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RESUMO

O uso de novas tecnologias como, por exemplo, peptideos sintéticos para o
desenvolvimento de novas drogas € uma estratégia promissora no campo da
biotecnologia. Peptideos com efeito antimicrobiano derivados de toxinas bacterianas
intracelulares, produzidas por sistemas de morte pds-segregacional (PKS) tais como
CcdB sao exemplos dessa estratégia. Resultados promissores tém sido obtidos em
relacdo a inibicdo da atividade das enzimas bacterianas topoisomerase IV e DNA
girase por derivados peptidicos de toxinas antimicrobianas, isto pode ser visto
através de ensaios in vitro, como eletroforese em gel de agarose. Porém, drogas
com estrutura peptidica derivadas de toxinas bacterianas apresentam sérios
problemas na aplicacdo terapéutica, pois, tém baixa solubilidade e dificil
permeabilidade em membranas bacterianas. Portanto, o objetivo desse estudo
consiste no desenvolvimento e aprimoramento de sistemas nanoestruturados
(lipossomas) que permita a encapsulacao de analogos peptidicos da toxina CcdB e
sua consequente translocacdo no citosol bacteriano, permitindo que 0os mesmos
atinjam seus alvos celulares, que sado as enzimas bacterianas DNA girase e
Topoisomerase V. Lipossomas do tipo SUV ("Small unilamellar vesicles") de 100 nm
de diametro, foram preparados pela técnica de extrusao e evaporacao variando-se a
composicdo quimica de suas formulagdes. Desta forma, foi avaliada a eficiéncia de
encapsulacdo dos peptideos atraves de técnicas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e espectroscopia de UV-Vis e fluorescéncia. Apds testes de
eficiéncia de encapsulacdo, os lipossomas contendo os analogos peptidicos da
toxina CcdB encapsulados, foram submetidos a ensaio de inibicdo de crescimento
em meio liquido para diferentes espécies bacterianas. Os resultados mostraram que
os valores de eficiéncia para o analogo CdBSG-2 ficaram entre 62 e 75% e entre 52
e 71% para o analogo CcdBET-2. Os estudos de inibicdo de crescimento bacteriano
mostraram que o sistema lipossomal é efetivo, permitindo uma inibicdo de até 82%
da espécie gram positiva Staphylococcus aureus e 61% para a espécie gram
negativa Escherichia coli enterohemorragica (EHEC). Este trabalho demonstrou que
a utilizacdo de sistemas nanoestruturados para promover a entrada desses
peptideos sintéticos no citosol bacteriano € de grande importancia para viabilizar a
aplicacdo desta classe de biomoléculas em estudos terapéuticos, permitindo assim,

gue tais peptideos possam ser utilizados como antibiéticos mais promissores, se



associados a sistemas eficientes de transporte e liberacdo controlada de moléculas
peptidicas.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos, Toxina CcdB, DNA girase,
Topoisomerase IV, lipossomas SUV.



ABSTRACT

The new technologies, like synthetic peptides, for the development new drugs is a
promising in biotechnology. Peptides with antibiotic properties, from Intracellular
toxins produced by systems of post-segregational killer (PSK) in bacteria such as
CcdB are recent examples of this strategy. Promising results have been obtained
with respect to inhibition of the activity of the bacterial enzyme DNA gyrase and
topoisomerase IV by toxins antimicrobial peptide derivatives that can be seen
through in vitro assays such as electrophoresis in agarose gel. However, drugs
formed by peptide structures, based on bacterial toxins, have been shown serious
problems in therapeutic application due to their poor solubility and low biological
membrane permeabilization. The aim of this study is the development and
enhancement of nanostructured systems (liposomes) that allows the encapsulation of
analogues peptides based on CcdB toxin and its consequent bacterial translocation
in the cytosol, allowing them to reach their cellular targets, which are bacterial
enzymes DNA gyrase and topoisomerase IV. Liposomes of the SUV type ("Small
unilamellar vesicles”) of 100 nm diameter were prepared by extrusion and
evaporation technique by varying the chemical composition of their
formulations.Thus, we evaluated the encapsulation efficiency of the peptides through
technigues of high performance liquid chromatography (HPLC) and UV-Vis
spectroscopy and fluorescence. After efficiency of encapsulation tests the liposomes
containing the peptides have been tested for growth inhibition in a liquid medium to
different bacterial species. The results showed that the efficiency values for the
analog CdBSG-2 were between 62 and 75% and the CcdBET-2 analogue values
were between 52 and 71% Furthermore, the results of bacterial growth inhibition
tests showed liposomal system that is effective, to inhibit 82% of gram positive
Staphylococcus aureus and 61% of gram negative Escherichia coli (EHEC). This
work demonstrated that the use of nanostructured materials for promoting the entry
of these synthetic peptides in the bacterial cytosol is of great importance to enable
the application of this class of biomolecules in therapeutic studies, thus allowing
these peptides can be used as the most promising antibiotics where associated with

efficient transport systems and controlled release of peptide molecules.

Keywords: Antimicrobial Peptides, CcdB toxin, DNA gyrase, Topoisomerase 1V,

liposomes SUV.
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1. Introducéo

Os peptideos sao biomoléculas que contém de dois a dezenas de residuos
de aminoacidos unidos entre si através de ligacbes peptidicas. Sdo também
extremamente diversificados em termos funcionais. Muitos atuam como
horménios ou fatores liberadores destes, enquanto outros sao neuropeptideos,
neurotransmissores, toxinas, antibiéticos, adocantes ou substratos de proteases.
(KO, 2002).

Atualmente, o combate a doencas infecciosas tem sido o objetivo de muitos
estudos, pois, uma das principais causas de morte da populacédo séo as infec¢des
causadas por microrganismos resistentes aos antibiéticos disponiveis para a
populacdo, além do mal uso dos medicamentos, como automedicacdo e uso
negligenciado.

Como o desenvolvimento de resisténcia bacteriana € um processo
dindmico e sua contencdo depende de diversas medidas soécio-politico-
econOmicas, torna-se fundamental a busca por novos compostos que possam
atuar como novos farmacos a serem utilizados no combate a doengas infecciosas.
Nesse contexto, peptideos com efeito antibidtico produzidos por plantas, animais
€ microrganismos estao sendo utilizados como modelos para o desenvolvimento
de novos medicamentos com aplicacdes em saude (REECE & MAXWELL,1991;
TROVATTI et al.,2008).

As toxinas intracelulares como CcdB, produzidas por sistemas de morte
pos-segregacional (PSK) em bactérias, constitui um exemplo importante da
riqgueza quimica e biolégica associada a antibiéticos com potencial consideravel.
Estas toxinas exercem sua funcdo sobre um grupo alvo de enzimas denominadas
DNA topoisomerases (GERDES et al.,2000).

Em contraste aos antibioticos secretados no ambiente, as toxinas
intracelulares atuam atacando a célula a partir do seu interior. Estas toxinas,
codificadas por genes plasmidiais, organizados em um mesmo operon (HAYES,
2003), sdo componentes de PSK, também conhecidos como sistemas
toxina/antitoxina (TA), os quais séo constituidos além da toxina, que é estavel no
meio intracelular, por uma antitoxina instavel, a qual age prevenindo a expressao

da toxina, neutralizando sua acao ou protegendo seu alvo (Figura 1).
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Figura 1 - Sistema toxina/antitoxina.
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Fonte: adaptado de Couturier, Bahassi & Van Melderen (1998).

1.1.DNA topoisomerases

Presentes tanto nos eucariotos como nos procariotos, as DNA
topoisomerases sdo um grupo de enzimas que possuem funcdes essenciais a
viabilidade celular. S&o responsaveis por modulacées topolégicas no DNA,
essenciais ao metabolismo celular (LOHNER & STRAUDEGGER, 2001). Mesmo
sendo a sequéncia do DNA que determina a constituicAo genética de um
organismo, sdo as relacdes topoldgicas dentro desta mesma molécula que
modulam virtualmente todas as fungdes fisiologicas do genoma (WANG, 2002).

O genoma humano € composto por aproximadamente 4 bilhdes de pares
de bases de DNA que séao inclusos em 46 cromossomos. Apesar do diametro de
20 A do material genético, o DNA do ntcleo de uma célula humana mede cerca
de dois metros (de uma ponta a outra) (BURDEN & OSHEROFF, 1998). Portanto,
para administrar essa quantidade de DNA, é necessario o envolvimento de
enzimas, as DNA topoisomerases.

As DNA topoisomerases chamam a atencdo dos pesquisadores ha
décadas. Estas enzimas tém sido descritas em organismos na escala evolutiva
desde bactérias até seres humanos. Em 1971, foi feita a primeira descoberta da
atividade enzimatica em Escherichia coli, onde transformava o DNA

superenovelado negativamente para uma forma relaxada (WANG, 1971).



Introducédo 29

As DNA topoisomerases estdo relacionadas aos processos topoldgicos de
replicacdo, transcricdo, recombinacdo, reparo, montagem da cromatina e
segregacao cromossdmica do DNA, pela inducdo de quebras em simples ou
dupla fita na cadeia de DNA.

Existem duas classes de DNA topoisomerases (Figura 2). As do tipo |
agem pela clivagem transitoria de uma das duas fitas do DNA, rodando uma das
extremidades sobre a fita ndo clivada e reunindo as extremidades clivadas. Esta
movimentac&o proporciona uma alteracdo no numero de ligagBes das fitas, com
aumento de uma unidade no namero e ligagdes. As do tipo Il (Topoisomerase IV
de procariontes e Topoisomerases llI-a e II-B de mamiferos) ligam-se a dupla fita
de DNA, clivando as duas fitas do DNA simultaneamente (KELLNER et al, 2000) e
reunindo-as, posteriormente, resultando num aumento do nimero de ligacdes em
duas unidades (Figura 3).

O superenovelamento do DNA, ou seja, a estrutura de dupla-hélice (tor¢ao
da dupla-hélice sobre seu préprio eixo) e a separacao das suas fitas durante a
realizacdo de suas funcbes metabdlicas sdo a origem dos problemas topoldgicos
solucionados pelas DNA topoisomerases. Isso se deve ao fato de uma clivagem
transitéria em um segmento do DNA, seguida da passagem de outro segmento
por essa abertura, reduzindo as tensdes presentes na molécula, devido ao seu

alto estado de compactacéao (Figura 4).

Figura 2 - Topoisomerase Tipo |, faz a quebra de uma fita de DNA e Topoisomerase do
Tipo Il cliva ambas as fitas de DNA.

Type I Topoisomerase
i s
s
3 3 / WIA
3
= ey
3' v s.
Type IB
Type II Topoisomerase
s 3' .
Topo I

Fonte: Holden (2001).
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Figura 3 - Numero de ligagbes, Lk. Em (A), Lk = 1, podemos observar apenas um ponto
de ligacdo entre as duas fitas do DNA, enquanto que em (B), observamos a existéncia de
seis pontos de ligagdes entre as fitas, gerando um Lk = 6.

A : _ = B M %= A

Qe

Lk=6

Lk =1

Fonte: Nelson & Cox (2011).

