds 24 horas e permaneceram estaveis por mais de 1 ano desde a sua formulacéo.
Nenhuma das amostras apresentou separacdo de fases. Entretanto, as formulacdes 1, 2 e 5
apresentaram cremeacao em sua superficie apos alguns meses desde o seu preparo. O fenémeno
de cremeacdo ocorre quando as particulas dispersas em uma nanoemulsdo se assentam ou
flutuam na solucdo e assim, a emulsdo se torna mais opaca ou com aspecto mais leitoso. Em
alguns trabalhos, uma taxa de cremeacao é calculada para avaliar a extensao de agregacao de
goticulas que estdo ocorrendo na emulsdo (Gadkari et al., 2015). E importante ressaltar que a
formacéo de cremeacéo ndo significa que a emulséo foi desfeita (Nejatian et al., 2018), apenas
ocorre quando as particulas dispersas flutuam ou se assentam em relagdo a fase continua, e

assim a solucdo se torna mais opaca ou com aspecto cremoso (Gadkari et al., 2015). A
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incorporagdo da nisina as nanoemulsdes ndo causou nenhuma alteracdo na avaliagdo

macroscopica das amostras.

Figura 9. Nanoemulsdes de 1 a 5, sem a adicdo de nisina

As nanoemulsdes sdo caracterizadas macroscopicamente pelo seu aspecto transparente,
translucido ou leitoso. A aparéncia transparente ou translicida de uma emulsdo ocorrera quando
o diametro das goticulas da amostra for menor que 30 nm. Quanto maior o aspecto leitoso da
nanoemulsdo, maior serd o tamanho de suas goticulas. Entretanto, possuindo aspecto quase
transparente ou leitoso, as nanoemulsdes sdo conhecidas por serem estaveis a tempo
determinado, podendo se desestabilizar com facilidade. As taxas de degradacdo de uma
nanoemulsdo vao depender de diversos fatores como o tipo de 6leo usado, surfactantes e suas
concentracdes, pH e tipo de solvente. Quando uma nanoemulsdo € preparada cujas goticulas
apresentam diametro menor que 90 nm, o fendmeno de cremeacdo pode ser evitado
(McClements, 2012).

Quanto ao tamanho médio das goticulas de uma nanoemulsdo, Chaari (2018) sugere que
o tamanho pode variar entre 50 e 500 nm, sem que a solugdo deixe de ser considerada uma
nanoemulsdo quando seu valor é proximo de 500 nm. Foi reportado por McClements (2012)
que ndo ocorrem alteracdes nas propriedades fisico-quimicas e termodindmicas de uma emulsdo
O/A que diminuiu o tamanho de suas particulas da escala micrométrica para nanométrica.

O tamanho médio das goticulas das cinco nanoemulsbes formuladas, puras e com a

nisina, estdo apresentadas na Tabela 4, assim como seus valores de Potencial Zeta (PZ) e indice
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de Polidispersividade (PDI). O PZ é uma propriedade eletroquimica que ird indicar a carga
elétrica das superficies das goticulas, e que podera ser influenciado de acordo com a sua
interagdo com o meio dispersante. E um potencial elétrico dos nanomateriais que se apresenta
exatamente entre 0 meio dispersante e os ions fortemente associados com a superficie do
nanomaterial (Varenne et al., 2019). Assim, se o PZ de uma amostra permanecer constante ao
longo do tempo, a fluidez do meio também permanecera constante (Karemore et al., 2018). J&
o indice de polidispersividade (PDI) avalia a homogeneidade do tamanho das goticulas

dispersas no meio.

Tabela 4. Valores do tamanho das goticulas (nm), do Potencial Zeta (mV) e do indice de

Polidispersividade para as cinco hanoemulsdes, puras e com nisina.

Amostra Tamanho PZ PDI
Nanoemulséo 1 249,16 0,30 0,282
Nanoemulsdo 1 + Nis. 208,00 -0,34 0,229
Nanoemulséo 2 226,85 0,03 0,283
Nanoemulséo 2 + Nis. 200,43 -1,17 0,259
Nanoemulséo 3 102,82 1,12 0,300
Nanoemulséo 3 + Nis. 97,19 0,82 0,273
Nanoemulséao 4 98,37 -0,62 0,309
Nanoemulséo 4 + Nis. 95,88 -1,54 0,301
Nanoemulséo 5 241,25 0,29 0,279
Nanoemulsdo 5 + Nis. 241,86 -0,03 0,291

PZ = Potencial Zeta; PDI = indice de Polidispersividade

O tamanho das goticulas analisadas pelo DLS corrobora com a caracterizacdo
macroscopica das amostras. Como visto anteriormente, as amostras que apresentaram um
carater mais leitoso foram as nanoemulsbes 1, 2 e 5 e as nanoemulsbes 3 e 4 as mais
translucidas. E, ao analisar o tamanho de suas goticulas, € possivel observar que elas apresentam
0s maiores valores, tendo a nanoemulsdo 1 um tamanho de 249,16 nm e, com a nisina, esse
valor foi de 208,0 nm. A nanoemulsdo 5 também apresentou um elevado tamanho de goticula,
sendo de 241,25 nm e 241,86 com a nisina. As nanoemulsdes 3 e 4 apresentaram 0S menores
valores, sendo de 102,82 nm e 98,37, respectivamente. Segundo Chaari (2018), quando uma

nanoemulsao possui suas goticulas entre 50 e 200 nm, elas apresentardo um carater transparente
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ou translucido e, quando possuirem um tamanho de 500 nm ou mais, elas terdo um carater
considerado leitoso.

No estudo, a adicdo da nisina fez com que o tamanho das goticulas diminuisse
sutilmente. Entretanto, no estudo de Zhang (2014), foram preparadas nanoemulsdes de d-
limoneno com adicdo de nisina havendo um aumento no tamanho das goticulas, possivelmente
pelo alto peso molecular do peptideo.

Todas apresentaram as mesmas condic¢Ges de preparo, como a poténcia requerida pelo
sonicador, a temperatura em que foram realizadas (25°C), o tempo de gotejamento da fase
oleosa na aquosa e o tempo que a solucédo ficou sob o efeito ultrassonico. A diferenca do
tamanho das goticulas de uma amostra para a outra se deve a diferente proporcdo dos
tensoativos utilizados.

O tipo de o6leo utilizado para realizar uma nanoemulsédo pode modificar as propriedades
fisico-quimicas finais da amostra, como a tenséo superficial, a sua solubilidade, viscosidade e
0 tamanho de suas particulas e sua distribuicdo no meio (Gharibzalhedi et al., 2018). Entretanto,
quando utilizado um dnico tipo de 6leo, e alterando-se apenas sua concentracdo na emulséo,
ndo hd mudanca significativa no tamanho das goticulas, como observado no trabalho de
Nejatian (2018), onde a formulacdo de diversas nanoemulsdes contendo 6leo de girassol em
diferentes concentracfes (10 — 60%), ndo resultou em alteragdes significativas de tamanho de
particula. Entretanto, quanto maior a permanéncia da amostra no equipamento ultrassénico, as
goticulas foram apresentando menores diametros.

Segundo Péez-Hernandez (2019), que sintetizou nanoemulsdes de 6leo de curcuma
variando-se o tempo de sonicacdo (de 10 a 30 minutos), a poténcia aplicada e a amplitude,
obteve resultados mostrando que as emulsfes submetidas ao tempo maximo de 30 minutos
foram as que apresentaram menores tamanhos de goticulas quando comparadas as submetidas
por 10 minutos. Tal resultado é devido a uma maior energia aplicada no meio e a uma cavitagao
acustica mais intensa.

Quanto aos valores de PDI obtidos, a nanoemulsdo 4 pura e com a nisina foi a
formulacdo que apresentou os maiores valores, de 0,309 e 0,301, respectivamente. Este valor
representa a homogeneidade do tamanho das particulas dispersas. Quanto maior este valor,
maior sera a quantidade de particulas com tamanhos diferentes encontradas na solucao.
Segundo Bhattacharjee (2016), quando o PDI obtido é maior ou igual a 0.1, as particulas se
apresentam altamente monodispersas, ou seja, nao apresentam tamanhos variados. Quando se
apresentam entre 0.1 e 0.4, sdo considerados moderadamente polidispersos e, maior que 0.4,

altamente polidispersos.
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5.1.2 Estabilidade em armazenamento a diferentes temperaturas

As nanoemulsbes foram avaliadas macroscopicamente quanto a sua estabilidade, ao
longo de 1 més desde o preparo, quando armazenadas em diferentes condi¢des de temperatura,
sendo 4°C (armazenadas em geladeira), 25°C (temperatura ambiente) e 37°C (armazenadas em
estufa). Esse teste foi importante para analisar o comportamento das amostras quando
armazenadas a longo prazo em diferentes condigdes de temperatura. As nanoemulsdes 3 e 4,
que apresentaram carater mais translicido que as demais, foram as amostras que menos
sofreram alteracGes ao longo dos 30 dias, nas trés diferentes temperaturas. A nanoemulsdo 4
apresentou apenas cremeacao no dia 30, quando em geladeira e estufa. Ja a nanoemulséo 3
apresentou separacdo de fases no dia 30 quando em estufa. A nanoemulsdo que apresentou
maior instabilidade foi a de nimero 5 com maior quantidade de cremeagdes ao longo do tempo
e em 3 semanas, em estufa, j& apresentou separacgéo total de fases, 0 mesmo ocorrendo para a
nanoemulsdo 2. O armazenamento em 37°C acarreta no enfraquecimento das interacGes
hidrofdbicas e hidrofilicas, levando a desestabilizacdo (Gadkari et al., 2015). A formagéo de
cremeacdo e separacdo de fases significam uma desestabilizacdo da amostra quanto a interacao
da fase oleosa com seus surfactantes e, esta instabilidade, acarreta na alteracdo do tamanho das
goticulas. Os aspectos visuais das nanoemulsdes submetidas a este teste de estabilidade estéo
representados na Tabela 5.

No estudo de Gadkari (2015), nanoemulsbes foram preparadas a partir de 6leo de
girassol e de dleo de palma e foram armazenadas a 4°C, 25°C e 37°C por 14 dias. Foi observado
um aumento das goticulas ao longo dos 14 dias, assim como em alguns casos, ocorreu 0O
aumento das goticulas quando maior a temperatura de armazenamento. O aumento no didmetro
das goticulas pode estar associado com a interacdo dos surfactantes com as goticulas de 6leo,
que pode ter prejudicado a carga elétrica da sua superficie, que ndo possuiu mais a capacidade
de dificultar a instabilidade da amostra, acarretando no aumento de suas goticulas (Gadkari et
al., 2015).