Figura 4 - DNA circular relaxado (A), superenovelado (B) e sob agdo de uma
topoisomerase (C-D-E).

Fonte: Kornberg & Baker (1992).

1.1.1. DNA girase

A DNA girase pertence as enzimas bacterianas denominadas DNA
topoisomerases do tipo IlIA, descoberta em Escherichia coli por Gellert e
colaboradores em 1976. E uma enzima que necessita de ATP. A DNA girase é
um heterotetramero composto por 2 subunidades A e duas subunidades B,
organizadas sob a forma A2B2 (HOLDEN,2001). A subunidade A é o produto do
gene Gyr A e tem um peso molecular de 97 kDa.A subunidade B € o produto do
gene GyrB e tem um peso molecular de 90 kDa (LEVINE, 1998) (Figura 5).
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s

A subunidade A é formada por uma regido amino terminal que €
responsavel pela quebra e unido das fitas de DNA e a regido carboxi terminal é
responsavel pela interacdo da proteina com o DNA.

A subunidade B possui uma regido amino terminal onde ha o sitio de
ligacdo do ATP e uma regido carboxi terminal que é responsavel pela interacao
com GyrA e o DNA (WIGLEY et al.,1995; ALI et al., 1993)

A DNA girase é a Unica entre as DNA topoisomerases que é capaz de
promover o superenovelamento do DNA. A incubacdo de DNA circular relaxado
com girasse e ATP conduz a producao de DNA superenovelado negativamente. A
formacdo do DNA superenovelado a partir do DNA relaxado sugere que a
passagem da fita pela DNA girase deve possuir direcdo, caso contrario, a
passagem da fita formard& um substrato pouco superenovelado e
consequentemente, sera anulada pela passagem da fita na direcdo oposta,

levando ao relaxamento.

Figura 5 - Diagramas das regides especificas presentes nas subunidades GyrA e GyrB
da enzima DNA girase.

GyrA (97 kDa) Clivagem proteolitica

1 122 571 875

!
N lé 64 kDa 33 kDa>| C
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>« >

' Interagdio DNA-proteina
Interagdo com quinolonas e CcdB

Clivagem proteolitica

GyrB (90 kDa)
220 39«
| | 394 804
1
N 24 kDa 19 kDa 47D C
Interagdo com
< cumannas > 43 kDa
- >« >
Interagdo com ATP Interagdio com GyrA ¢ DNA

Fonte: Adaptado de Reece & Maxwell (1991).
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Para ocorrer o superenovelamento a DNA girase age catalisando a
clivagem transitéria em uma das fitas do DNA. Em seguida ha a passagem da fita
ndo quebrada através dessa abertura e posteriormente a religacdo das fitas do
DNA. Neste processo, a girase liga-se em um segmento de DNA, formando uma
super hélice positiva (Figura 6-a). Em seguida, ocorre a ligacdo de uma molécula
de ATP a subunidade GyrB, provocando mudangcas conformacionais na enzima
gue sofre uma rotacdo. A subunidade GyrB entdo dimeriza e captura um
segmento desse DNA, chamado segmento T. Simultaneamente, Gyr A quebra as
duas fitas de DNA de um outro segmento (segmento G) (Figura 6-b). O complexo
intermediario formado entre o DNA e a enzima é chamado de complexo clivavel,
onde o DNA esta covalentemente ligado a girase através de uma ligacdo entre a
terminacdo 5°do DNA clivado e um residuo de tirosina da Gyr A. O segmento T &
transportado pela abertura feita no segmento G (Figura 6-c e Figura 6-d), que
apos a passagem tem suas fitas religadas (Figura 6-e). O segmento T € liberado
da enzima por uma abertura transitéria na GyrA. Com o religamento das fitas do
DNA clivado, duas super hélices negativas sdo introduzidas. O retorno da enzima
a sua conformacao original, é feita pela hidrolise da molécula de ATP (ROCA &
WANG, 1992; SMITH & MAXWELL, 1998). Como a DNA girase € encontrada
somente nos organismos procariotos, € indiscutivel sua importancia como alvo de

agentes antimicrobianos.
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Figura 6 - Mecanismo de acdo da DNA Girase.

a
DNA enrola na enzima
em uma hélice positiva
b
A enzima promove a
quebra da dupla fita
do DNA
c
Passagem do segmento T
d através da abertura
produzida no segmento G
e

A enzima lacra a abertura ( resulta
em duas super-hélices negativas)

Fonte: Marchetto (2006).
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1.1.2. Topoisomerase IV

Em 1990, Kato e colaboradores descobriram uma enzima homéloga a DNA
girase, denominada topoisomerase I|V. Foi descoberta em mutantes de
Escherichia coli, os quais séo incapazes de segregar cromossomos em células
filhas (KATO et al.,1990). Como a DNA girase, a topoisomerase IV possui quatro
subunidades. A proteina codificada pelo gene parC é homodloga a subunidade
GyrA e a proteina codificada por parE € homologa a subunidade GyrB da DNA
girase também e capaz de promover a quebra momentanea das duas fitas do
DNA, sendo encaixada no grupo das topoisomerases do tipo IIA. No entanto,
estas enzimas se diferenciam em um aspecto fundamental: DNA girase liga o
DNA ao redor de si mesma, a topoisomerase IV ndo é capaz de ligar o DNA em
torno de si mesma e promover o superenovelamento (PENG et al.,1993).

Esta diferencga entre as enzimas favorece a atividade de desencadeamento
do DNA apoés a replicagdo, enquanto a DNA girase possui maior atividade no
relaxamento e superenovelamento do DNA.

Estudos sugeriram que o desencadeamento do DNA era feito pela DNA
girase (STECK et al, 1984), mas isso foi antes do conhecimento da
topoisomerase IV. Com o descobrimento da topoisomerase IV e sua atividade de
desencadeamento e que era incapaz de superenovelar o DNA, acreditou-se que a
topoisomerase IV desencadeava o DNA enquanto a DNA girase promovia a
remocado dos supenovelamentos que se acumulavam durante a replicacdo do
DNA na fase de alongamento (LEVINE et al.,1988).

Sabe-se que a DNA girase é capaz de promover o relaxamento do DNA,
porém, acredita-se que a topo IV também pode funcionar para remover o
superenovelamento que ocorre na frente da forquilha de replicacédo, de modo que
essas duas topoisomerases tipo Il podem compartilhar o trabalho de alongamento
da cadeia de DNA (KHODURSKY et al., 2000).

Alguns compostos sdo capazes de inibir a acdo das topoisomerases
bacterianas, como por exemplo, as cumarinas e quinolonas (MAXWELL, 1992,
1993 e 1997). Além destes, algumas proteinas produzidas por microrganismos,
como a toxina CcdB e ParE, também s&o capazes de inibir a acdo dessas

enzimas, porém, muito ainda deve ser estudado.
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1.1.3. DNA Topoisomerase | humana

A topoisomerase | (topo |) é uma enzima de 765 aminoacidos (91 kDa) que
catalisa o relaxamento do DNA superenovelado negativo e positivo em uma
reacdo que ndo depende de energia-cofatores ou cations divalentes
(CHAMPOUX,1990)

A atividade desta enzima foi descrita por J.C.Wang em 1971 (KELLNER et
al, 2000) como sendo uma proteina monomérica que tem como func¢éo relaxar o
DNA de plasmideo superenovelado e é importante destacar que ndo é uma
proteina dependente de ATP.

As topoisomerases do tipo | sdo divididas em duas subfamilias baseado na
sequéncia do mecanismo das rea¢des (WANG, 1996). A primeira subfamilia (IA) é
caracterizada pela ligacado covalente da enzima na porgédo 5’ terminal da quebra
da fita no intermediario. Os membros da segunda subfamilia (IB) se ligam na
porcao 3’ terminal da quebra. O protétipo da subfamilia IB, topoisomerase |
humana, catalisa a interconversao da dupla fita do DNA pelo corte de uma das
fitas do DNA permitindo a rotacdo de uma regido da dupla fita relativamente a
outra regido (STEWARTT et al.,1998). A quebra com um corte em uma das fitas
do DNA, apés a ligacdo covalente da enzima com o fragmento final 3’ do
esqueleto fosfodiéster do DNA, forma o chamado complexo de quebra.
Subsequentemente, a fita cortada pode girar sobre a fita intacta, resultando no
relaxamento do DNA. A Ultima etapa do ciclo catalitico é a religacdo do DNA e
posteriormente o desligamento da enzima (CHAMPOUX, 1990). A enzima catalisa
reversivelmente a quebra e religacdo fosfodiéster do DNA via duas reacgfes
sucessivas de transesterificacdo (WANG, 1994; BERGER et al, 1996). Na Figura
7, em (a) tem-se a geracdo do DNA superenovelado pela replicacdo do DNA. O
desenrolamento da dupla fita de DNA efetuado por complexos macromoleculares
prossegue ao longo do DNA sem girar livremente ao redor da dupla fita que
também € incapaz de girar livremente devido ao seu tamanho ou ligacdo a
regides da matriz nuclear, gerando entdo o superenovelamento positivo na frente
do segmento desenrolado e o superenovelamento negativo por tras. Em (b) a
introducéo da quebra de uma das fitas do DNA pela topoisomerase | fornece
pontos de giro que possibilitam a rotacdo da fita de DNA intacta ao redor da

guebra e facilita o relaxamento do DNA. Em (c) Primeiramente ocorre a reacéo de
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transesterificacdo pela qual a tirosina catalitica torna-se ligada a terminacao 3’ do
DNA (corte da fita). Em seguida a tensdo da tor¢gdo resultante do
superenovelamento do DNA leva ao giro da terminagéo 5’ da fita de DNA cortada
ao redor da fita intacta. A topoisomerase | circula o giro do DNA cortado e atrasa
esta rotacdo. Este processo € chamado de rotacdo controlada. Finalmente a
terminacdo 5 do DNA cortado é realinhada com a correspondente terminacao 3’
que permite a religacdo do DNA (passo final da reacdo de corte). Em (d) Os
complexos de dissociacdo da topoisomerase | podem ser estabilizados sob trés
condi¢cdes: 1) drogas como a campotensina; 2) lesées no DNA que desalinham a
terminacédo 5 do DNA cortado e 3) por modificagbes no DNA ou topo | que

ocorrem durante a morte celular programada (apoptose) (POMMIER, 2006).

Figura 7 - Mecanismo de acdo da enzima topoisomerase | humana.
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Na Figura 8 o0 esquema mostra 0 mecanismo da

reacdo de

transesterificacdo, a qual permite a quebra da fita de DNA.

Figura 8 - Reacdo de transesterificacdo catalisada pela topoisomerase I.
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1.1.4. Topoisomerase Il humana

A atividade desta enzima foi descrita por Gellert e colaboradores em 1976
(KELLNER et al,2000). Em mamiferos, sdo conhecidas duas isoenzimas, a
topoisomerase ll-a e 3, com genes localizados em cromossomos diferentes.

Diferentemente da topoisomerase |, a topoisomerase Il é dependente de
ATP para cortar ambas as fitas do DNA e ligar-se covalentemente ao fragmento
terminal 5 do DNA. A acdo catalitica inicia-se com um corte no DNA, etapa
independente de ATP, e subsequente ligagdo covalente com o fragmento 5
(FORTUNE & OSHEROFF, 1998). A quebra da dupla fita ocorre devido as pontes
dissulfeto com o dimero da topoisomerase Il (complexo de quebra). Ocorre
hidrolise do ATP e a fita dupla do DNA cortado é religada e o dimero da
topoisomerase |l se liberta do DNA. Esse desligamento resulta na translocacao do
cromossomo (KELLNER et al, 2000).

A atividade da topoisomerase Il ocorre na presenca do DNA em espiral
durante as etapas de replicacéo e transcricdo, e quando a forma do DNA € linear,
esta é essencial na condensacdo cromossémica e na segregacdo. Por estas
razbes a topoisomerase |l é altamente expressa durante as fases S, G2 e M do
ciclo celular (CHEN & LIU, 1994; VALKOV & SULLIVAN, 2003).

A fase ou periodo S (sintético) acontece na interfase do ciclo celular, esta
entre 0 G1 e G2 (as células que se apresentam em G1, passam por periodos de
crescimento, diferenciacao e producdo de substancias, como proteinas).

Durante o periodo sintético a célula realiza a duplicacdo de seu material
genético, o DNA. Ao final desta etapa, a célula contara com seu DNA duplicado e
passara entdo para a fase seguinte, G2. A fase G2 se caracteriza pela producao
de substancias que irdo contribuir para a formacado das duas novas celulas que

serdo formadas, assim, todas as organelas devem ser duplicadas.

1.2.A Toxina Natural CcdB

O agente natural CcdB € uma proteina de 11,7 kDa, composta por uma
sequéncia de 101 residuos de aminoacidos, relatado por Loris e colaboradores
em 1999. Esta proteina € codificada pelo locus ccd do Plasmideo F, o qual é um

fator de conjugacdo bacteriana, amplamente estudado em Escherichia coli.
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Apesar de estar presente em pequeno numero nas células, este fator de
conjugacao é conservado nas linhagens bacterianas, pois, além de possuir um
sistema que permite sua distribuicdo entre as células filhas durante a divisdo
celular, também codifica sistemas de morte celular programada que favorecem as
células que o contém causando a morte daquelas que ndo o receberam durante a
divisao celular (OGURA & HIRAGA, 1983; MIKI et al., 1984, JAFFE et al., 1985).

Os sistemas toxina-antitoxina (TA) codificam um sistema que consiste em
uma toxina que é estavel e uma antitoxina que neutraliza os seus efeitos, porém
esta antitoxina é susceptivel a degradacéo de proteases especificas. Para que os
efeitos toxicos da toxina sejam evitados, a antitoxina é produzida continuamente.
Os plasmideos tém mostrado uma grande variedade para codificar mecanismos
reguladores que auxiliam na manutencéo do crescimento celular, estabilizando-o.
Sistemas TA foram inicialmente descobertos como mecanismo de manutencéo de
plasmideo pela morte das células filhas bacterianas que ndo receberam o
plasmideo na divisdo celular, processo este denominado morte pés-segregacional
(PSK). Nas células que contém o plasmideo, tanto a toxina quanto a antitoxina
sao sintetizadas.

Existem varios tipos de sistema toxina-antitoxina, os sistemas variam do
tipo | ao tipo V (BARBOSA et al., 2014). Em um desses sistemas (tipo 1l), o CcdB
age como uma toxina e o CcdA, uma proteina de 8,7 kDa, como a antitoxina
(Figura 9). Na auséncia do CcdA, o CcdB pode matar a bactéria através de um
mecanismo no qual a enzima DNA girase esta envolvida.

A acdo do CcdB sobre a DNA girase foi identificada inicialmente por
Bernard e Couturier (1992), que descreveram o isolamento, o mapeamento, o
sequenciamento e as propriedades das bactérias mutantes resistentes a atividade
citotoxica do CcdB.

A acao toxica do CcdB provoca a morte celular através de um processo
gue converte a DNA girase em um agente citotoxico. Interferindo na atuacéo da
enzima, o CcdB induz a clivagem do DNA via DNA girase, ligando-se ao
complexo DNA/enzima e estabilizando-o, o que além de gerar uma lesdo no DNA,
blogueia a transcricdo pela T7 RNA polimerase (CRITCHLOW et al., 1997).
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Figura 9 - Aminoé&cidos que compdem a toxina CcdB e a antitoxina CcdA.

MQFKVYTYKRESRYRLFVDVQSDIIDTPGRRMVIPLASARLLSDKVSRELYPVV
HIGDESWRMMTTDMASVPVSVIGEEVADLSHRENDIKNAINLMFWGI
CcdB

MKQRITVTVDSDSYQLLKAYDVNISGLVSTTMQNEARRLRAERWKAENQEGM
AEVARFIEMNGS FADENRDW
CcdA

Fonte: Garrido (2007).

1.2.1. Anélogos da Toxina Natural CcdB

Em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa (TROVATTI,
2006; GARRIDO, 2007) foram desenhados dois analogos peptidicos (CcdBET-2 e
CcdBSG-2), baseados na estrutura primaria da toxina CcdB a partir de dois
fragmentos da sequéncia proteica, um incluindo a dobra lateral e outra incluindo
uma folha-B na posicdo N-terminal, somados a sequéncia localizada entre os
residuos de Ser84 até lle101, a unica regido em a-hélice da estrutura do CcdB
(Figura 10).

Ensaios realizados com estes peptideos mostraram atividade inibitéria de
ambos sobre as reacdes de superenovelamento da DNA girase e de relaxamento
da topoisomerase IV.

No entanto, algumas caracteristicas particulares dos peptideos tais como
solubilidade, tamanho, presenca de carga efetiva, alta complexidade estrutural,
dentre outras, acaba influenciando de maneira negativa a aplicacdo dessas
estruturas para fins terapéuticos.

Sendo assim, estudos mais aprofundados envolvendo estes peptideos
seriam necessarios para possibilitar, de fato, a eficacia terapéutica e
especificidade dessas moléculas a seus alvos celulares.

Dentre os alvos efetivos para acdo dos peptideos, é possivel identificar
uma vasta variedade de componentes celulares, organelas especificas, tecidos e
orgaos, podendo variar conforme as diferentes aplicacdes destas moléculas. No
entanto, cada um desses alvos esta localizado em ambientes distintos, podendo

estar tanto no interior de uma célula (caso especifico das enzimas alvo DNA
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girase e topoisomerase V) ou, até mesmo nos tecidos de um 6rgéao especifico do

corpo.

Figura 10 - Em (A): Representacao esquematica da estrutura proteica do CcdB. (B):
Estruturas primarias dos peptideos CcdBET-2 e CcdBSG-2. (Z = ge-amino hexandico).

A)

Ile-101

B)

"MQFKVYTYK’-Z-**RLLSDKVSREL™’-Z-**SHRENDIKNAINLMFWGI ™!
CcdBET-2

'MQFKVYTYK’-Z-**MTTDMACVPV"*-Z-**SHRENDIKNAINLMFWGI ™"
CcdBSG-2

Fontes: Trovatti et al. (2008) (A); Adaptado de Garrido (2007) (B).

Testes in vivo com os peptideos CcdbET-2 e CcdBSG-2 demonstraram a
incapacidade de inibicdo do crescimento celular bacteriano. Este fato pode ser
atribuido a dificuldade que estas moléculas apresentam na translocacao atraves
da membrana celular bacteriana, para que 0s mesmos possam atingir seus alvos
efetivos. Dessa maneira, com a crescente descoberta de moléculas peptidicas
biologicamente ativas, existe também uma maior necessidade no
desenvolvimento de técnicas cada vez mais avancadas e especificas de
administracdo dessas substancias, para que as mesmas possam atingir
efetivamente seus respectivos alvos com maior eficiéncia e rendimento,

desenvolvendo rapidamente uma resposta biolégica esperada.
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1.3.Sistemas de liberacéo controlada de farmacos

Em meados da década de 1960, ocorreram as primeiras tentativas de
obtencdo de um sistema, baseado em vesiculas de nylon, capaz de transportar
biomoléculas (CHANG, 1964). Entretanto, essa tentativa fracassou, uma vez que
esse material artificial se acumula no organismo.

Durante a década de 60, o termo lipossoma foi utilizado por Alec Bangham
para descrever as estruturas de bicamadas multilamelares formadas pela adi¢édo
de excesso de agua a fosfolipideos secos (BANGHAM et al.,, 1972). Em 1971,
Gregory Gregoriadis e colaboradores propuseram pela primeira vez, a utilizagao
dos lipossomas como sistema transportador de farmacos, mantendo desde entédo
um papel preponderante no desenvolvimento desta area.

As vesiculas podem ser preparadas a partir de misturas lipidicas naturais
extraidas e purificadas, ou a partir de lipideos sintéticos, disponiveis
comercialmente. Segundo New (1990), os fosfolipideos mais utilizados na
construcdo de modelos de membranas sdo as moléculas de fosfatidilcolina,
provavelmente em razdo de sua carga neutra, inércia quimica e similaridade com
as membranas biologicas. A fosfatidilcolina, conhecida também como lecitina,
pode ser derivada de fontes naturais e sintéticas, podendo ser obtida a partir da
gema dos ovos e graos de soja.

Diferentes tipos de lipidios como estearilamina, colesterol e polietilenoglicol
(PEG) podem gerar carga e estabilidade a vesicula e, consequentemente,
proporcionar maior adesao e interacao da vesicula com a membrana celular.

Assim, o uso de fosfolipidios na composicdo tem por finalidade dar a
particula uma semelhanca estrutural com a membrana celular, conferindo
caracteristicas como fluidez e maior interagdo devido a semelhanca estrutural
com componentes da membrana celular bacteriana. Ja o uso de colesterol e PEG,
além de conferir auséncia de carga a particula, visa dar maior rigidez e resisténcia
a vesicula, podendo melhorar a encapsulacédo do farmaco na vesicula, bem como
aumentar sua biodisponibilidade (DRULIS-KAWA & DOROTKIEWICZ-JACH,
2010).

Devido a natureza dos componentes usados em sua preparacao,

lipossomas sao considerados vesiculas biocompativeis e podem proporcionar
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reducado da toxicidade inerente ao farmaco, como também aumento da eficacia da
substancia ativa (VEMURIS & RHODES, 1995; OLIVEIRA et al., 1997).

Os lipossomas podem ser definidos como associagfes coloidais de lipideos
anfipaticos, que se organizam espontaneamente em estruturas fechadas do tipo
“concha esférica”. Os lipossomas (Figura 11) podem ser classificados em termos
de tamanho, niumero de lamelas (e sua posicao relativa), constituicao lipidica (o
gue também condiciona a sua carga), estabilidade e modo de preparacdo
(LICHTENBERG & BARENHOLZ, 1988). Devido a sua estrutura variavel,
relacionada ao tamanho, composicao, carga superficial e fluidez da bicamada, os
lipossomas séo capazes de encapsular compostos polares e apolares.