Quando comparada a estabilidade das nanoemulsdes entre as temperaturas, foi possivel
concluir que as amostras em temperatura ambiente apresentaram maior estabilidade do que as
armazenadas em geladeira e estufa, sendo essa a temperatura que causou maior instabilidade
nas amostras. No estudo de Zhang (2019), as nanoemulsdes preparadas com DHA e EPA, dois
importantes &cidos graxos, apresentaram relativa estabilidade nas trés condicGes de
temperatura. Entretanto, comparando-se as temperaturas entre si, as amostras foram mais
estaveis aos 4°C do que aos 37°C. Tal instabilidade em temperaturas elevadas se deve ao fato

da possivel oxidagdo lipidica da fase oleosa, e assim, acarreta na instabilidade da emuls&o.
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1 Tabela 5. Aspecto visual das cinco nanoemulsdes nas diferentes temperaturas, desde o tempo

2 zero do seu preparo até 1 més apos.

Nano 1 Nano 2 Nano 3 Nano 4 Nano 5
Tempo | 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C 4°C 25°C 37°C
0 H H H H H H H H H H H H H H H
24h H H H H H H H H H H H H H H H
1 sem. H H C H H H H H H H H H C H C
2 sem. H C C H H H H H H H H H C H C
3sem. | C C C H H SFH H C H H H C C SF
1més | C C SF C H SF C C SF C H C C C SF

H = homogéneo; C = presenca de cremeacdo e SF = separacdo de fases.

(&2 B S Ot

6  5.1.3 Estresse térmico
7 O teste de estresse térmico foi realizado com as cinco nanoemulsdes em uma faixa de
8 temperatura de 40°C a 80°C, em duplicata e analisadas depois de 5 minutos em cada
9 temperatura. Este teste foi realizado para a analise da instabilidade das solugdes apos
10  permanecerem em cada uma das temperaturas. As avaliacdes macroscépicas de cada amostra
11 nas diferentes temperaturas estdo descritas na Tabela 6.
12 Todas as amostras apresentaram boa estabilidade durante os 5 minutos nas temperaturas
13 testadas, sendo que nenhuma amostra apresentou separacdo de fases. A nanoemulsdo 5 foi a
14 Unica que, até os 80 °C, ndo apresentou nenhuma alteracdo macroscopica. A nanoemulsao 1 e
15 2, a partir dos 75°C, apresentaram cremeacdo em sua superficie. As nanoemulsdes 3 e 4, aos
16  80°C, apresentaram uma coloracdo mais opaca e um aspecto mais leitoso do que quando estdo
17 atemperatura ambiente.
18 Como discutido anteriormente no teste de estabilidade nas temperaturas de 4 °C, 25 °C
19 e 37°C, ao aumentarmos a temperatura onde as nanoemulsdes estdo inseridas, hd uma possivel
20  oxidacdo das moléculas lipidicas, acarretando na sua instabilidade. Consequentemente ocorrera
21 umaumento do tamanho das goticulas, e isso fara com que a nanoemulséo apresente um carater
22 mais opaco/leitoso.
23 No estudo de Chen (2018), as nanoemulsdes sintetizadas com 6leo de soja e Tween 20
24 como tensoativo, quando submetidos ao teste de estresse térmico, apresentaram estabilidade até

25  atemperatura de 60 °C apenas, sem que fosse notado um aumento no tamanho de suas goticulas.
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Entretanto, quando atingidos os 90 °C, houve um notavel aumento no tamanho das goticulas,
sendo possivel observar separacao de fases com uma fina camada de 6leo na superficie quando
atingida a temperatura de 120 °C. Teo (2016) reportou em seu estudo, com nanoemulsdes a base
de 6leo de milho e Tween 20 como tensoativo, que a temperatura de 90°C houve instabilidade

nas amostras, ocorrendo um aumento do tamanho de suas goticulas.

Tabela 6. Avaliacdo macroscépica das cinco nanoemulsbes apds 5 minutos em cada

temperatura.
Temperatura Nano 1 Nano 2 Nano 3 Nano 4 Nano 5
40°C H H H H H
45 °C H H H H H
50°C H H H H H
55°C H H H H H
60 °C H H H H H
65 °C H H H H H
70°C H H H H H
75°C C C H H H
80 °C C C O O H

H = homogéneo; C = cremeacao; SF = separacdo de fases; O = opaca.

Todos os surfactantes possuem um “ponto de nuvem”, que ¢ definido por uma
determinada temperatura onde o surfactante passa a ser insoluvel, e acarreta na separacdo de
fases da solucdo devido a uma desidratacdo de suas moléculas. O ponto de nuvem do Tween
20, ja determinado por seu fabricante, € em torno de 76 °C. Ou seja, quando solucdes que
possuem esse surfactante passam por temperaturas além dos 76 °C, o fendmeno de coalescéncia
pode ocorrer devido ao aumento das goticulas da solucéo (Teo et al., 2016).

No estudo de Borba (2019), foram sintetizadas nanoemulsdes a base de éleo de milho
com os surfactantes Tween 20 e Span 80. No seu teste de estresse térmico, as amostras
apresentaram um comportamento semelhante ao do presente estudo. Também foram
observados certos pontos de cremeagao, entretanto, nenhuma amostra apresentou separacgao de
fases. O autor traz esse resultado com o fato de as amostras terem sido sintetizadas com ambos
0s tensoativos, Tween 20 e Span 80, e ndo apenas o Tween 20, que apresentou ser o responsavel

pela desestabilizacdo a elevadas temperaturas. O uso de dois tensoativos, um lipofilico e um
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hidrofilico, fornece a emulsdo uma maior estabilidade quando comparados ao uso de apenas
um (Borba et al., 2019).

5.1.4 Valores de pH

A andlise do valor de pH é importante para estudarmos as diferencas nas composic¢ées
de &cidos presentes quando as amostras sao submetidas a determinadas situacdes de estresse.
Os valores de pH das amostras de nanoemulsdes foram medidas antes e ap6s o teste de estresse
térmico e seus valores estdo representados na Tabela 7. As amostras analisadas foram apenas
apos o estresse térmico de 80°C.

Tabela 7. Valores de pH antes e depois das amostras de nanoemulsdes serem submetidas ao

teste de estresse térmico.

pH Nano 1 Nano 2 Nano 3 Nano 4 Nano 5
Antes 7,07 6,73 5,75 5,30 5,82
Depois 7,10 6,93 5,50 5,27 5,94

Os menores valores obtidos foram das nanoemulsdes 3 e 4, enquanto a nanoemulsdo 1
apresentou o maior valor de pH, sendo um pH neutro. Os valores obtidos de pH, antes e apds o
estresse térmico, ndo apresentaram diferenca significativa entre si. Os valores de pH obtidos
em nanoemulsfes com o surfactante Tween 80, no estudo de Ghosh (2013), o autor obteve
valores parecidos com o do atual estudo, variando de 4,0 a 6,0. Prakash (2019), também
utilizando Tween 80 em suas nanoemulsdes, obteve valores préximos ao pH neutro, mesmo
guando aumentava-se a concentracdo do surfactante no meio.

No estudo de Gadkari (2015) também foram preparadas nanoemulsdes a base de 6leo
de girassol sendo os valores de pH analisados durante o armazenamento a diferentes
temperaturas (4°C, 25°C e 37°C) durante 14 dias. Durante todo o periodo do armazenamento,
as amostras nao apresentaram diferencas significativas no valor do pH, sendo que todas as
amostras permaneceram com um pH proximo de 5,0. Tal fato confirmou que ndo houve
degradacdo quimica por conta das condi¢cdes de temperatura capaz de ter produzido produtos
acidos nas nanoemuls@es. O pH da fase aquosa de uma nanoemulsdo pode afetar a estabilidade
da interagdo Oleo-4gua devido aos seus possiveis efeitos na reatividade e solubilidade da
amostra (McClements et al., 2000).

Segundo Zhang (2019), as nanoemuls@es se apresentaram mais estaveis quando seu pH
estava proximo a 7,0. Por outro lado, segundo Qian (2012), quando em elevadas temperaturas
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e em condicdes acidas de pH, a coloracdo das nanoemulsBes de B-caroteno foi prejudicada,
apresentando degradacéo. Estes estudos corroboram com o nosso estudo, pois as nanoemulsoes
3 e 4, que apresentaram as condi¢Ges mais &cidas de pH, foram as Unicas amostras que no teste
do estresse térmico apresentaram mudanca de coloracdo/turbidez na condicdo de temperatura
de 80°C

5.2 Preparo das Nanoparticulas de Ouro (AuNPs)
5.2.1 Sintese das Nanoparticulas de Ouro (AuNPs) estabilizadas por citrato

A sintese das AuNPs foi iniciada com a preparacdo de duas solugdes distintas, sendo
uma a solucgdo de acido tetracloroaurico triidratado, a uma concentragdo de 1,0 x 10° mol L™ e
uma solucéo de citrato de sodio a 1%. Ao atingir a temperatura de 80°C pela solucéo de &cido
tetraclorodurico, a solugéo de citrato de sodio foi sutilmente incorporada a primeira. O citrato
de sodio e responsavel por reduzir o acido tetracloroaurico e estabilizar a solu¢do. Assim, a
solucgdo ira resultar em nanoparticulas esféricas de ouro (Elahi et al., 2018). A mudanca de
coloracgdo da solucdo foi sendo analisada a cada 30 minutos, pelo periodo total de 2 horas sob
agitacdo magnética e estdo representadas na Figura 10.

O inicio da solucdo possui carater amarelado devido a presenca do cloreto de ouro
diluido na amostra (Fig. 10a). Logo no inicio da adi¢do da solucdo de citrato de sodio, a solucdo
comeca a perder o seu tom amarelado, passando para um amarelo mais sutil, quase transparente,
0 que indica a formacéo do acido citrico (Gomashe et al., 2014) (Fig. 10b). Apenas 5 minutos
apos a adicdo dessa solucdo, a amostra passa a apresentar uma coloracao acinzentada (Fig. 10c),
passando para um azul escuro ap6s 30 minutos (Fig. 10d). Totalizando 1 hora desde a adicdo
do citrato, a solucdo permanece estabelecida em uma coloracdo vermelho intenso (Fig. 10e),
permanecendo com essa coloracéo até o final da agitacdo magnética (Fig. 10f).