Substéncias hidrofilicas podem ser encapsuladas no compartimento
aquoso, engquanto que substancias lipofilicas podem ser incorporadas na
bicamada lipidica (LOPES & OLIVEIRA, 2000).

Figura 11 - Representacdo esquematica de lipossomas. Em (A) modelo de lipossomas
unilamelar e multilamelar. Em (B) mostrando a base de sua classificacdo em termos de
tamanho, numero de lamelas e sua posicao relativa.

A B

()
)
LUV
MLY

Fontes: Chorilli (2004) (A); Adaptado de Santos e Castanho (2002) (B).

Alguns estudos clinicos utilizando combinacbes de ciprofloxacina com
lipossomas mostraram resposta depois de 14 dias de tratamento contra
osteomielite causada por Staphylococcus aureus (KADRY et al.,, 2004). Outro
estudo mostra resultados da combinacdo dos mesmos farmacos na inibicdo de
crescimento de in vivo de Salmonella thyphimurium, que é uma espécie

bacteriana resistente a vancomicina (WEBB et al., 1998).
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Nesse sentido, torna-se promissora a utilizacdo de lipossomas para
promover o transporte de peptideos com potencial antimicrobiano para o interior
das células bacterianas. Por ser um tipo de particula de composicdo muito
proxima a de uma membrana bacteriana, pode-se especular quanto a
possibilidade de contornar as dificuldades encontradas nas tentativas frustradas
com a administracdo dos peptideos na sua forma livre em solugcédo, onde foi

possivel observar sua incapacidade de permeacédo através das mesmas.

1.4.Ensaios de viabilidade Celular

Os testes de viabilidade celular sdo indicados para avaliar a acao de
substancias em qualquer organismo que contribua para um processo infeccioso
gue justifigue o uso de um antimicrobiano. Ao utilizar esse tipo de ensaio, é
possivel verificar a sensibilidade do microrganismo frente ao composto ministrado,
neste caso, aos analogos CcdBET-2 e CcdBSG-2. Para testar a sensibilidade e
viabilidade das células bacterianas, a organizacdo americana Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI antes denominada como Nacional
Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS) sugere a metodologia de
microdiluicdo que envolve o uso de pequenos volumes de caldo colocados em
placas de microdiluicdo estéreis de fundo redondo ou conico.

A metodologia possibilita a obtengdo da concentracdo inibitoria minima
(CIM) que € a menor concentracdo de agente antimicrobiano necessaria para a
completa inibicdo do crescimento do microrganismo.

A inibicdo bacteriana pode ser medida de forma quantitativa mediante a
leitura em espectrofotbmetro. Uma estratégia que pode ser utilizada para auxiliar
nesta leitura é a adicdo do reagente resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-
10-6xido). Este reagente, de cor azul, € oxidado a resofurina de coloracdo
vermelha, na presenca de células viaveis.

Outra técnica utilizada para testar a sensibilidade de microrganismos, € a
de diluicho em agar, onde o composto antimicrobiano € incorporado ao agar,
sendo que utiliza-se placas distintas com concentracdes variadas dos compostos
teste. Os inéculos podem ser aplicados rapida e simultaneamente as superficies
de agar usando um aparelho de replicacdo de in6culo. O inGculo pode ser

preparado de uma forma padrdo para a realizacdo do teste, portanto, deve-se
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cultivar o microrganismo até uma turbidez equivalente a 0,5 da escala de
McFarland, isto significa que ha aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras
de colbnias (UFC/mL).

A CIM é registrada descartando qualquer coldnia Unica ou turvacgao leve
causada pelo inoculo. Se duas ou mais colénias persistirem em concentracées do
composto além do ponto final 6ébvio, ou se ndo houver crescimento em
concentracfes mais baixas, e sim em concentracdes mais altas, serd necessario
verificar a pureza da cultura e, possivelmente, repetir o teste.

As técnicas acima descritas sdo amplamente empregadas para testes de
viabilidade celular, no entanto, em casos onde se utiliza sistemas lipossomais, 0s
lipideos utilizados para a confeccdo de vesiculas podem interferir nos resultados
de leitura das absorbancias. Além disso, o tamanho da particula inviabiliza o
processo da técnica de diluicdo em agar.

Uma técnica alternativa € a medida da viabilidade celular utilizando o
reagente MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Este
€ um ensaio colorimétrico, assim como a resazurina, porém, se baseia na
clivagem do sal amarelo tetrazdlio (membrana permeavel) para cristais de
formazan azuis / parpura por células metabolicamente ativas.

Os cristais de formazan formados durante o processo podem ser
guantificados espectrofotometricamente por dissolucdo em um solvente orgéanico,
e a concentracdo € diretamente proporcional ao numero de células
metabolicamente ativas na cultura (GABRIELSON et al, 2002; RAHMAN et
al.,2004; STENTELAIRE et al., 2001; TUNNEY et al.,, 2004). Dimetilsulfoxido
(DMSO) é considerado um dos solventes mais adequados para dissolugéo,
devido a sua elevada eficiéncia de solubilizacdo e baixa volatilidade
(CARMICHAEL et al, 1987; MORGAN, 1998).
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho é estudar a relacdo da composi¢cdo quimica
de lipossomas com a eficiéncia de encapsulacdo de miméticos peptidicos de
CcdB de diferentes caracteristicas, bem como a eficiéncia do transporte dos

mesmos ao interior das células.

Para isso os seguintes itens foram propostos como objetivos especificos
para a realizacdo desta pesquisa:

1) Sintetizar, purificar e caracterizar os analogos peptidicos de CcdB
denominados CcdBSG-2 e CcdBET-2 utilizando a técnica de sintese de peptideos

em fase solida;
2) Marcar os peptideos com marcador fluorescente (carboxifluoresceina)

3) Associar os peptideos propostos em lipossomas do tipo SUV de 100 nm

de diametro preparados pelo método de extrusdo/evaporacgao;

4) Avaliar a citotoxicidade dos peptideos sintetizados através de ensaios

hemoliticos e ensaios de inibicdo da atividade de DNA topoisomerases humanas;

5) Estudar a atividade de inibicdo de crescimento microbiano alcangcadas

por estes sistemas lipossomas-peptideos.
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3. Material e Métodos
3.1.Material
3.1.1. Reagentes gerais e solventes

- Resina (suporte polimérico): Fmoc-lle-Wang com grau de substituicdo

inicial de 0,69 mmol/g da marca Novabiochem®.,

- Aminoacidos protegidos: todos os aminoacidos utilizados neste trabalho
apresentavam a extremidade amino-terminal protegida com o grupo base-labil

Fmoc. Esses aminoacidos foram adquiridos da Novabiochem® ou AAPPTec®.

- Os agentes de condensacdo utilizados na sintese dos diferentes
analogos, N-Hidroxibenzotriazol (HOBt) e N,N’-Diisopropilcarbodiimida (DIC),
foram adquiridos da Novabiochem® e Fluka®, respectivamente.

- Como reagente de desprotecao do grupo Fmoc, foi utilizada uma solucao

20% (v/v) de piperidina, da marca Merck®, em DMF.

- O reagente utilizado para a clivagem acida final foi o acido trifluoracético
(TFA), adquirido da Fluka®.

- Etanoditiol (EDT), tioanisol e fenol, substancias responsaveis pela captura
de espécies responsaveis por alquilacdo eletrofilica e liberadas no meio reacional
durante o processo de clivagem &acida, foram adquiridos da Sigma® e Acros®,

respectivamente.

- Os eluentes cromatograficos utilizados foram acetonitrila da marca
Mallinchrodt® e agua ultrapura, obtida através do sistema de filtracdo Barnstead,

equipado com cartuchos para retencao de sais e de compostos organicos.

- Os lipideos utilizados para a sintese de lipossomas foram adquiridos da

Merck® e da AvantiPolar®.

- Demais reagentes e solventes como acido acético glacial, anidrido
acético, diclorometano (DCM), diisopropiletiiamina (DIEA), dimetilformamida
(DMF), hexafluoroisopropanol e N-metilpirrolidona (NMP), foram adquiridos da
Merck®, Aldrich®, Mallinchrodt®, Baker® e Fluka®.
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3.1.2. Equipamentos

- Sistema de Cromatografia liquida em modo analitico: Cromatografo
Shimadzu LC-10A/C-47A equipado com uma coluna de fase reversa Jupiter
Phenomenex C18 (150 x 4,6mm; 5 ym; 300 A. O aparelho possui trés bombas LC
10AT, injetor automatico SIL 10AF e detectores de UV SPD 10A e fluorescéncia
RF 10A.

- Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em modo
semi-preparativo: cromatografo Beckman System Gold, equipado com coluna de
fase reversa Phenomenex Jupiter C18 (250 x 10mm; 5um; 300 A). O equipamento
€ composto por duas bombas modelo 116 e detector UV/Visivel, conectado a um

registrador 112 da Amersham Biosciences.

- Espectrofluorimetro Varian modelo Cary Eclipse, interfaciado em
microcomputador Dell, controlado pelo software Cary Eclipse, para aquisicdo e

manipulagéo de dados;

- LC/ESI-MS constituido por um UFLC Shimadzu composto por duas
bombas LC 20AD, detector "UV-visivel' modelo SPD 20A, injetor automatico
modelo SIL 20AHT e um espectrémetro de massas Bruker modelo Amazon SL. O

sistema é controlado por uma Workstation empregando o Software LC-Solution.

- Eletroforese: sistema de eletroforese GNA 100, equipado com fonte
Pharmacia Biotech modelo EPS 301.

- Fotodocumentador Alpha Imager EP system da Alpha Innotech.

- Equipamento para avaliar espalhamento de luz dindmico (DSL, Zetasizer
Nano NS, Malvern Instruments, Malvern, UK) — fonte de laser He-Ne 4,0 mW, 633

nm.

- Outros equipamentos como banho termostatizado, estufa, centrifuga,
autoclave, camera fotogréfica, transiluminador de luz ultravioleta, micropipetas e

vidrarias comuns de laboratério.
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3.1.3. Material biolégico

As enzimas bacterianas (DNA girase e Topoisomerase IV) e humanas
(topoisomerase la e topoisomerase lla), todas preparadas a partir de linhagens
superprodutoras, foram adquiridas comercialmente da Inspirallis®, e foi fornecida

com 0s seguintes tampoes:

- DNA qgirase:

Tampao de diluigdo: Tris.HCI 50 mmol.L*; KCI 100 mmol.L; Ditiotreitol 2 mmol.L
1 EDTA 1 mmol.L?; Glicerol 50% (m/v); pH = 7,5

Tampédo de ensaio (concentrado 5x): Tris. HCl 35 mmol.Lt; KCI 2,4 mmol.L?;
MgCI2 4 mmol.L%; Ditiotreitol I, mmol.Lt; Espermidina 1, mmol.L*; ATP 1 mmol.L-
1. Glicerol 6,5% (m/v); Albumina 0,1 mg/mL; pH = 7,5.