A quantidade de cloreto de ouro presente na amostra influencia na coloragédo da solucao
de AuNPs, visto que no estudo de Pradeepa (2017), na concentracio de 9 x 10° M de AuNPs,
a coloracdo final obtida foi em tons de rosa. No estudo de Mythili (2018), onde foram
preparadas solucdes de AuUNPs com a mesma concentracdo do atual estudo, a solucdo também
apresentou um vermelho intenso como sua coloracao final, que é um indicador essencial que
comprova a formacdo das nanoparticulas esféricas de ouro. As AuNPs esféricas exibem uma
ampla gama de coloragéo (marrom, laranja, roxo, vermelho) em solug6es aquosas ao longo que

o tamanho das particulas aumentam de 1 para 100 nm (Yeh et al., 2012).
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Figura 10. Mudanca de coloracdo durante o preparo da solucdo de AuNPs.
Solucdo de HAuCI4 sob agitacdo magnética (a); momento TO, onde ocorreu a
adicdo da solucédo de citrato de sddio (b); 5 minutos apds a adicdo da solucéo
(c); 30 minutos apo6s (d); 1 hora ap6s (e); 2 horas apds (f).

Outra caracterizagdo importante das AuNPs € a leitura das amostras no

espectrofotdbmetro em UV-Vis, que a partir do pico de absorbancia obtido, ird confirmar a

formacéo das nanoparticulas. A relacdo do intervalo de comprimento de onda (300 — 1000 nm)

com a banda de absorc¢éo obtida das AuNPs e das AuNPs-Nis estdo representadas na Figura 11.
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Figura 11. Bandas de absor¢édo obtidas nas formulagdes de AUNPs e AuNPs-Nis.
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O pico de absorbéncia das AuNPs se apresentou evidente no comprimento de onda 525
nm. Este valor representa a ressonancia plasmonica de superficie das AUNPs. A excitacdo dessa
superficie pode ser responsavel pela mudanca da coloragdo da solucdo ao longo de sua sintese
(Mythili et al., 2018).

As AuNPs apresentam um pico de absorbancia entre 500 e 550 nm. Essa banda de
absorcao se deve a oscilacdo da condutividade dos elétrons, devido a excitagdo ressonante dos
fétons incidentes. Essa banda ndo € observada em nanoparticulas que possuem um diametro
menor que 2 nm. Tal fenémeno € influenciado ndo apenas pelo tamanho das nanoparticulas,
mas também por seu formato, solvente, ligante de superficie, temperatura e pela proximidade
entre as particulas (Yeh et al., 2012).

Quanto a absorbancia das AuNPs acopladas a nisina, ndo houve um pico de absorbancia
evidente, permanecendo os valores constantes e abaixo da faixa de absorbancia das AUNPs. No
estudo de Kumar (2018), o autor sintetizou AuNPs com peptideos de penetracdo celular e
obteve uma faixa de absorbancia com alteracdes sutis, 0 que confirmou a estabilizacdo dos
peptideos com as nanoparticulas. Da mesma forma, Kumar (2012) sintetizou AuNPs com dois
tipos de peptideos, p12 e CRGDK, e quando analisados no UV-Vis, também ndo apresentaram

pico de absorbancia, devido ao pequeno tamanho das particulas formadas.

5.3 Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracgdo Bactericida Minima (CBM)

5.3.1 Atividade antibacteriana da nisina e nanoemulsdes-nisina contra S. aureus
enterotoxigénicos e meticilina-resistente (MRSA)

A nisina e as cinco formulagc6es de nanoemulsdes foram testadas sobre as quatro cepas
de S. aureus enterotoxigéncos ATCC 13565 (produtora de enterotoxina A), ATCC 14558
(enterotoxina B), ATCC 19095 (enterotoxina C), ATCC 23235 (enterotoxina D) além do
MRSA ATCC 33591. As nanoemulsbes sem adicdo de nisina também foram testadas, e
nenhuma apresentou atividade inibidora contra as cinco cepas testadas. A concentracdo inicial
de todos os tratamentos foi de 100 pug/ml e o experimento foi realizado por diluigdo seriada. Os
resultados obtidos para CIM e CBM estdo representados na Tabela 8.

Os valores de CIM da nisina frente as quatro cepas foram bastante inferiores quando
comparamos a agao da nisina sobre S. aureus em outros estudos. No estudo de Sadiq (2016), o
valor inibitério da nisina contra S. aureus foi de 10 ug/mL, enquanto no de Shi (2017), foi de

32 pg/mL e no de Zhao (2014) os valores variaram de 8 até 64 pg/mL em cepa ATCC de S.
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1 aureus e isolados de alimentos. Alves (2016) também obteve valores mais elevados com a

2 nising, sendo a CIM para S. aureus de 110 pg/mL e de 125 pg/mL para L. monocytogenes.

4  Tabela 8. Valores de CIM e CBM (ug/ml) da nisina e suas nanoemulsdes frente as cepas de S.

5  aureus enterotoxigénicos (A-D) e MRSA

SEA (13565) SEB (14558) SEC (19095) SED (23235) MRSA (33591)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Nisina 3,1+0,1% 6,2% | 3,1+0,1* 250° | 6,2+0,1* 6,2% | 6,2¢0,1* 6,2% | 1,5+0,1* 1,5°
Oxacilina NR NR NR NR NR NR NR NR | 125+2,0° 125°
Nano1l+ | 12,5¢0,2° 12,5¢ | 25+2,5° 25% | 50+25°  50¢ | 25+¢1,5° 25° | 0,8+0,1* 3,1°
Nalr\::)sé + | 3,1#0,1* 125° | 1,5¢0,1¢ 3,1° | 12,5%1,2° 12,5 | 6,2+0,1® 12,5° | 25+2,0° 25°
Nalr\::)sé + | 15%0,1° 6,2° |3,1+0,3* 6,2° | 6,2¢0,1* 6,2® | 6,2+0,1* 12,5° | 50+2,0° 50°
Nalr\:(lasﬁ 3,1#0*  6,2® | 3,1x0° 62" | 25x1,5%  25° | 25%¢1,5° 25° | 50£2,0° 50°
Nalr\1](|385 + | 02+0%  3,1° | 04+0,1° 125°| 1,5%¢0,2° 6,2° | 1,5+0,2° 12,5° | 50£2,0¢ 50°
Nis.
6 NR = N&o realizado. Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas
7 de atividade antimicrobiana entre produtos para a mesma cepa quando p<0,05.
8
9 Importante salientar que as cinco formulagfes sem a inclusdo de nisina foram testadas
10 e todas apresentaram resultados negativos, ou seja, ndo possuem acdo inibidora das bacterias
11  testadas. Quanto as nanoemulsdes contendo nisina, a de formulacdo 1 foi a menos eficiente
12 tendo apresentado o menor CIM de 12,5 pug/ml para a produtora de enterotoxina A e o maior de
13 50 pg/ml para a produtora de enterotoxina C. A nanoemulsdo que apresentou os melhores
14  resultados, ou seja, os menores valores de CIM frente as cepas enterotoxigénicas, foi a
15  nanoemulsdo 5, que com uma concentracgdo de 0,2 pg/ml foi capaz de inibir o crescimento da
16  produtora de enterotoxina A. Frente as outras cepas também apresentou valores baixos, com
17 0,4 pg/ml para produtora de enterotoxina B e 1,5 pug/ml para produtora de enterotoxina C e D.
18  Quando comparamos a susceptibilidade das quatro cepas aos antimicrobianos, é possivel
19  observar que a produtora de enterotoxina D foi a cepa que apresentou maior resisténcia,
20 enquanto a produtora de enterotoxina A foi a mais susceptivel. Portanto, pode-se dizer que
21 houve otimizacdo da agdo da nisina quando comparada & sua agdo em sua forma néo
22 encapsulada.
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Quando comparamos o tamanho das goticulas das nanoemulsGes e sua atividade
antibacteriana, nota-se quanto menor for, melhor é a sua atividade antibacteriana. Isto pode ser
explicado pelo fato de possuirem uma elevada propor¢do area/volume e assim, sua capacidade
de penetrar pela membrana bacteriana se torna maior (Chuesiang et al., 2019). Entretanto, no
atual estudo, a nanoemulsdo 5, que apresentou um dos maiores tamanhos de goticulas, de
241,86 nm, foi a que apresentou melhor atividade, e ndo as nanoemulsdes 3 e 4, que
apresentaram os menores tamanhos, ou seja, 97,19 nm e 95,88 nm respectivamente. Similar ao
presente estudo, Moghimi (2016) formulou nanoemulsdes de 6leo de sélvia, com Span 80 e
Tween 80 como tensoativos, obtendo sua formulagdo um tamanho de goticula de 222 nm, e a
acdo antibacteriana, sua nanoemulsdo foi capaz de reduzir em até 75% os MICs quando
comparados ao 0leo em sua forma pura contra E. coli, Shigella dysenteriae e Salmonella Typhi.
Ja no estudo de Khan (2019), nanoemulsbes de oOleo de Mahua foram sintetizadas com
diferentes tipos e concentracBes de tensoativos, sendo testadas contra diversas bactérias
patogénicas. A nanoemulsdo que apresentou um DLS de 142 nm, o maior tamanho dentre as
demais, foi a que apresentou um menor valor de CIM quando testadas contra duas cepas
distintas de S. aureus.

Por mais que o tamanho das goticulas de uma nanoemulsdo seja considerada a
propriedade inicial pelo qual a associamos com a atividade antibacteriana, suas propriedades
de superficie também sdo importantes para a sua acdo antimicrobiana. No caso do
encapsulamento da nisina em lipossomos, Pinilla (2016) verificou existir forte interacdo da
nisina com fosfatidilcolina e isto fez com que a taxa de liberacdo da nisina do lipossomo para
0 meio externo fosse prejudicada interferindo significativamente com a sua acdo sobre L.
monocytogenes. O potencial zeta das nanoemulsdes também pode influenciar a interacdo da
nisina com a bactéria, pois uma vez que a parede externa bacteriana possui carga negativa, a
repulsdo eletrostatica entre as nanoemulsdes e a parede bacteriana pode ocorrer, prejudicando
a interacdo entre a nisina encapsulada e a bactéria pode ser prejudicada (Pinilla et al., 2016).

Como a nanoemulsdo 5 mostrou o melhor valor de CIM sobre as cepas
enterotoxigénicas, esta foi a nanoemulsao escolhida para seguir com o ensaio para verificar a
inibicdo da producédo de enterotoxinas.

Similar aos testes sobre 0s S. aureus enterotoxigénicos, a nisina e as cinco nanoemulsées
também foram estudadas quanto aos seus valores de CIM e CBM contra S. aureus meticilina-
resistente (MRSA), cepa ATCC 33591. A resisténcia de S. aureus a meticilina se deve a
capacidade da bactéria de possuir o cassete cromossémico estafilococico (SCCmec), que

carrega consigo genes, como por exemplo o gene mecA, que confere a esta bactéria resisténcia
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a antimicrobianos (Zehra et al., 2019), o que a torna uma bactéria mais resistente a diversos
antimicrobianos naturais e antibidticos.

Quando comparamos o MRSA com as cepas enterotoxigénicas discutidas
anteriormente, esta apresentou maior susceptibilidade a nisina, apresentando um CIM no valor
de 1,5 pg/ml. As nanoemulsdes apresentaram um valor mais elevado de CIM, com excegdo da
nanoemulsdo 1, que apresentou um valor de CIM menor que a nisina, sendo de 0,8 pg/ml. Nos
valores de CBM, a concentracdo da nisina se manteve a mesma do que a CIM, mostrando que
a concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano foi a mesma concentragdo capaz de
causar a morte bacteriana. Quanto a nanoemulsdo 1, que apresentou o melhor resultado dentre
as outras, seu valor de CBM se apresentou maior do que a concentracdo de CIM, sendo de 3,1
ug/ml. Ou seja, o seu valor de CIM foi bacteriostatico e ndo bactericida. Quanto ao tratamento
com o antibiotico oxacilina, & possivel observar que € necessaria uma concentracdo muito maior
do farmaco para inibir o crescimento de MRSA quando comparada as concentracfes da nisina
e de suas nanoemulsoes.

Os valores da CIM e CBM da nisina para MRSA foram mais baixos quando
comparamos com o estudo de Castelani (2019), onde o valor da concentracéo bactericida contra
duas cepas MRSA ATCC foram de 100 pg/ml e 50 ug/ml, apresentando uma maior resisténcia
ao peptideo. S. aureus multirresistente, entretanto, pode apresentar uma maior susceptibilidade
a nisina conforme reportado por Niaz (2018), sendo que uma cepa de S. aureus resistente a
diversos antibioticos apresentou um valor de CIM da nisina de apenas 5 pg/ml. Resultado
semelhante foi obtido por Koopmans (2015), onde a nisina apresentou um valor de CIM de 10
ug/ml e peptideos sintéticos obtidos a partir da nisina, possuindo o mesmo mecanismo de a¢ao
da nisina, também apresentaram baixos valores de CIM.

Similar as cepas enterotoxigénicas, as nanoemulsdes com o0s maiores tamanhos de
goticulas (DLS = 208 nm, quando acopladas a nisina), novamente apresentaram um efeito
antimicrobiano mais eficaz do que as outras nanoemulsdes, com tamanhos de goticulas
menores. Quando comparado com a nisina, a nanoemulsdo 1 mostrou melhor resultado sobre a
cepa testada. Reforcando Weiss (2014), Pinilla (2016) propde que quando os antimicrobianos
estdo fortemente aderidos as interfaces das goticulas nanoemulsionadas, e as goticulas nao
interagem diretamente com a membrana bacteriana, os antimicrobianos sdo prejudicados ao
serem liberados das micelas da emulsdo, e assim podem falhar em erradicar o patégeno.

Terjung (2011) teve como objetivo do seu trabalho verificar a influéncia do tamanho
das goticulas de nanoemulsdes de carvacrol e eugenol em cepas de E. coli e L. innocua, onde

os compostos foram encapsulados em nanoemulsfes com diferentes tamanhos de goticulas.
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Como resultado, o autor observou que, a uma mesma concentracdo do composto ativo, a adigdo
da nanoemulsdo com goticulas maiores teve uma acgdo antibacteriana mais eficaz contra L.
innocua do que as de menores goticulas. Da mesma forma que foi proposto por Terjung (2011),
Weiss (2014) também trouxe como hipotese o fato dos seus compostos terem sido mantidos na
interface, agindo como surfactantes/co-surfactantes, ao longo que os tamanhos de suas
particulas diminuissem. Outra hip6tese levantada pelo autor é a pequena quantidade, ou até
mesmo a auséncia de micelas, na fase aquosa das nanoemulsGes com pequenos tamanhos de
goticulas, uma vez que as micelas sdo 6timas solubilizantes para os fitofendis usados no
experimento. Assim, com auséncia de micelas, menos eugenol e carvacrol estariam disponiveis

na fase aquosa da nanoemulsdo. Ambas as hipéteses estdo ilustradas na Figura 12.

Aqueous
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4= Phytophenol
i G

Hypothesis 1:
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Sequestering in
Interface

. ,"'-. - .:...':" " d Excess Micelles
Hypothesis 2: '-‘.‘:.' O " Containing
Phytophenol O Phytophenol
Solubilization in A
Aqueous Phase ) D O

Figura 12. llustracdo de ambas as hipéteses sugeridas por Terjung (2011), onde a hipdtese 1
(acima) ilustra o sequestro dos fitefendis pela interface das goticulas, agindo como surfactante,
e sendo diminuida sua concentracdo no meio aquoso. A hipétese 2 (abaixo) ilustra a diminuicédo

do nimero de micelas no meio aquoso com 0s menores tamanhos de goticulas.

Como a nanoemulsdo 1 mostrou o melhor valor de CIM frente a cepa MRSA ATCC,
esta foi a nanoemulsdo escolhida para seguir com os demais testes de atividade antibacteriana

e para a posterior incorporacdo com as nanoparticulas de ouro (AuNPS).

5.3.2 Atividade antibacteriana das nanoparticulas de ouro acopladas a nisina (AuNPs-
Nis), AuNPs acopladas a nanoemulsdo-nisina (AuNPs + Nano-Nis) e das AuNPs-Nis
acopladas a nanoemulsdo (AuNPs-Nis + Nano) contra S. aureus meticilina-resistente
(MRSA)
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1 As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas a partir da redugéo do cloreto de
2 ouro (II) a ouro metélico por meio do citrato de sodio. Além da vantagem de serem
3 considerados ndo toxicos, a sintese e modificacdo das AuNPs é considerada simples, sendo
4 necessario apenas um ou mais reagentes quimicos para tal (Jelinkova et al., 2019), assim como
5  sua incorporagdo com a nisina, onde foi realizada apenas por meio de agitagdo magnética pelo
6  periodo de duas horas.
7 Os valores de CIM e CBM para as nanoparticulas de ouro (AuNPs), para as AuNPs
8 acopladas a nisina (AuNP-Nis), para as AuNPs acopladas a nanoemulsdo-nisina (AuNPs +
9 Nano-Nis) e para as AuNPs-Nis acopladas a nanoemulsdo (AuNPs-Nis + Nano) estdo
10  apresentados na Tabela 9. A formulagdo de nanoemulsdo utilizada para esses ensaios foi a de
11 numero 1, que apresentou o melhor valor de CIM anteriormente para MRSA.
12
13 Tabela 9. Valores de CIM e CBM, em nug/ml, para as AuNPs e suas combina¢des com a
14 nanoemulséo e nisina sobre as cepas enterotoxigénicas (A-D) e MRSA.
13565 14558 19095 23235 MRSA
Cm ¢CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Nisina 3,1+0,1*  6,2% | 3,1+0,1* 250°% | 6,2+0,1* 6,2% | 6,2+0,1* 6,2% | 1,5+0,1* 1,5°
AuUNPs - - - - - - - - - -
Nano + - - - - - - - - - -
AUNPs
AuUNPs + NR NR NR NR NR NR NR NR |0,8+0,1*% 62"
Nano-Nis
AuNPs-Nis | 0,4+0,1° 04" | 0,1+0® 08" | 0,8+0° 0,8 | 0,4+0,° 08" |15+0,1* 1,52
AUNPs-Nis + NR NR NR NR NR NR NR NR |3,1+0,1° 6,2°
Nano
15  NR = Nao realizado. Letras diferentes na mesma coluna representam diferencas significativas
16  de atividade antimicrobiana entre produtos para a mesma cepa quando p<0,05. Indicado com
17 (-) os tratamentos que ndo apresentaram valores de CIM.
18
19 Para comprovar que as AuNPs ndo possuem acdo antibacteriana sem a presenca da
20 nisina, estas foram testadas, assim como a sua combinacdo com a nanoemulsdo. Ambos 0s
21  tratamentos apresentaram resultados negativos contra as cinco cepas, 0 que foi comprovado
22 anteriormente por Willams (2016), que afirmou que as AuNPs por si ndo apresentam atividade
23 antibacteriana, apenas quando administradas junto com o composto ativo de interesse.

64



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Ao comparar os valores de CIM e CBM das AuNPs-Nis com a nisina em sua forma pura
sobre as cepas enterotoxigénicas, podemos observar que ocorreu uma otimizacéo significativa
da acdo da nisina quando conjugadas as AuNPs. Sobre a cepa produtora de enterotoxina B, as
AUNPs foram capazes de diminuir a CIM em 96,8% quando comparadas a nisina e a CBM em
99,7%. Da mesma forma, com as outras cepas enterotoxigénicas, ocorreu uma diminuicdo
significativa dos valores de CIM e CBM, mostrando a grande otimizacao e o grande potencial
das nanoparticulas de ouro para sua aplicacdo sobre S. aureus.

Quanto aos tratamentos com as AuNPs e nanoemulsGes acopladas a nisina sobre MRSA,
o tratamento que obteve um menor valor de CIM foi o da AuNPs + Nano-Nis., apresentando-
se na concentracdo de 0,8 ug/ml, uma concentragdo 50% menor do que o tratamento com a
nisina, que se apresentou em 1,5 ug/ml. As AuNPs-Nis apresentaram um valor de CIM
equivalente ao da nisina, na concentracéo de 1,5 ng/ml. Quando observado os valores de CBM,
em comparacdo aos obtidos na CIM, é possivel concluir que o resultado da CIM das AuNPs-
Nis se assemelhou ao resultado de CBM, ou seja, 0 valor inibitério minimo obtido foi um valor
bactericida. Entretanto, para as AUNPs + Nano-Nis, o resultado de CBM se apresentou 8 vezes
maior do que o resultado da CIM, podendo concluir que a concentracdo de 0,8 ug/ml foi um
valor bacteriostatico sobre MRSA, e ndo bactericida.