- Topoisomerase |V

Tampéo de diluicdo: HEPES-KOH 50 mmol.LY; glutamato de potassio 100
mmol.L?; Ditiotreitol 1 mM; EDTA 1 mM; Glicerol 40% (v/v); pH = 7,6

Tampéao de ensaio (concentrado 5x): HEPES-KOH 50 mM; glutamato de potassio
100 mmol.L!; acetato de magnésio 10 mmol.L?; Ditiotreitol 10 mmol.Lt; ATP 1

mmol.L%; Albumina 50 yg/mL; pH = 7,6.

- Topoisomerase la:

Tampao de diluicdo: Tris. HCL 10 mmol.L (pH 7,5); 1mM DTT; 1 mmol.L"! EDTA,;
100 mmol.L"* NaCl; glicerol 50% (v/v);100 pg/ml albumina.

Tampdo de ensaio: (10X concentrado) Tris. HCL 20 mmol.Lt (pH7.5); 200
mmol.L-*NaCl; 0,25 mmol.L* EDTA; 5% glicerol; 50 pg/mL albumina.

- Topoisomerase lla:

Tampéo de diluicdo: Tris. HCL (pH 7,5) 50mM; 100 mmol.L* NaCl, 1mM DTT; 0,5
mmol.L"* EDTA,; glicerol 50% (v/v); 50 pg/mL albumina.
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Tampédo de ensaio: (10X concentrado) Tris. HCL 50 mmol.Lt (pH 7,5); 125
mmol.L-* NaCl; 10 mmol.Lt MgClz; 5 mM DTT; 100 pg/mL albumina; ATP 1

mmol.L?

- As linhagens bacterianas utilizadas nos ensaios microbiologicos foram
Staphylococcus Aureus (ATCC 14458 - Lote: 1007005) e Escherichia coli (EHEC)
(ATCC 43895 — Lote: 0507171). O meio de crescimento utilizado foi Mueller
Hinton 22 g/L (Biolog — MHB 10608) e agar bacteriolégico 15 g/L (Acumedia).
Para o controle negativo de crescimento bacteriano, utilizou-se o antibiotico
novobiocina 100 uM (Sigma- Aldrich - N1628) e Ciprofloxacin Hydrochloride 100
UM (Sigma-Aldrich — Lote: P500044).

3.2.Métodos
3.2.1. Sintese de Peptideos

As sequéncias peptidicas dos analogos CcdBET-2 e CcdBSG-2 (Figura
10B) foram sintetizadas manualmente pelo método de sintese em fase soélida
(STEWART & YOUNG, 1984; LLOYD-WILLIAMS & ALBERICIO; GLIRALT, 1997;
AMBLARD et al.,, 2005) de acordo com o protocolo padrdo que emprega o
grupamento 9-fluorenilmetiloxicarbonil (F-moc) como protetor base-labil dos a-
amino grupos, e derivados t-butilicos (t-bu) para protecdo das cadeias laterais dos
residuos de aminoécidos trifuncionais. A resina de partida foi uma resina de Wang
com grau de substituicdo inicial de 0,69 mmol/g, jA contendo o primeiro
aminoacido comum nos dois peptideos (isoleucina - lle) previamente incorporado.
Durante o0s acoplamentos dos aminoacidos subsequentes, utilizou-se
Diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) como agentes de
condensacéao. Na etapa de acoplamento de cada aminoacido, foi empregado um
excesso molar de 3 vezes, em relacdo a quantidade inicial de resina, tanto para
Fmoc-aminoacidos quanto para os agentes de condensacdo, aplicando-se
inicialmente como solvente, uma mistura de diclorometano/dimetilformamida
(DCM/DMF 1:1, viv), por um periodo de 2 horas, em média. A desprotecdo dos
grupos a-amino (remocao do grupo base labil Fmoc), apés o acoplamento de

cada aminoacido, foi realizada empregando-se uma solucdo 20% de piperidina
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em DMF. Na Figura 12 esta representado um esquema resumido do protocolo de

sintese de peptideo em fase solida (SPFS).

Figura 12 - Protocolo utilizado para Sintese de Peptideo em Fase Soélida (SPFS).

INiCIO
2 X DMF -+
1 x 20% piperidina em DMF ]r DESPROTECAD
1 x 20% piperidina em DMF por 20 min. || wrireaipacin
2 X DMF
1 XDCM
1 X DMF
2XDCM
®  2x Eq. de Fmoc-aa + DIC/HOBt
em DCM/DMF (1:1, v/v) ACOPLAMENTO
[duracdo 1 a 2 horas]
1 X DMF
2XDCM
1 X DMF
1 XDCM PROXIMO CICLO
Teste de Ninidrina Negativo
Positivo
REACOPLAMENTO I

Fonte: Adaptado de Lorenzén (2011).

A eficiéncia das etapas de acoplamento de cada aminoacido foi monitorada
pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando positivo (Figura 13),
indicando a presenca de a-amino grupos livres, o processo foi repetido com 50%
da quantidade inicial dos reagentes. Acetilacdo, quando necessaria, foi feita com
anidrido acético e Diisopropiletilamina (DIEA) (10 equivalentes cada) em DMF, por

30 minutos.
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Figura 13 - Reagdo dos aminos grupos livres dos aminoacidos com a ninidrina,
produzindo um composto de coloragdo azul-violacea.

0 A R0

Ninidrina a-aminoécido Pirpura de Rubemann

COz

Fonte: Adaptado de Garcia (2010).

Prevendo a necessidade de avaliacdo da capacidade de transporte dos
analogos peptidicos CcdBET-2 e CcdBSG-2 promovida pelo sistema de liberacédo
a ser utilizado neste trabalho (lipossomas), optou-se por adicionar a cada um
desses peptideos, uma sonda fluorescente na extremidade carboxila terminal.
Para esta finalidade, utilizou-se o composto carboxifluoresceina (CF) (Figura 14),
o qual foi acoplado aos residuos de metionina (M) utilizando as mesmas
condi¢bes de acoplamento de um aminoacido descritas anteriormente (Figura
15).

Figura 14 - Estrutura da molécula de 5 (6) — Carboxifluoresceina acoplada na
extremidade amino terminal dos analogos peptidicos

O

O

—

HO & /

HO I I OH

Fonte: Sigma Aldrich disponivel em: —
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/21877?lang=pt&region=BR
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Figura 15 - Estrutura primaria dos peptideos com carboxifluoresceina (CF).

CF-'MQFKVYTYK®-Z-**RLLSDKVSREL®"-Z-*SHRENDIKNAINLMFWG| """
CcdBET-2-CF

CF-"MQFKVYTYK®-Z-%*MTTDMACVPV™-Z-#*SHRENDIKNAINLMFWG| "'
CcdBSG-2-CF

Fonte: Adaptado de Garrido (2007).

A clivagem final dos peptideos das respectivas resinas e a desprotecédo dos
grupos protetores das cadeias laterais foi efetuada pelo tratamento das
respectivas peptidil-resinas com uma solugcédo de clivagem contendo TFA (94%),
agua deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS (1%), a 25°C por 3 horas em agitacéo
branda. Para cada 100 mg de resina, 1,5 mL de solucao foi preparada. ApGs o
periodo de 3 horas, foi adicionado éter etilico gelado ao conteudo do frasco e
observado a formacdo de um precipitado branco (peptideo bruto). A mistura foi
agitada manualmente e transferida para tubos tipo "falcon" de centrifuga de 15 mL
de capacidade volumétrica, sendo submetidos a centrifugacdo por 15 minutos a
10.000 rpm. Apoés o periodo o sobrenadante foi descartado em frasco precaucao.
O processo de lavagem com éter foi repetido mais 3 vezes. ApGs as lavagens, o
precipitado secou em sistema vacuo por cerca de 4-6 horas com as tampas
semiabertas para evaporacdo do excesso de solventes organicos. Apés a
secagem a vacuo, o peptideo foi extraido utilizando cerca de 100 mL de solugéo
aquosa contendo 10% de acetonitrila (v:v).

3.2.2. Purificacéo dos peptideos sintetizados

A purificacdo dos peptideos foi feita por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) utilizando as seguintes escalas e condi¢cdes cromatograficas:

- Escala Analitica

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em modo
analitico em um cromatégrafo Shimadzu LC-10A/C-47A, empregando uma coluna
de fase reversa Jupiter Phenomenex C18 (15 x 4,6 mm; 5 uym; 300 A), com um
gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%

TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 mL/min e detec¢éo a 220 nm.
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Os solventes utilizados foram todos de grau cromatografico e a agua
empregada foi do tipo ultrapura.
No geral, as condi¢cbes cromatogréficas foram:

- coluna: fase reversa C18, Phenomenex Jupiter (250 x 4,6 mm); diametro
da particula = 5 uym; porosidade 300A.
- solventes: A) Agua contendo 0,045% de TFA
B) Acetonitrila contendo 0,036% de TFA
- gradiente: de 5 a 95% de B em 30 minutos
- fluxo: 1,0 mL/minuto

- comprimento de onda do detector: 220 nm

- Escala Semipreparativa

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, em escala semipreparativa, foi
efetuada em um aparelho Beckman System Gold e Shimadzu LC-20AT. Os
solventes utilizados foram todos de grau cromatografico e a 4gua empregada foi
do tipo ultrapura.

No geral, as condi¢cdes cromatogréaficas foram:

- coluna: fase reversa C18, Jupiter Phenomenex (250 x 10 mm); diametro
da particula = 15 um; porosidade 300 A
- solventes: A) Agua contendo 0,045% de TFA
B) Acetonitrila contendo 0,036% de TFA
- gradiente: de 20 a 50% de B em 120 minutos
- fluxo: 4mL/minuto

- comprimento de onda do detector: 220 nm

ApoOs o procedimento de purificacdo dos peptideos, a caracterizacdo das
moléculas foi feita por meio de espectrometria de massas. As andlises foram
realizadas em modo de eletrospray positivo por injecao direta das amostras dos
peptideos puros em um espectrometro de massas do tipo lon Trap Amazon SL,
da marca Brucker. Os valores de massa molecular experimental foram
comparados com o0s valores tedéricos calculados previamente para cada um dos

peptideos.
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3.2.3. Ensaio enzimatico

Os estudos para avaliacdo da inibicdo da atividade de superenovelamento
do DNA promovido pela DNA girase e relaxamento do DNA promovido pela
enzima topoisomerase 1V, ambas as enzimas bacterianas, além de avaliagdo da
inibicdo da atividade de relaxamento do DNA promovido pelas enzimas de origem
humana topoisomerase la e topoisomerase lla, foram realizados de acordo com o
protocolo abaixo:

Uma unidade (U) de cada enzima foi incubada com 0,5 ug de plasmideo
pBR322 relaxado ou superenovelado, dependendo da atividade especifica de
cada enzima. Adicionou-se também solu¢cdes dos analogos peptidicos
sintetizados, em concentracdes variadas, corrigindo com tampao de ensaio para
um volume de reacao de 30 pyL. A mistura foi entdo incubada em banho a 37 °C
por 60 minutos.