Quando comparamos os resultados de CIM e CBM da nisina com os das AuNPs-Nis,
podemos concluir que ambas apresentaram o mesmo efeito contra MRSA. Podem-se observar
resultados similares no trabalho de Thirumurugan (2013), quando foram administradas AuNPs-
Nis e nisina em sua forma pura contra E. coli, M. luteus, B. cereus e S. aureus. O autor pode
observar que ndo houve grandes diferencas entre os dois tratamentos contra as quatro bactérias,
sendo que contra S. aureus, a nisina ainda foi capaz de obter uma atividade um pouco maior do
que as AuNPs-Nis. J& Goshe (2014), comparou o efeito de AuNPs-Nis, AuNPs e AuNPs
acopladas a uma bacteriocina produzida por Lactobacillus lactis e Lactobacillus plantarum.
Quando a bacteriocina foi acoplada as AuNPs, uma discreta otimizacédo pode ser observada em
sua acdo quando comparada com a bacteriocina pura, corroborando com novos resultados
obtidos com a nisina onde houve uma otimizagdo quando combinadas com as AuNPs.

Entretanto, segundo estudo de Pradeepa (2017), as AuNPs-Nis apresentaram um valor
de CIM 93% menor do que o tratamento apenas com a nisina quando testadas em S. aureus,
bem como o seu valor de CBM. Além das bactérias Gram positivas, as AUNPs também possuem
efeitos positivos quando testados com as Gram-negativas, como no estudo de Tiwari (2011),

que sintetizou AuNPs com 5-fluorouracil, e a conjugacdo foi estudada contra M. luteus, P.
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aeruginosa e E. coli e foram obtidos resultados antibacterianos bastante eficientes devido a sua
internalizacdo ser mais facil pelas bactérias Gram-negativas.

Além das nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de prata (AgNPs) também sdo uma
opcao de sintese para a sua utilizagdo com a nisina e outros peptideos. Segundo Arakha (2016),
AgNPs foram conjugadas com a nisina e testadas quanto a sua agdo antibacteriana contra S.
aureus, E. coli e B. subtilis. Mesmo em concentragédo baixas, de 0.3 a 1.2 pg/mL de nisina, a
conjugacdo AgNPs-Nis apresentou uma otimizag&o do efeito antibacteriano contra as bactérias
testadas.

Os tratamentos utilizando nanoparticulas de ouro misturadas a nanoemulsdo-nisina
(AuNPs + Nano-Nis) e da nanoemulsdo acoplada as AuNPs-Nis (AuNPs-Nis + Nano) foram
sintetizadas com o objetivo de verificar se a nanoemulsdo junto com as AuNPs possuem um
efeito ainda mais otimizado contra S. aureus. Pode-se observar que o valor de CIM para AUNPS
+ Nano-Nis foi de 0,8 pg/mL, uma concentragdo 50% menor do que o CIM da nisina
administrada sozinha e 0 mesmo valor de CIM obtido para Nano-Nis anteriormente. Neste caso,
podemos concluir que a adi¢do das AuNPs no tratamento ndo mostrou uma acgdo otimizante na
Nano-Nis. Ja para o tratamento AuNPs-Nis + Nano, o valor de CIM se apresentou em 3,1
ug/mL, que se mostra uma concentracdo maior do que o tratamento com a nisina sozinha, assim
como para o tratamento de AuNPs-Nis. Para este tratamento, a adicdo da nanoemulsdo na
solucdo de AuNPs-Nis obteve um efeito negativo, visto que o valor de CIM aumentou apds
essa incorporacéo, prejudicando a acdo antibacteriana das AuNPs-Nis.

Com o objetivo similar ao do presente estudo, Guler (2014) testou algumas formulactes
de nanoemulsbes do 6leo de Nigella sativa, uma planta nativa asiatica, enriquecidas com
extratos de Calendula officinalis, popularmente conhecida como margarida, usando diversas
concentragdes do extrato, de dgua destilada e de AuNPs acopladas ao acido a-lipdico (AuNP-
LA). Foram realizados testes de citotoxicidade, de cicatrizacdo de feridas, atividades
antioxidantes e de proliferacdo celular. Quanto a citotoxicidade em células Vero e potencial
para cicatrizar feridas, a amostra de nanoemulsdo O/A que obteve os melhores resultados foi a
gue ndo possuia nenhuma concentracdo de AuNP-LA, sendo somente a acdo do 6leo de N.
sativa enriquecido com o extrato de C. officinalis capazes de apresentar os melhores resultados.

Incorporando nanoparticulas de prata (AgNPs) e Doxorrubicina, um farmaco
quimioterapico, a formulagcdes de nanoemulsbes de 6leo de soja, Goyal (2017) estudou seus
efeitos citotoxicos e antibacterianos contra E. coli, Methylobacterium spp. e Sphingomonas spp
e ficou comprovada a internalizacdo dos ions de prata (Ag+) nas goticulas da fase oleosa da

nanoemulsdo. Entretanto, no teste antibacteriano pela metodologia do disco de difuséo, ndo
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1 houve formacédo de halos de inibicdo quando testadas as nanoemulsdes contendo prata, tendo
2 o0s autores considerado como explicacdo que os ions Ag+ ndo foram capazes de se difundir da
3  fase oleosa da emulsdo. Por outro lado, as AgNPs, sem as nanoemulsfes, apresentaram-se
4  eficazes quanto ao seu efeito antibacteriano. Tal hip6tese corrobora com o resultado obtido no
5  presente estudo, onde o tratamento de AuNPs-Nis apresentou um valor de CIM mais eficaz do
6  que AuNPs-Nis + Nano, onde as AuNPs-Nis, considerando que tenham sido incorporadas nas
7 goticulas da fase oleosa da nanoemulsdo, apresentou dificuldade em se difundir das goticulas
8  paraa fase aquosa, onde iria agir nas membranas bacterianas.

10 5.4 Inibigdo da producéo de enterotoxinas

11 Os ensaios com a producdo das enterotoxinas foram realizados com trés tratamentos:
12 nisina, AuNPs-Nis e nanoemulsdo de formulacédo 5. Esta nanoemulséo foi escolhida para este
13 teste devido ao seu melhor desempenho na atividade antimicrobiana (menor CIM ) do que as
14  demais. A concentracdo subinibitoria de ambos os tratamentos para esse experimento foi de
15  70% do MIC para as cepas. Os resultados da producéo de enterotoxinas estdo apresentados na
16  Tabela 10.

17

18  Tabela 10. Resultados obtidos para a producdo de enterotoxinas A, B, C e D por S. aureus

19  quando submetidas a 70% MIC da nisina, nanomeulsdo 5 com nisina e AuNPs-Nis.

Nisina Nano-Nis AUNPs-Nis

1:1 1:10 1:100 1:1000 1:1 1:10 1:100 1:1000 1:1 1:10 1:100 1:1000

SEA | +++  +++ +++ +++ T = S +++ ++ ++ ++ ++
SEB | +++ +++ +++ +++ +H+ ++ ++ ++ ++ ++
SEC - - - - - - - - - - - -
SED | +++ +++ +++ +++ +H+ +++ +H+ +++ +++

20  (-): ndo producdo de enterotoxina; (++): moderada producdo de enterotoxina; (+++): forte
21  producdo de enterotoxina.

22

23 A producao das enterotoxinas A, B, C e D pelas diferentes cepas ndo foram prejudicadas
24 com uso dos tratamentos com nisina e nanoemulséo 5, em nenhuma das diluig¢Oes testadas, com
25  excegdo da diluigdo 1:1000 da nanoemulsdo, que apresentou efeito sobre a produgéo de SEB,
26 apresentando-se como moderada produtora (++). Quanto a acdo de AuNPs-Nis, SEA e SEB

27 apresentaram moderada producdo das enterotoxinas (++) em todas as diluicbes. No grupo
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controle, todas as cepas apresentaram-se forte produtoras (+++) de enterotoxinas, com excec¢ao
da SEC, que nédo apresentou nenhuma produgéo (-). Pode-se observar que as cepas, no geral,
apresentaram certa resisténcia aos tratamentos em 70% MIC em suas variadas dilui¢cdes quanto
a producdo das enterotoxinas.

Quando comparamos com a nisina e a sua forma nanoemulsificada, quando conjugadas
as AuNPs, o peptideo antimicrobiano apresentou um efeito otimizado contra a producéo das
enterotoxinas A e B de S. aureus. Segundo Rai (2010), que realizou um estudo com o antibi6tico
Cefaclor e sua acdo quando acopladas a nanoparticulas de ouro, as nanoparticulas foram
capazes de interagir com o DNA bacteriano e assim afetar seu processo de transcricdo. O
complexo Cefaclor-AuNPs aumentou a permeabilidade da membrana plasmatica bacteriana,
resultando na formacéo de poros e consequentemente ocorreu a sua entrada para o citoplasma
bacteriano. Além da acdo das AuNPs, elas ainda podem ter sido responsaveis por uma maior
entrega da nisina para o citoplasma bacteriano (Rizvi et al., 2018). Levando em consideragéo
essa hipdtese levantada pelo autor, pode-se sugerir que as AuNPs tenham interagido com o
material genético bacteriano, afetando a producao de enterotoxinas, uma vez que sao produzidas
pelos genes produtores de enterotoxinas (SAQ).

Em diversos estudos foi reportado que a nisina apresenta uma baixa atividade contra a
producdo de enterotoxinas quando em alimentos. No estudo de Hamama (2002), S. aureus
produtor de enterotoxina C (SEC), presente no leite, foi incubado junto com uma cepa de
Lactotoccus lactis produtora de nisina-Z. A producdo de enterotoxina se deu
independentemente da presenca de grandes quantidades de L. lactis por haver uma grande
quantidade de S. aureus (10° UFCmL—1) no leite. O autor também levanta a hipotese de que se
L. lactis fosse inserido na fase da fermentacdo do leite, a quantidade de S. aureus presente seria
provavelmente menor. No estudo de Lin (2018), resultados similares foram apresentados, onde
a nisina, mesmo em elevadas concentracfes, ndo foi capaz de impedir a producdo da
enterotoxina A por S. aureus.

Entretanto, alguns estudos também mostram que alguns peptideos e 6leos essenciais sdo
capazes de inibir a producdo de enterotoxinas estafilocdcicas. No estudo de Wang (2008), o
peptideo sintetizado P72 apresentou atividade inibitoria contra a liberacéo das enterotoxinas A,
B, C e D. No estudo de Albano (2016), os compostos eugenol, terpineol, cinamaldeido,
citronelol e geraniol apresentaram efeitos inibitorios relevantes contra a producédo de SEA, SEB,
SEC e SED, em concentracdes subinibitdrias de 60% e 80%. As cepas utilizadas por Albano

(2016) foram as mesmas cepas padrdo ATCC utilizadas no atual estudo.
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5.5 Efeito dos tratamentos de nisina na formagéo de biofilme

O biofilme bacteriano € um dos maiores responsaveis pela resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos por S. aureus, sendo composto por uma rica matriz extracelular, que protege a
bactéria contra a agdo de agentes externos. Assim, ha a constante busca pelos pesquisadores por
antimicrobianos capazes de controlar a formacdo de biofilme. Atualmente, ainda ndo ha um
farmaco antimicrobiano que possua como alvo especifico a inibi¢do da formacéo de biofilme
(Mohammed et al., 2018).