Apés o periodo, a reacéo foi interrompida pela adi¢cdo de 3 pL de SDS 2%,
seguida de encubacao durante 2 minutos a 62°C. Em seguida, foi adicionado 15
uL de STEB, em todos os tubos e, também foi adicionado 60 puL de uma mistura
de cloroférmio e &lcool isoamilico (24:1). As amostras foram centrifugadas por 3
minutos a 7000 rpm e um volume de 15 pL do sobrenadante de cada tubo foi
aplicado no gel de agarose e submetidas a tensdo constante de 60 V, a
temperatura ambiente, por 60 minutos. Ao término da corrida, o gel foi corado
durante 30 minutos em tampao de corrida, contendo brometo de etidio (50
mg/mL). O gel foi entdo examinado em transiluminador de luz ultravioleta
incidente e fotografado em um Fotodocumentador Alpha Imager EP system da

Alpha Innotech.

3.2.4. Preparacgéo de lipossomas do tipo SUV por extrusao e avaliagdo
da eficiéncia de encapsulacéao dos peptideos
Os lipossomas do tipo SUV (small unilamellar vesicles) apresentando
didmetros proximos a 100 nm foram sintetizados através da metodologia de
extrusdo-evaporacado de acordo com protocolos ja desenvolvidos pelo grupo cuja
metodologia € descrita a seguir.
Basicamente, as misturas de lipideos correspondentes a cada uma das

formulagBes de acordo com a Tabela 1, foram dissolvidas em cloroférmio em tubo
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de vidro. O solvente foi evaporado lentamente, sob fluxo de nitrogénio, para
possibilitar a formacdo de um fino filme lipidico na parede do tubo.
Posteriormente, o excesso de solvente foi eliminado sob vacuo por
aproximadamente 18 h.

Em seguida, o filme lipidico foi hidratado com tamp&o Tris HCI, 10 mM, pH
7,4 contendo os peptideos em concentracdes de 100 uM. Para os estudos de
eficiéncia de encapsulacao, foi utilizado o peptideo CcdBET-2 e CcdBSG-2.

Tabela 1 - Composicao lipidica dos lipossomas inicialmente utilizada nos estudos*.

DPPC Chol SA PEG PG
(+)Lipossoma 10 2 1 - -
(PEG)Lipossoma 10 2 - 1 -
(D)Lipossoma 10 2 - - 1
(+)Lipossoma 10 - 1 - .

sem colesterol

*Cada valor estd expresso como uma propor¢cdo molar. DPPC=dipalmitoilfosfatidilcolina
de soja; Chol=colesterol; SA=estearilamina; PEG=polietilenoglicol; PG=La-palmitoil-
glicerol

Fonte: Elaborado pela autora.

Para conseguir o desprendimento total do lipideo das paredes do tubo,
foram feitas agitagcbes suaves (manualmente), alternadas com agitacoes
vigorosas (mecanicamente em agitador tipo Vortex), obtendo desta forma uma
suspensdao de vesiculas multilamelares grandes (MLV). Para obtencédo de
vesiculas unilamelares pequenas (SUV), as MLV foram submetidas a extrusao
(40 ciclos), utilizando extrusor equipado com filtro de policarbonato com poros de
100 nm de diametro.

A quantidade de ciclos de extrusdo foi fixada a partir de protocolos
previamente desenvolvidos, onde foi feito um acompanhamento do diametro dos
lipossomas por espalhamento de luz obtido pelo equipamento Beckman Coulter
(modelo N5), sendo as amostras previamente diluidas de modo a se obter um
indice de polidispersdo adequado (entre 10* e 10°). A luz espalhada foi captada

por um fotomultiplicador posicionado a 90° do feixe de laser que aumentou o sinal
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captado e o enviou para um sistema correlator de onde os dados gerados foram
para um computador. A temperatura foi mantida a 25°C e o comprimento de onda
do laser foi de 520 nm. Nestas condi¢cdes, o tamanho médio de 100 nm dos
lipossomas foi obtido apds 30 ciclos de extrusdo, mantendo-se constante mesmo
apos 60 ciclos.

A eficiéncia de encapsulacdo do peptideo de cada uma das diferentes
formulagBes de lipossomas foi avaliada através de cromatografia liquida de média
eficiéncia (CLME) equipado com coluna Superdex™ Pepitide (Pharmacia
Biotech®), com fase mével constituida de tampéo Tris.HCI 10 mM, pH 7,4 com
fluxo de eluicdo de 0,5 mL/min. Desta forma foram coletadas fragbes contendo
lipossoma com peptideo compartimentalizado, fracdes contendo somente
peptideos livres que néo sofreram encapsulacéo e lipossomas vazios.

Apoés separacdo das fracbes, todas foram lidas em espectrofluorimetro
Varian® modelo CaryEclipse, excitadas no comprimento de onda de 290 nm com
varredura entre 300 a 500 nm, correspondente ao residuo de triptofano contido na
estrutura primaria dos peptideos estudados. Os valores de fluorescéncias obtidos
foram comparados com uma curva padrdo elaborada previamente para cada
peptideo estudado. Na elaboracdo da curva padrdo foram utilizadas diferentes
concentragdes de CcdBET-2 e CcdBSG-2, sendo elas: 100 pM, 50 pM, 25 M, 12
MM e 6,25 uM.

3.2.5. Caracterizacao fisica dos lipossomas

Para que o ensaio fosse realizado, foram preparadas solugbes de
lipossoma de todas as formulagfes, o objetivo foi verificar se apos os 40 ciclos de
extrusdo o tamanho médio das particulas realmente fica em torno de 100nm ou se
devido a encapsulacdo dos analogos CcdBET-2 e CcdBSG-2 as particulas
aumentavam de tamanho.

A andlise de distribuicdo de tamanho e determinagdo do didmetro médio
dos lipossomas foi realizada através da técnica de espalhamento dinamico de luz
(ligth scattering), a qual fornece o raio hidrodindmico de particulas coloidais,
calculado pela equacédo de Einsten-Stokes. O calculo é obtido pela equacdo de
Einsten-Stokes: D=Kt/6 nnRh, onde K é a constante de Boltzmann, t a

temperatura absoluta, n a viscosidade e Rh o raio hidrodindmico. Esta técnica
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consiste em atravessar determinada amostra com um feixe de laser, de modo que
as goticulas presentes no meio espalhem a luz. A luz espalhada é captada em
sinal que é enviado ao correlator no qual é feito o processamento dos dados, que
sdo processados em um software fornecendo os valores de didametro médio e
indice de polidispersdo (CHORILLI et al, 2007).

3.2.6. Ensaio de atividade hemolitica

Testes de atividade hemolitica dos peptideos foram realizados com o
intuito de investigar a toxicidade dos mesmos nas células eucaridticas. Para os
testes foram utilizadas hemécias de sangue humano separadas do plasma por
centrifugacéo e lavadas 3 vezes com tampdo PBS (35 mmol.L? fosfato de sédio;
0,15 mol.L! de cloreto de sédio) pH 7,4. Uma suspenséao celular a 2 % (v/v) e
diluicbes seriadas dos peptideos foram utilizadas na determinacdo da
concentracdo hemolitica que lisa 50% das hemacias (HCso) (volume final 200 pL:
100 pL da solugao diluida do peptideo e 100 pL da suspenséo celular).

Depois da incubacédo a 37°C por 1 hora, os tubos foram centrifugados a
3000 rpm por 5 minutos e aliquotas de 100 uL do sobrenadante foram pipetadas
em microplacas de 96 pocos. A absorbancia a 405 nm foi determinada para leitura
da hemoglobina total (Figura 16) utilizando leitor de microplaca (BioTek, modelo
Epoch). O valor de 100% de hemdlise foi determinado utilizando 100 pyL da
suspensao celular misturada com 100 pL de Triton X-100 1% (v/v), enquanto que
o valor de 0% de hemolise foi obtido utilizando 100 pL da suspensao celular com
100 L de tampao PBS.
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Figura 16 - Gréfico representativo da absorcéo de luz das formas oxidadas e néo
oxidadas da hemoglobina.
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Fonte: Matos, 2003.

3.2.7. Ensaio de Viabilidade Celular

Os ensaios foram realizados para estudo da interacdo do lipossoma com a
célula bacteriana além de verificar a atividade antimicrobiana dos peptideos
CcdBET-2 e CcdBSG-2 associados aos lipossomas.

Os ensaios foram realizados utilizando bactérias Gram positivas
(Staphylococcu aureus) e Gram negativas (Escherichia coli enterohemorragica -
EHEC).

Para o inicio do procedimento, foi reservado em um tubo de ensaio esteéril,
7 mL de meio de cultura liquido (Mueller Hinton 22 g/L — Biolog MHB 10608).

Com uma alca de platina, flambada e resfriada a temperatura ambiente, foi
dissolvido nos 7 mL de meio de cultura uma pequena aliquota de bactérias
(repique recente - 24 horas). Tal aliquota foi coletada de uma cultura realizada em

meio sélido (Agar bacteriolégico - Acumedia). Apés o meio turvo, a absorbéancia
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foi medida num espectrofotometro Kasuaki (Modelo 1L-227) utilizando
comprimento de onda de 600 nm (DOeoonm). A absorbéncia inicial obtida foi de
0,132 AU, dentro dos valores propostos (0,01 - 0,18) por Hengwei Wang e
colaboradores (2010) que indicam a presenca de aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL. Como branco foi utilizado 1 mL de meio de cultura livre de suspenséao de
bactéria.

A suspensdo de bactéria foi transferida para micro tubos de centrifuga para
a realizacdo do ensaio, obtendo-se, portanto, controle positivo, controle negativo,
lipossoma branco em volumes diferenciados, lipossoma com peptideo
encapsulado e peptideo livre em solucdo. Para as amostras de controle negativo
de crescimento, o antibiético Novobiocina (Sigma-N1628) e ciprofloxacina (Fluka
— Sigma) foram utilizados numa contracdo de 100 uM. Em seguida a adicdo dos
compostos, as amostras foram colocadas em uma estufa com temperatura e
agitacao controladas (54 rpm/37°C) por um periodo de 3 horas.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos sistemas lipossomais
contendo os peptideos encapsulados, utilizou-se a reacdo de reducdo do
composto MTT e formacdo dos cristais de formazam, a partir de protocolo
baseado em Hengwei Wang e colaboradores (2010). Para isto, 20 uL de MTT
foram adicionados em cada micro tubo. As amostras foram novamente colocadas
na estufa, com a mesma agitacdo e temperatura, porém, o tempo foi reduzido
para 15 minutos. Ao término de incubacgéo, os micro tubos foram centrifugados a
10.000 RPM - 20/30 segundos, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e os
cristais foram ressuspensos com 500 pL de DMSO e agitados manualmente até a
dissolugdo completa dos cristais. A suspensdo foi transferida para tubos de
ensaio estéreis e em cada tubo foi adicionado mais 2000 uL de DMSO, obtendo-
se um volume final de 2500 pyL. Para que houvesse a dissolucdo completa dos
cristais de formazan, foi necessario deixar a suspensédo reagindo durante 10
minutos em temperatura ambiente.

Ao término da reacao, foi feito a leitura das absorbancias a 550 nm das
suspensfes de cada tubo de ensaio num espectrofotometro utilizando DMSO

como branco.
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4. Resultados e Discussao

4.1.Rendimento das sinteses dos peptideos

Inicialmente, partiu-se de 1,0 g de uma resina Fmoc-lle-Wang (0,69
mmol/g) e DIC/HOBt como agentes de condensacdo para o acoplamento dos
residuos de aminoacidos de cada um dos analogos, conforme esquema
apresentado na Figura 17.

Apos desprotecdo do primeiro aminoacido, iniciou-se o acoplamento dos
demais, seguindo sempre o0s passos de lavagens e desprotecfes, apresentados
na Figura 12, seguindo as condi¢des descritas no item 3.2.1.

ApOs a sintese do composto primario, a massa de peptidil-resina (2,47 g)
foi dividida em duas fragdes de aproximadamente 1,2 g cada, para
prosseguimento da sintese das diferentes sequencias (analogos CcdBET-2 e
CcdBSG-2), separadamente.

Apbs o acoplamento do ultimo aminoacido de cada peptideo, foi separado
uma pequena porcdo de aproximadamente 500 mg da peptidil-resina
correspondente a cada um dos analogos, para o devido acoplamento do
marcador fluorescente carboxifluoresceina (CF) na extremidade N-terminal para
formagdo dos analogos CcdBET-2-CF e CcdBSG-2-CF. As massas de peptidil-
resina obtidas no final da sintese de cada um dos analogos podem ser
observadas na Tabela 2. Ao final, todos analogos foram clivados da resina,
precipitados, extraidos e liofilizados de acordo com o protocolo descrito no item
3.2.1.

Tabela 2 - Massas de peptidil-resinas de cada um dos analogos sintetizados.

Analogo Massa final de peptidilresina (g)

CcdBET-2 1,88
CcdBET-2-CF 0,71

CcdBSG-2 1,77
CcdBSG-2-CF 0,63

Fonte: Elaborado pela autora



Resultados e

Discussao

62

Figura 17 - Esquema da sintese dos analogos peptidicos de CcdB.
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Fonte: Adaptado de Garrido (2007).
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4.2.Purificacado e caracterizacdo dos peptideos

Apods o procedimento de clivagem uma fracdo da massa do extrato bruto de
cada peptideo liofilizado, aproximadamente 50 mg, foi dissolvido em cerca de 5
mL de solvente A (agua + TFA 0,036%), com adicdo de pequenos volumes de
acetonitrila para auxiliar na solubilizagdo completa do material bruto. A solucao
resultante deste processo foi entdo submetida a analise qualitativa em CLAE, sob
condicdes ja descritas anteriormente.
A partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de
solvente obtidos nestas andlises, foram definidas as condi¢cdes relativas a
concentracdo de solvente para purificacdo dos peptideos em escala semi-
preparativa (condi¢des descritas no item 3.2.2). Os cromatogramas obtidos antes
e apods processo de purificacdo estdo representados nas figuras (Figura 18,

Figura 19, Figura 20 e Figura 21).

Figura 18 - Perfis cromatogréficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o analogo
peptidico CcdBET-2, antes (A) e apoés purificagdo (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 19 - Perfis cromatogréficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
analogo peptidico CcdBSG-2, antes (A) e apos purificacdo (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 20 - Perfis cromatogréficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o analogo
peptidico CcdBET-2-CF, antes (A) e ap6és purificacao (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 21 - Perfis cromatogréficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o analogo
peptidico CcdBSG-2-CF, antes (A) e apos purificagéo (B).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os perfis cromatogréaficos dos analogos de CcdB puros, apresentaram um
anico pico em relagcdo aos cromatogramas observados a partir da andlise do
extrato bruto. O parametro tempo de retencdo dos analogos purificados foi
mantido em relacdo ao pico que corresponde aos respectivos analogos de CcdB
no extrato bruto.

A caracterizacdo dos peptideos foi realizada através de ensaios de
espectrometria de massas. Os valores de massa molecular, obtidos por
espectrometria de massas no modo electrospray positivo [ES m/z: (M + H)+],

apresentados na Tabela 3, foram coincidentes com o teérico esperado.

Tabela 3 - Massas moleculares teoricas e obtidas por espectrometria de massas dos
analogos peptidicos sintetizados.

Massa molecular

Analogo peptidico tedrica ES m/z (MW)
(g/mol)
CcdBET-2 4871 4871
CcdBSG-2 4623 4623
CcdBET-2-CF 5229 5229
CcdBSG-2-CF 4981 4981

Fonte: Elaborado pela autora.
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Conforme os valores de massas obtidas no espectrébmetro de massas, foi
possivel comprovar 0 sucesso das sinteses e de obtencdo dos peptideos

desejados.

4.3.Preparacdo dos lipossomas do tipo SUV por extrusédo e estudos de
encapsulacdo dos peptideos

Foi observado durante a preparagcdo, que os filmes ficaram com
consisténcia viscosa, homogénea e translicida conforme o esperado sendo,
portanto, estabelecidas as proporcdes de componentes apresentadas na Tabela
1 para os testes subsequentes.

O processo de elaboracdo das vesiculas lipossomais e encapsulacao dos
peptideos CcdBET-2 e CcdBSG-2, deu-se empregando a técnica de extrusao-
evaporacao dos filmes como na metodologia descrita em material e métodos.
Apos o preparo de cada formulacéo, estudos de eficiéncia de encapsulacéo foram
realizados utilizando uma associacdo de técnicas cromatograficas e
espectrofotométricas.

A Cromatografia de filtracdo e gel foi utilizada para separar as fracbes
contendo lipossomas com peptideo compartimentalizados das fracBes contendo
apenas peptideo nao encapsulado livre em solugdo e lipossomas vazios. Em
seguida, através da técnica de espectrofluorimetria, as fragcdes foram analisadas
uma a uma, a fim de quantificar por fluorescéncia, a quantidade de peptideo que
restou livre em solucéo, isto é, que ndo foi encapsulado nos lipossomas. Isto é
possivel devido ao fato dos peptideos apresentarem o aminoacido triptofano em
suas estruturas. O triptofano, por ser um aminoacido aromatico, possui a
caracteristica de absorver energia a um comprimento de onda de 280 nm e emitir
fluorescéncia num comprimento de onda em torno de 350-360 nm. Isto permite
analisarmos quantitativamente a eficiéncia do método de encapsulacdo desses
peptideos para cada composicéo de lipossomas.

Podemos exemplificar este comportamento através da analise da Figura
22 a qual representa um experimento demonstrativo do comportamento do

espectro de emissao de fluorescéncia dos sistemas estudados.
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Figura 22 - Curva de emisséo de fluorescéncia para uma solugcéo de concentracédo 100
MM de CcdBET-2 livre (azul); solugéo contendo lipossomas com peptideo livre
(vermelho); solucdo contendo somente lipossomas com peptideo encapsulado (verde).
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Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel observar que nas fracdes contendo lipossomas com peptideo
encapsulado (ou compartimentalizado), ndo ha emissdo de fluorescéncia
correspondente ao residuo de triptofano (comportamento da curva em verde).
Este fato pode ser explicado pela supressédo do sinal de fluorescéncia deste
aminoacido pela micela lipidica dos lipossomas. Ja nas fracdes onde ha peptideo
nao encapsulado e, portanto, livre em solugdo, podemos observar uma
consideravel emissédo de fluorescéncia correspondente ao triptofano (curva em
vermelho). No entanto, o0 maximo de emisséo de fluorescéncia do peptideo que
nao foi encapsulado é visivelmente menor que a fluorescéncia de uma solugéo de
peptideo na concentracdo de 100 puM, a qual foi utilizada no procedimento de
preparo dos lipossomas (curva azul).

Para analise quantitativa entre as fracdes obtidas em cada ensaio, foi
elaborada uma curva padrdo de emissdo maxima de fluorescéncia para cada
analogo utilizando solu¢cdes de diferentes concentragbes do peptideo

correspondente (Figura 23 e Figura 24).
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Figura 23 - Curva padréo obtida pela emissdo méxima de fluorescéncia de solugfes de
CcdBET-2 em diferentes concentragoes.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 24 - Curva padréo obtida pela emissdo méaxima de fluorescéncia de solugbes de
CcdBSG-2 em diferentes concentragdes.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Conforme proposto, foram produzidas quatro composicOes diferentes de
lipossomas em termos de caracteristicas de carga efetiva da camada lipidica, no
qual foram obtidos resultados especificos de eficiéncia de encapsulacido para
cada uma delas conforme demonstrado a seguir.

A formulacéo do lipossoma com carga efetiva (+), por exemplo, é composta
por dipalmitoilfosfatidilcolina de soja, colesterol e estearilamina na proporcéo
10:2:1 (Tabela 1). A estearilamina foi adicionada a esta formulagdo com a
intencdo de proporcionar carater positivo a esta vesicula, pois, sendo um lipideo
catiénico que apresenta um pKa=10,6 em pH fisioldgico, o mesmo confere carga
positiva as vesiculas lipossomais no pH de preparo das formulagdes (pH 7,4).

Apés a formulacao do filme lipidico, a ressuspenséao foi feita com solucao
100 uM de cada peptideo, preparada em tampédo Tris.HCI 10mM, pH 7,4. Em
seguida a solucéo foi passada em aparelho extrusor por 40 ciclos e a solugéo
resultante submetida a teste de eficiéncia de encapsulagédo. Apds a separacao em
coluna de gel filtracdo, obteve-se 13 fracOes que foram analisadas por
fluorescéncia.

As fracdes 11 e 12 correspondem as fracbes com o peptideo livre, que ndo
sofreu encapsulacéo total, jA que pudemos observar um valor de emissao de
fluorescéncia significativo por volta de 360 nm, correspondendo ao sinal do
residuo de triptofano (Figura 25).

A eficiéncia do teste foi feita através da dosagem das fraces com peptideo
livre comparativa a curva padréo, pois, conhecendo a quantidade de peptideo que
ndo encapsulou, temos indiretamente a quantidade que estd associado as
vesiculas lipossomais.

No caso do experimento correspondente a Figura 25, o qual foi realizado
para o peptideo CcdBET-2, a intensidade maxima de fluorescéncia obtido foi de
47,040 (unidades arbitrarias - a.u.). Comparando este valor com o a curva padrao
de fluorescéncia para este peptideo (Figura 23), podemos concluir que a
guantidade de peptideo livre em solugdo que ndo sofreu encapsulacdo €
aproximadamente 48% comparado com todo o peptideo que foi utilizado na
solucdo de ressuspensao para o preparo desses lipossomas (100 uM). Sendo
assim, indiretamente podemos concluir que a eficiéncia de encapsulagédo desse

sistema foi em torno de 52%.
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Figura 25 - Espectro de emissao de fluorescéncia das fragfes 11 e 12 apds separacao
em coluna de gel filtracdo da formulacédo de lipossoma positiva(+). Comprimento de onda
de excitacdo: 290 nm; Faixa de varredura de emissao de fluorescéncia: 300 - 500 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Este raciocinio foi utilizado para a avaliacdo da eficiéncia de encapsulacao
das demais formulacdées estudadas. A Figura 26 mostra 0s espectros de
fluorescéncia das fracdes contendo o peptideo CcdBET-2 livre para cada uma das
formulagdes desenvolvidas.