O teste da reducéo da formacao do biofilme de MRSA foi realizado com 6 tratamentos
diferentes, e cada um foi realizado em triplicata. As concentragdes subinibitérias utilizadas
foram de 90%, 80%, 70%, 60%, 50% e 25% do valor das CIM obtidos respectivamente para
cada amostra. A reducdo da formacéo do biofilme foi dada em porcentagem e esta representada
na Tabela 11 e na Figura 13.

Tabela 11. Valores da reducdo (em porcentagem) da formacao de biofilme pela cepa MRSA

ATCC 33591. Valor calculado em relagéo ao controle da bactéria.

90% 80% 70% 60% 50% 25%
Nisina 33,1 59,5 55,2 50,3 40,5 25,8
Nano + Nis 52,4 52,9 58,7 58,7 46,8 38,8
AUNPs-Nis 51,7 52,3 53,5 55,2 45,6 41,4
AUNPs + 49,6 41,7 45,7 46,2 48,6 52,6
Nano-Nis
AUNPs-Nis + 41,8 49,4 54,9 48,3 53 54,8
Nano
Oxacilina 32,9 41,8 46,4 44,9 37,3 43

As porcentagens de reducdo do biofilme, para todos os seis tratamentos realizados,
apresentaram valores significativos quanto aos seus potenciais anti-biofilme de S. aureus.
Quando comparamos o antibidtico oxacilina com a nisina, pode-se observar que, com exce¢do
da concentracdo de 25%, a nisina foi capaz de inibir uma maior quantidade de producdo de
biofilme do que o antibidtico. 1sso se deve ao fato de MRSA, uma bactéria que possuiu a
habilidade de se tornar resistente a antibidticos, mais especificamente a meticilina, também
apresentar a resisténcia contra antibioticos em suas concentracdes subinibitérias para a
erradicacdo do biofilme. Como discutido anteriormente a respeito da resisténcia a

antimicrobianos, tal mecanismo pode ter sido adquirido tanto pela transferéncia horizontal de
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genes quanto pela mutacdo bacteriana em sua composi¢do de membrana, nas suas bombas de
efluxo ou nos seus ligantes a antibi6ticos, impedindo que ocorra tal ligagdo. Assim, uma das
opcOes de vencer a resisténcia € a partir da nisina, como sendo um lantibi6tico, agiré ao alterar
a permeabilizacdo da membrana, e assim impedira a sintese de macromoléculas e sua posterior
adesdo (Mohammed et al., 2018).
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Figura 13. RepresentacGes graficas da porcentagem de reducdo de biofilme dos seis

tratamentos realizados com as seis concentracdes subinibitdrias testadas.

Tanto os tratamentos com as AuNPs e com a nanoemulsdo apresentaram porcentagens
também relevantes para inibi¢do da formacao do biofilme, permanecendo entre 40% e 60% de
inibicdo. A maioria dos porcentuais inibitorios desses tratamentos se apresentou com valores
superiores que 0s porcentuais da nisina pura. Isso indica que a nanotecnologia utilizada para
otimizar a acdo antibacteriana da nisina apresentou resultados positivos quanto ao teste de
formacéo de biofilme pela bactéria em questao.

Em estudo realizado por Niaz (2019), quando se testou a acdo da nisina pura e
encapsulada em rhamnossomos, que sdo rhamnolipideos (moléculas produzidas por P.
aeruginosa que possuem atividade antimicrobiana e caracteristicas fisico-quimicas que
permitem com que sejam moléculas com capacidade de erradicacéo de biofilmes) encapsulados
em lipossomos, reportaram que que a nisina incorporada aos rhamnossomos apresentou uma
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reducdo de mais de 80% do crescimento do biofilme, tanto para as bactérias Gram-positivas (S.
aureus e L. monocytgones) quanto Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa) testadas, sendo
que a nisina pura ndo mostrou qualquer reducdo do biofilme das Gram-negativas. J& quando
testados nos biofilmes pré-formados, a nisina ndo apresentou qualquer reducéo significativa no
biofilme, devido a uma barreira mais rica e complexa que a matriz fornece as bactérias. Ja
quando encapsulada, a nisina foi capaz de reduzir mais de 50% em massa o biofilme pré-
formado, devido a uma maior area de superficie que os lipossomos apresentam e permitem que
a nisina penetre com maior eficiéncia na matriz.

Nanoemulsdes do 6leo essencial de Thymus daenensis, assim como o 6leo em sua forma
pura, foram estudados quanto a sua acdo anti-biofilme de A. baumannii por Moghimi (2018) e
como resultado, obteve-se uma reducdo de 56,43% do biofilme quando tratado com 50% do
CIM da nanoemulsdo do 6leo, em comparacdo com uma reducdo de 20,65% quando tratado
com o 0Oleo puro a uma mesma concentragdo. Quanto as AuNPs, Ahmed (2016) sintetizou
AuNPs com clorexidina e realizou testes anti-biofilme de isolados de K. pneumoniae. Como
resultado, as AuUNPs funcionalizadas foram capazes de reduzir entre 80 e 90% do biofilme e de
células viaveis dos isolados bacterianos. Sintetizados com compostos majoritarios de 6leos
essenciais, como o cinamaldeido, as AUNPs também foram capazes de reduzir
significativamente o biofilme de S. aureus a uma porcentagem de 90% (Ramasamy et al., 2017).

A interacdo das nanoparticulas (NPs) com o biofilme bacteriano ird depender de suas
caracteristicas, como tamanho, formato, carga, hidrofobicidade e de seus grupos
funcionalizantes. No primeiro contato das NPs com a superficie externa do biofilme, elas irdo
inevitavelmente interagir com uma ampla rede de macromoléculas que irdo alterar suas
propriedades de superficie, e essa diferente superficie ficara conhecida como ‘“‘corona
biomolecular”. Essa corona, uma vez na matriz extracelular do biofilme, ird modular a interacdo
das NPs com o biofilme. Uma vez em contato com a superficie bacteriana, as NPs irdo causar
danos a membrana, posteriormente prejudicando o funcionamento do material genético,

proteinas e oxidacdo de componentes celulares, levando a morte celular (Fulaz et al., 2019).

5.6 Atividade hemolitica

Os peptideos antimicrobianos sdo conhecidos por possuirem acdo seletiva contra
membranas bacterianas e ndo contra células de mamiferos, fazendo com que sejam
considerados seguros para 0 uso terapéutico. Tal acdo seletiva se deve ao arranjo das cadeias

hidrofdbicas e hidrofilicas dos peptideos, que os tornam capazes de distinguir entre a superficie
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celular carregada mais negativamente (membranas bacterianas) e a membrana celular de

organismos multicelulares.

As hemacias sdo um dos modelos de estudo mais utilizados para avaliar a toxicidade de

determinado produto em mamiferos (llker et al., 2004). Variando as concentragcdes dos

produtos, desde %2 do valor de CIM dos tratamentos para MRSA, até 4 vezes o valor de CIM,

os produtos foram testados em hemacias humanas para verificar a porcentagem de hemolise

gue a nisina e seus encapsulamentos sdo capazes de causar. O experimento foi realizado em

triplicata, e a média dos valores da porcentagem de atividade hemolitica, estdo indicados na

Tabela 12 e representados na Figura 14.

Tabela 12. Valores, em porcentagem (%), da atividade hemolitica causada pelos tratamentos

nas cinco diferentes concentracdes testadas

4xCIM  2xCIM CIM 1% CIM %CIM
Nanoemulséo 23,0 16,5 0,0 0,0 0,0
Nano + Nis 475 28,9 6,2 3,5 2,2
AUNPS 1,2 0,3 0,0 0,0 0,0
AuNPs-Nis 1,6 0,6 0,0 0,0 0,0
Nisina 0,7 0,0 0,0 0,0 0,0
Nano-Nis + AuNPs 32,7 32,4 4.4 2,1 1,0
AUNPs-Nis + Nano 25,4 13,9 9,5 6,2 3,0
Porcentagem (%) hemolise
601
-e- Nanoemuls&o
-# Nano-Nis
. -+ AuNPs
-+ AuNPs-Nis
-o- Nisina
_._

201 _
o-——’_—":l:::://ﬂl———‘

1/4 1/2 1 2 4
Concentragao

Porcentagem (%) hemdlise

Nano-Nis + AuNPs
AuNPs-Nis + Nano

Figura 14. Representacédo grafica da porcentagem (%) de hemolise causada pelos
tratamentos a diferentes concentragdes: ¥ de CIM, %2 CIM, CIM, 2xCIM e 4xCIM
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Os tratamentos que apresentaram as menores porcentagens de hemdlise foram as
AuUNPs, AuNPs-Nis e a nisina onde, mesmo quando a concentracéo utilizada foi de quatro vezes
o valor de CIM para MRSA, elas ndo foram capazes de causar hemdlise. Tal resultado corrobora
com uma das maiores vantagens da utilizagdo das AuNPs na terapéutica, em que elas ndo
apresentam toxicidade ao hospedeiro. A nisina é um peptideo reconhecida como GRAS e
aprovada pela FDA para o consumo por humanos. Mesmo na concentracdo de quatro vezes o
valor de CIM, que se apresentou em 6,25 pug/mL, é um valor bem abaixo do méximo
recomendado para o uso em alimentos. De acordo com a WHO (World Health Organization) e
com a FAO (Food and Agriculture Organization), os valores maximos de nisina pura que sao
permitidos de serem aplicados em produtos derivados de carne, sdo de 5 a 25 mg/kg de
alimento.

No estudo de Pradeepa (2017), os autores também ndo obtiveram porcentagens
significativas de hemolise para AuNPs-Nis. Mesmo em elevadas concentragdes (2500U/mL),
a viabilidade celular se manteve em mais de 89%, sugerindo que as nanoparticulas sdo néo-
toxicas. Em estudos com outras bacteriocinas, como no trabalho de Teixeira (2008), os autores
estudaram a acdo hemolitica de uma bacteriocina produzida por Bacillus licheniformis, na sua
forma pura e quando encapsulada em nanovesiculas. Similar a nisina, a bacteriocina nédo
apresentou porcentagens significativas de hemdlise. Entretanto, alguns peptideos
antimicrobianos também podem se apresentar toxicos por causarem altas taxas de hemolise,
como € o caso do peptideo produzido por Brevibacterium linens, chamado de linenscin OC2.
No trabalho de Boucabeille (1997), esse peptideo foi estudado com o objetivo de prevenir a
proliferacdo de L. monocytogenes em queijos. Quando testados em hemacias de ovelhas, a taxa
de hemolise se apresentou elevada, variando de acordo com o tempo de incubacdo e com a
concentracdo utilizada. Ocorreu 40% de hemolise em 30 minutos de incubacdo a uma
concentracdo de 7000 AU/mL, e 100% de hemolise em 1 horaa 3000 AU/mL. A melitina, outro
peptideo antimicrobiano que possui um mecanismo de acdo similar ao da nisina, apresentou
uma atividade hemolitica significativa no trabalho de Maher (2010), onde concentracdes
variando de 4 a 11 uM foram capazes de atingir uma porcentagem de hemolise de 80 a 90%,
apresentando-se altamente toxica.

Quando observados os tratamentos contendo a nanoemulsao, todas apresentaram uma
porcentagem maior de hemdlise quando comparadas as amostras que nao a possuem. De acordo
com a ASTM (Prética padrdo para avaliagdo das propriedades hemoliticas dos materiais,

Sociedade Americana de Testes e Designacdo de Materiais: ASTM: F756-00), quando a
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porcentagem de hemdlise obtida € inferior a 2%, a amostra é considerada ndo-hemolitica, entre
2% e 5% ¢é fracamente hemolitica e quando maior que 5%, hemolitica.

O tratamento de Nano-Nis apresentou-se hemolitica a partir da concentracdo de CIM,
onde foi capaz de causar 6,2%, evoluindo para 28,9% em 2 vezes o valor de CIM e chegando
em até 47,5% de hemolise em 4 vezes o valor de CIM. Da mesma forma, os outros tratamentos
contendo a nanoemulsdo apresentaram valores elevados de hemdlise. A nanoemulsdo em
branco e a Nano-Nis + AuNPs apresentaram-se hemoliticas a partir de 2 vezes o CIM. Ja a
AuNPs-Nis + Nano apresentou-se hemolitica desde a concentracdo de %2 CIM até 4 vezes o
valor de CIM.

Uma das maiores problematicas no uso de farmacos quimioterapicos € a toxicidade que
as altas doses desses medicamentos causam no organismo. Uma das alternativas para a
diminuicdo dessa toxicidade, tanto nas hemacias quanto nos tecidos, é o encapsulamento da
droga em nanoemulsdes, visto que a interacdo da droga responsavel pela hemolise com as
biomembranas sera reduzida. Quando administradas via endovenosa, uma nova formulacéo de
polietileno-glicol encapsulada em nanoemulsdo apresentou uma menor taxa de hemdlise
quando comparada com a sua forma pura (Jeswani et al., 2015). Similarmente no trabalho de
Rajitha et al. (2019), nanoemulsdo de metotrexato, um medicamento utilizado no tratamento da
psoriase, reduziu significativamente a porcentagem de hemolise apds seu encapsulamento. Por
outro lado, as nanoemuls6es também podem se apresentar toxicas e causar hemolise, como nos
resultados obtidos por Krishnamoorthy et al. (2018), onde nanoemulsdes de 6leo de Cleome
viscosa se apresentaram cada vez mais toxicas ao aumentar a sua concentracdo.

Um dos fatores que podem estar associados a uma maior porcentagem de hemolise dos
tratamentos com nanoemulsdes neste estudo é a presenca dos tensoativos Span 80 e Tween 20.
Quanto maior as concentracdes dos surfactantes, maior suas temperaturas de incubacao e maior
a duracdo do contato com as hemacias, devido a producdo de micelas na camada lipidica da
membrana, maior serdo seus efeitos toxicos (Kaur et al., 2017). O aumento da temperatura, de
25°C a 42°C, acarretara em uma maior fluidez de membrana e consequentemente uma maior
permeabilidade. A presenca de tensoativos mais hidrofobicos levam a uma reducdo na
permeabilidade, resultando em menores efeitos hemoliticos (Noudeh et al., 2008).

Quanto a influéncia da concentracao dos surfactantes nas amostras na lise celular, dois
processos sdo conhecidos, o de solubilizacdo e o de lise osmotica. Quando os surfactantes se
encontram em elevadas concentragbes, o principal mecanismo de lise celular é o da
solubilizag&o, que ocorre quando o surfactante causa uma solubilizagdo parcial ou completa dos

lipidios da membrana citoplasmética a partir da formacdo de micelas (Shalel et al., 2002).
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Quando em concentra¢fes mais baixas, ha uma intercalacdo do surfactante na membrana celular
que induzira alteracGes na sua permeabilidade (Aparicio et al., 2005).

No trabalho de Roggia (2019) foram sintetizados lipossomos contendo Tween 80 como
surfactante, e guarana como composto ativo. No teste de hemdlise, os lipossomos contendo
apenas o Tween 80, foram capazes de causar 100% de hemolise ap6s 24 horas de incubacéo.
Além da toxicidade em hemacias j& reportada, no estudo de Tatsuishi (2005), foi possivel
observar que o Tween 80 aumentou a citotoxicidade in vitro em timdcitos de ratos por causar
estresse oxidativo nas células, que ja foi reportado como sendo um dos principais mecanismos

de toxicidade causados por nanomateriais (Brandelli, 2019).

5.7 Extravasamento de proteinas

O estudo do extravasamento proteico celular € um método para avaliar 0s danos que 0s
antimicrobianos sdo capazes de causar na membrana plasmatica bacteriana, levando ao
extravasamento do contetdo celular bacteriano para o meio. As concentraces (ug/mL) de
proteinas liberadas dos tratamentos de nisina no tempo 0, tempo 1 e tempo 2 estdo representadas
na Tabela 13, assim como na Figura 15.

Em todos os tratamentos realizados foi possivel observar um aumento da concentragédo
de proteinas extravasadas em funcdo do tempo. Quando comparamos as duas diferentes
concentragdes dentro de um mesmo tratamento, pode-se observar que a Nano-Nis foi 0
tratamento que apresentou melhor efeito no extravasamento proteico, apresentando uma
concentracdo de 0,05 pug/ml. Ou seja, foi capaz de causar 0 maior dano a membrana de MRSA.
Da mesma forma, a nisina em sua forma pura e AuNPs-Nis + Nano também foram capazes de
causar um dano significativo as células bacterianas, como observado nos graficos da Figura 15
e na Tabela 21, sendo que ap6s 4 horas do inicio do tratamento, a nisina foi capaz de causar um
extravasamento proteico de 0,04 ug/ml na concentracdo de CIM e 0,03 pug/ml na de 2xCIM. Ja
o tratamento AuNPs + Nano-Nis, também mostrou um valor consideravel para extravasamento
proteico apo6s 4 horas de experimentacdo, sendo também de 0,04 pg/ml. A nisina, uma vez
possuindo o seu modo de acdo na membrana bacteriana, ao se ligar ao lipidio 11, era esperado
gue ocorresse um extravasamento proteico elevado em relacdo ao controle, o que significa que
a nisina foi capaz de realizar a sua acao sobre a membrana de MRSA.

No trabalho de Zhang (2014), S. aureus tratado com nanoemulséo de limoneno causou
danos as membranas bacterianas podendo ser comprovado a partir da microscopia eletrdnica de
varredura (MEV). Com a adi¢do da nisina nessa nanoemulsdo, os danos & membrana se

apresentaram mais intensificados, comprovados novamente a partir do MEV e pela medida da
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absorbéancia do sobrenadante das culturas tratadas, sendo o maior extravasamento para S. aureus
observado o tratamento de duas vezes o valor de CIM para a nanoemulsdo com nisina. A
bactéria que sofreu maiores danos com essa nanoemulsdo foi Bacillus subtilis.
Tabela 13. Concentragdes (ug/ml) de proteinas extravasadas de MRSA no tempo 0Oh, ap6s 2h
e 4h desde o inicio dos tratamentos em concentracdes equivalentes ao CIM e duas vezes o seu
valor
Controle Nisina Nano-Nis AUNPs-Nis AUNPs-Nis + AUNPs +
Nano Nano-Nis
CIM 2CIM [CIM 2CIM | CIM 2CIM | CIM 2CIM | CIM 2CIM
Oh 001 |001 o001 [0O01 002 |001 001|002 002|002 0,02
2h 0,01 |002 002 |002 004 |002 002 | 002 0,03 004 0,04
4h 0,02 |004 003 (002 005 | 002 002 003 0,03 004 0,04
Proteinas Oh Proteinas 2h Proteinas 4h
0.061 0.06 0.06+
0.04- ':E: 0.04- E g ::.', 0.04- é
£ g % 2 H || 7
0.024 g § 0.02- § é |‘ Z § i g § 2 § 0.02 E %
¥ o ‘8{.\&@;9}\9 <& V'\,e‘;zg»‘\ xi{'»v‘:?;; Ry & S Q@fg";\,’é@;@“ a
PP LR P
L o ¥ ¥
Figura 15. Representaces graficas dos 3 tempos (Oh, 2h e 4h) quanto as concentracdes (ug/ml)
de proteinas liberadas no sobrenadante, quando expostas a concentracdes equivalentes ao CIM
e a 2xCIM dos cinco diferentes tratamentos.

Assim como neste estudo, onde a nanoemulsdo foi capaz de causar maiores danos as
membranas de S. aureus quando comparamos a nisina em sua forma pura, segundo Prakash
(2019) houve melhor atividade no extravasamento proteico de Salmonella Typhimurium pelas
nanoemulsdes de linalol quando comparado ao linalol em sua forma pura, chegando a causar
um aumento de quatro vezes na absorbancia lida. Com exce¢do da Nano-Nis, em que houve
aumento significativo do extravasamento proteico quando comparadas ambas concentracoes
testadas, os outros tratamentos ndo apresentaram grandes diferencas entre uma e duas vezes 0

76



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

valor de CIM. De forma semelhante ocorreu no estudo de Prakash (2019), onde tanto a
nanoemulsdo quanto o linalol em sua forma pura ndo causaram um aumento significativo do
extravasamento proteico na concentracdo de duas vezes o valor de CIM.

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) também foram reportadas provocando o
extravasamento de contetdo citoplasmatico bacteriano, como no estudo de Vinosha (2019),
quando AuNPs sintetizadas com extrato de Halymenia dilatata, uma espécie de alga vermelha,
foram responsaveis por alterar a permeabilidade de membrana de Aeromonas hydrophila.
Como resultado, ocorreu o extravasamento do contetdo citoplasméatico em concentracdes de
25 a 100 pg/ml, com desnaturagdo da membrana bacteriana. Consequentemente, ocorreu o
blogueio da funcdo respiratdria, desestabilizacdo da parede celular e a diminuicdo da atividade
de ATP que resultou em morte bacteriana.

De forma similar, no estudo de Manikandakrishnan (2019), AuNPs foram sintetizadas
com Caulerpa racemosa, uma espécie de alga verde comestivel, e a sua acdo sobre o
extravasamento proteico de Streptococcus agalactiae e Aeromonas veronii foi estudada, sendo
gue em ambas as bactérias observou-se extravasamento do conteudo citoplasmatico conforme
as concentracdes de AuNPs eram aumentadas nos ensaios. Os ions Au®, além de causarem
danos ao material genético, reagem com o grupo tiol na cadeia enzimatica respiratoria

bacteriana e assim, ha inibicdo do processo respiratorio (Manikandakrishnan et al., 2019).

5.8 Viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular sobre a linhagem HCT-116 de células de cancer de célon
retal foi realizado com o objetivo de elucidar a acdo da nisina, AuNPs-Nis, Nano-Nis, bem
como a hanoemulsdo sem a adi¢do da nisina, sobre membranas celulares metastaticas de colon
retal. Os graficos pseudocolor resultantes da citometria de fluxo estdo representados na Figura
16 e o gréafico da porcentagem de morte celular esta representado na Figura 17.

Os tratamentos com nisina e AUNPs-Nis, tanto em concentragcdes de uma e duas vezes
o valor de CIM, ndo apresentaram toxicidade para a linhagem celular testada bem como
apresentado porcentagens baixas de necrose, ndo sendo significativamente necréticas quando
comparamos ao controle. A nisina em seu valor de 2 vezes o valor de CIM, apresentou 4,59%
de necrose, enquanto as AuNPs-Nis apresentaram 7,87% de necrose na mesma concentracao.
Quanto aos valores de apopotose incial, nenhum dos tratamentos apresentou porcentagem
significativa.

Os tratamentos de nanoemulséo e Nano-Nis apresentaram, na concentracdo de duas

vezes o0 valor de CIM, elevadas taxas de necrose, sendo a Nano-Nis sendo capaz de causar
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1 61,3% de necrose, e 67,3% a nanoemulsdo sem a nisina. Na concentracdo de uma vez o valor

2 de CIM, ambos os tratamentos ndo causaram taxas de necrose significativas.
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6  Figura 16. Gréaficos representando a viabilidade celular das células HCT-116 ao controle (A)
7 e tratadas, a concentracdes 1 e 2 vezes valor de CIM para MRSA da nisina (B), Nano-Nis (C),
8  AUNPs-Nis 1XCIM (D), AuNPs-Nis 2XCIM (E) e Nanoemulsdo 1 (F). As células vivas estdo
9  representadas no quadrante 4 (Q4) onde Anexina (-) e 7-AAD (-), apoptose inicial no quadrante
10 1 (Q1) onde Anexina (+) e 7-AAD (-) e apoptose tardia/necrose no quadrante 2 (Q2) onde
11 Anexina (+) e 7-AAD (+). Os gréaficos gate mostram o tamanho (FSC, eixo x) e granulosidade
12 (SSC, eixoy) das células.
13
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Figura 17. Porcentagem de morte celular de HCT-116 quando submetidas aos tratamentos

nisina, Nano-Nis, nanoemulsido e AuNPS-Nis.

Segundo o gréafico de gate das AuNPs-Nis, quando na concentracdo de duas vezes o
valor de CIM, por mais que ndo tenha ocorrido uma taxa significativa de apoptose inicial ou
necrose, houve uma mudanca na morfologia celular, como observado na Figura 16 (E). Quando
comparamos ao gate do controle, na Figura 16 (A), o padrdo de fluorescéncia foi alterado,
apresentando células com morfologia mais complexa, com uma maior taxa de granulacdo. O
eixo X dos gréficos de gate representam o tamanho celular, enquanto o eixo Y representa a
complexidade celular quanto a granulacao.

A nisina ja foi testada em diversos estudos tanto quanto a sua citotoxicidade contra
células tumorais de colon retal, como em outras linhagens celulares tumorais. No estudo de
Maher (2006), a nisina e outros peptideos antimicrobianos foram estudados quanto aos seus
efeitos contra as linhagens HT-29 e Caco-2, ambas tumorais de célon retal. Dentre os sete
peptideos estudados, a nisina foi 0 segundo menos citotoxico para ambas as linhagens, sendo a
galidermina o mais seguro e a melitina a mais tdxica. Ainda no estudo de Maher (2006), quanto
a integridade do epitélio intestinal de Caco-2, a nisina ndo apresentou prejudicar a morfologia
celular, podendo ser considerada como um peptideo apropriado para o tratamento de infeccdes
gastrointestinais (Maher et al., 2006). No estudo de Ahmadi (2017), a nisina também foi
estudada quanto a sua citotoxicidade, dessa vez contra a linhagem celular de cancer de célon

retal SW480. Da concentragéo de 1000 a 4000 pg/mL, a nisina apresentou reduzir a viabilidade
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celular em até 80%. De 1 a 750 pg/mL, a nisina ndo apresentou reducdo significativa da
viabilidade de SW480.

Dentre os metais nobres utilizados para a sintese de nanoparticulas, entre eles o ouro,
prata e platina, as nanoparticulas de ouro sdo consideradas as menos toxicas, principalmente
pela sua natureza inerte. Quando observamos toxicidade das AuNPs em estudos com linhagens
celulares, o efeito toxico pode ocorrer devido a linhagem celular utilizada, a composicao
quimica da superficie celular e pelo tamanho das AuNPs (Kamal et al., 2018).

Da mesma forma que no presente estudo, onde as AuNPs com nisina ndo causaram
apoptose ou necrose, no estudo de Preet (2019), a adigdo da nisina a uma solucdo de AuNPs
também nao foi capaz de causar uma reducdo significativa na massa de melanoma induzido em
ratos quando comparados a acdo das AuNPs administradas sozinhas. Kim (2017) estudou a
citotoxicidade de AuNPs conjugadas com 4&cido galico em linhagem embrionaria de
fibroblastos de ratos (MEF), de concentracdes de 1 a 400 ppm. Apds 24 horas de tratamento,
foi constatada uma viabilidade celular de mais de 75% nas concentragdes inferiores a 50 ppm.
Por fim, similar ao presente estudo, Shukla (2005) comprovou em seu trabalho que AuNPs néo
apresentaram citotoxicidade em concentracdes de até 100 uM, em 72 horas de incubacéo, em
linhagem RAW264.7 de macrofagos, se apresentando como uma alternativa segura para a
aplicacdo em nanoimunologia e nanobiotecnologia.

O encapsulamento de moléculas lipidicas em nanotecnologia é conhecido por otimizar
a dispersdo do lipidio no meio e, quando estudados quanto a sua acdo antitumoral, ha uma
otimizacdo na entrega do componente encapsulado as células tumorais (Guan et al., 2019). No
estudo de Guan (2019), o autor estudou o encapsulamento do éster fenetilico do acido cafeico
(CAPE), um composto fendlico natural, em micelas de escala nanométrica, com um éster de
sacarose (SFAE) agindo como um surfactante ndo-iénico. O encapsulado CAPE-SFAE foi
estudado quanto a sua citotoxicidade contra a linhagem HCT-116 e, como resultados, o autor
obteve porcentagens elevadas de inibicdo das células, chegando a mais de 80% quando em
concentragdo de 20 ug/mL. A essa mesma concentra¢do, quando o SFAE administrado com
apenas 0,3% de timol, também houve uma inibicdo celular de aproximadamente 50%.

No estudo de Staka (2019), foram sintetizadas nanoemulsGes do quimioterapico
Gemcitabina (GEM), contendo quatro surfactantes distintos, dentre eles 0 Tween 80 e CTAB.
Como resultado, similar ao presente estudo, quando testados em linhagem HCT-116 e em
linhagem de células tumorais pancreéticas resistentes a GEM, as nanoemulsdes sem a adi¢éo
de GEM apresentaram efeito citotoxico semelhante a nanoemulsdo com o encapsulamento de

GEM sobre a linhagem resistente, tendo como principal sugestdo que a formulacdo da
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nanoemulsdo apresentava algum de seus compostos como responsavel pela toxicidade, sendo
este efeito relacionado ao surfactante CTAB utilizado. Da mesma forma, no estudo de Alkhatib
(2014), microemulsdes contendo ou ndo o farmaco sinvastatina, apresentaram semelhante
citotoxicidade sobre a linhagem HCT-116. Ou seja, ambas as formulac¢6es das microemulsoes
foram capazes de diminuir para até 17% a viabilidade celular.

Na concentracdo de duas vezes o valor de CIM para as nanoemulsdes, a porcentagem
de necrose celular foi bastante elevada, tanto para a nanoemulséo contendo a nisina quanto para
a nanoemulsdo branco, ou seja, sem inclusdo da nisina. A participacdo dos surfactantes nas
emulsbes possui como objetivo melhorar a solubilidade e a absor¢cdo de compostos lipidicos.
Esse mecanismo de absorcdo possui relacdo direta com os danos causados nas membranas
lipidicas celulares e proteinas de membrana. Estudos bioquimicos relataram que o aumento da
permeabilidade das membranas celulares causadas por surfactantes possui relacdo com a
natureza do surfactante, sua carga elétrica, polaridade e o tipo de membrana na qual estard
agindo (Kaur et al., 2017).

A toxicidade do Tween ja foi reportada na literatura, onde dentre Tween 20, 40, 60 e
80, o0 que apresentou uma menor taxa de hemolise no estudo de Noudeh (2008) foi o Tween 80
devido ao seu maior valor de EHL. O Tween 20, por outro lado, foi o surfactante que causou
uma das maiores taxas de hemdlise, chegando a quase 100%. Ou seja, quanto mais hidrofobico
um surfactante, menor a sua afinidade com a membrana celular, acarretando em uma
permeabilidade reduzida e em uma menor taxa de hemolise.

No estudo de Omokawa (2010), vesiculas de Span 80 contendo Eucheuma serra
aglutinina, uma espécie de alga marinha, foram sintetizadas e testadas quanto a sua atividade
apoptotica sobre a linhagem Colo201 de cancer de colon. No teste de viabilidade celular, foram
estudadas as acdes anti-cancer de vesiculas de Span 80 contendo Eucheuma serra e apenas
Span 80. Por mais que as vesiculas contendo o composto ativo E. serra tenha causado uma
diminuicdo na viabilidade celular para 17%, o tratamento apenas com Span 80 também foi

capaz de reduzir a viabilidade celular para 55%.
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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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