A Tabela 4 contém os resultados de eficiéncia de encapsulacdo do

peptideo CcdBET-2 para cada uma das formulacdes de lipossomas sintetizadas

neste trabalho.
Para lipossoma contendo PEG, o resultado observado é bastante

interessante. Este composto na composi¢cdo da vesicula confere uma maior
estabilidade em meio fisioldégico. Além disso, podemos observar qgue mesmo as
formulacdes positivas apresentaram boas eficiéncias de encapsulacdo, Este fato
€ interessante pois esperavamos que CcdBET-2, por possuir carga global positiva

(+3,1) em pH fisiol6gico, apresentaria dificuldade de incorporacdo nestas

formulacoes.
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Figura 26 - Espectro de emisséo de fluorescéncia das fragdes correspondentes a
lipossomas de diferentes formulagdes contendo o peptideo CcdBET-2 ndo encapsulado.
Abaixo de cada espectro esta a formulagéo correspondente e o valor maximo de emissao
de fluorescéncia. Comprimento de onda de excitacdo: 290 nm; Faixa de varredura de
emisséo de fluorescéncia: 300 - 500 nm.
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Tabela 4 - Comparacao dos resultados de eficiéncia de encapsulagéo obtidos para o
peptideo CcdBET-2 para as diferentes formulacdes de lipossomas.

Formulac¢des dos lipossomas

Peptideo
Lipossoma Lipossoma Lipossoma Lipossoma
(+) (PEG) (D) (+)*
CcdBET-2 52% 71% 70% 68%

*sem colesterol

Fonte: Elaborado pela autora.

Para o peptideo CcdBSG-2, os mesmos ensaios de eficiéncia de
encapsulacéo foram feitos para cada uma das formulagbes de lipossomas. A
Tabela 5 contém os resultados de eficiéncia de encapsulacdo dos dois peptideos
estudados para cada uma das formulacdes de lipossomas facilitando assim a

comparacao dos resultados em cada caso.

Tabela 5 - Comparacao dos resultados de eficiéncia de encapsulagéo obtidos para os
peptideos CcdBSG-2 e CcdBET-2 para as diferentes formulagfes de lipossomas.

Formulac¢des dos lipossomas

Peptideo | jnossoma Lipossoma Lipossoma Lipossoma
(+) (PEG) (D) () *
CcdBSG-2 75% 65% 75% 62%
CcdBET-2 52% 71% 70% 68%

*sem colesterol

Fonte: Elaborado pela autora.

De modo geral, o valor de eficiéncia de encapsulagdo para o peptideo
CcdBET-2 foi ligeiramente diferente comparado ao CcdBSG-2 para a formulagéo
positiva (+). Apesar de ser estruturalmente semelhante ao CcdBET-2, o peptideo
CcdBSG-2 contém uma regido (residuos 64 ao 73) diferente. Esta diferenca
confere ao CcdBET-2 uma carga global muito mais positiva (+3,1) do que o
CcdBSG-2 com carga de (+1) em pH fisiolégico. Essa diferenca de cargas
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influencia diretamente na eficiéncia de encapsulacdo, dando indicios de quanto
mais carga (no caso positiva), mais dificil € a encapsulacdo neste tipo de
composi¢cdo lipossomal. No entanto, na auséncia de colesterol, este
comportamento € minimizado. Esta observacdo é bastante importante, pois o
colesterol € um componente que confere maior rigidez a membrana lipossomal. O
aumento dessa rigidez pode estar relacionado com a maior dificuldade de
encapsulacdo dos peptideos.

Para lipossoma contendo PEG, os resultados para o CcdBSG-2 também
foram bastante interessantes, lembrando que este componente confere maior
estabilidade e elasticidade ao lipossoma. Essa caracteristica aparentemente é
responsavel por uma maior facilidade na encapsulacdo dos peptideos estudados,
principalmente quando comparamos os resultados alcancados para a formulagao
contendo colesterol.

A formulacdo neutra contém uma composicdo lipidica que confere ao
lipossoma uma carga residual neutra. Esta caracteristica levou a um grau de
incorporacdo relativamente melhor e préximo para ambos os peptideos.

Acreditamos que foi dado um grande avanco na metodologia proposta para
avaliacdo da eficiéncia de encapsulacdo de peptideos em lipossomas, porém
muito ha de ser aprimorado e ajustado para que a confiabilidade desse método

seja a maior possivel.

4.4.Ensaios de inibicdo enziméatica
4.4.1. Enzimas bacterianas DNA girase e topoisomerase IV

A inibicdo da reacdo de superenovelamento catalisada pela DNA girase e
de relaxamento catalisada pela topoisomerase IV, ambas enzimas bacterianas,
pelos analogos peptidicos do CcdB, foi analisada através de eletroforese em gel
de agarose, de acordo com procedimento descrito no item 3.2.3. A Figura 27 e a
Figura 28 mostram as analises referentes ao analogo CcdBET-2 para cada uma
das enzimas bacterianas.

Podemos observar que para este analogo, houve inibicdo da atividade de
ambas as enzimas a uma concentragdo proxima de 25 pM, quando comparado
com a atividade da enzima (controles positivos representados na linha B de

ambas as figuras).
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Figura 27 - Inibicdo da atividade de superenovelamento da DNA girase pelo CcdBET-2.
Volume de reagéo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 relaxado controle;
(linha B) plasmideo pBr322 relaxado e DNA girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas
C) plasmideo pBR322 relaxado, DNA girase (1U) e o analogo CcdBET-2. Os numeros 1,
2 e 3 correspondem as concentragdes ensaiadas de 100, 50 e 25 pymol/L.

A B Ci C GCs

pBR322 relaxado ==

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 28 - Inibicdo da atividade de relaxamento da topoisomerase |V pelo CcdBET-2.
Volume de reagéo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado
controle; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase IV (1U) na
auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase |V
(1U) e o0 analogo CcdBET-2. Os numeros 1, 2 e 3 correspondem as concentragées
ensaiadas de 100, 50 e 25 pymol/L.

A B Ci C2 GCs
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Fonte: Elaborado pela autora.

Embora intimamente relacionada com a DNA girase, a topoisomerase IV
preferencialmente catalisa reacdes distintas. Neste contexto, a capacidade de
inibir a atividade de ambas as enzimas, a uma mesma concentragdo, como é o
caso do analogo CcdBET-2, é um fato inédito, especialmente por se tratar de um
analogo da toxina natural CcdB, cuja atividade inibitéria foi descrita apenas para
DNA girase em concentracao superior da encontrada por este analogo (SMITH &
MAXWELL, 2006). Valores inferiores foram alcancados por estes mesmos
autores, somente apos a reducdo da concentracdo da enzima de 20 (1U) para 1,5
nmol/L (0,1U). Neste caso, a minima concentracdo para inibicdo obtida foi de 10
umol/L para a DNA girase.

O mesmo tipo de ensaio foi realizado para o analogo CcdBSG-2. Na
Figura 29, é possivel observar que a inibicdo da atividade da DNA girase é
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atingida a uma concentracdo proxima a 15 pM, um valor ainda menor ao

demonstrado pelo andlogo CcdBET-2.

Figura 29 - Inibigdo do superenovelamento do DNA pelo CcdBSG-2.Volume de reagao
30uL; ensaios contendo plasmideo pBR322 relaxado (0,5 pg) e girasse (1U). (Coluna 1),
pBR322 relaxado controle; (coluna 2) plasmideo pBr322 relaxado e DNA girase (1U) na
auséncia de inibidor; (colunas 3-6), contendo o analogo CcdBSG-2 nas concentracdes de
90, 30, 15 e 10uM.
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Fonte: Elaborado pela autora.

A concentragao de 15 uM, para CcdBSG-2, equivalente a 70 pg/mL,
corresponde a um valor inferior aquele citado por Bernard e colaboradores (1992),
para a inibicdo da atividade da DNA girase, utilizando CcdB natural de
Escherichia coli (100 ug/mL). Este resultado € bastante surpreendente, pois
evidencia que as sequéncias escolhidas e mantidas no analogo, foram suficientes
para a manutencdo das caracteristicas estruturais responsaveis pela atividade
inibitéria do CcdB natural para esta enzima.

Utilizando esta concentracao inibitéria de 15 uM, foi realizado um ensaio de
inibicdo da atividade da topoisomerase IV, cujo resultado é demonstrado na

Figura 30.

Figura 30 - Inibic&o da atividade de relaxamento da topoisomerase IV pelo CcdBSG-2.
Volume de reagéo de 30 pL contendo: (linha -) plasmideo pBr322 superenovelado
controle; (linha +) plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase IV (1U) na

auséncia de inibidor; (linhas 1 e 2) plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase IV
(1U) e o0 anélogo CcdBSG-2 na concentragdo 15 umol/L - ensaio em duplicata.
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Fonte: Elaborado pela autora.



Resultados e Discussao 76

HASHIMI e cololaboradores em 2007 realizaram alguns estudos
empregando a albicidina, Unico inibidor da topoisomerase 1V relatado até entdo na
literatura. Comparando os resultados de inibicdo do peptideo CcdBSG-2 obtidos
em estudos anteriores feitos pelo grupo de pesquisa com os observados para a
albicidina (0,5 pg/mL), pode-se observar que o CcdBSG-2 apresenta uma
capacidade inibitdria frente a esta enzima em concentracdes que correspondem a
0,1 ug/mL. Isto significa dizer que CcdBSG-2 € cerca de 5 vezes mais potente que
albicidina na inibicdo de topoisomerase V.

Os ensaios mostrados acima, mostram a inibicio das enzimas
Topoisomerase IV e DNA girase, utilizando os peptideos CcdBET-2 e CcdBSG-2.
Porém, os peptideos utilizados ndo possuiam carboxifluoresceina.

Apds o acoplamento do marcador fluorescente carboxifluoresceina na
extremidade amino-terminal dos peptideos, foi realizado um ensaio de
eletroforese para avaliar se 0s compostos continuariam com acgao de inibicdo sob
as enzimas bacterianas.

Os ensaios de inibicdo da enzima topoisomerase |V, mostraram que
mesmo com o acoplamento da carboxifluoresceina, os peptideos CcdBET-2 e

CcdBSG-2 séo capazes de inibir esta enzima (Figura 31 e Figura 32).

Figura 31 - Ensaio de inibicdo enzimatica com o analogo CcdBSG-2 com
carboxifluoresceina em topoisomerase 1V. Em 1 tem-se o controle negativo, onde o
plasmideo encontra-se superenovelado, sem acao da topoisomerase IV; em 2 tem-se o
controle positivo, onde o plasmideo esta sob acéo da enzima; 3-7 tem-se o plasmideo em
contato com a enzima e CcdBSG-2 nas concentragdes, 100 pM, 50 pM, 25 uM,15 uM e 5
MM respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 32 - Ensaio de inibicdo enzimatica com o analogo CcdBET-2 com
carboxifluoresceina em topoisomerase 1V. Em 1 tem-se o controle negativo, onde o
plasmideo encontra-se superenovelado, sem acdo da topoisomerase IV; em 2 tem-se 0
controle positivo, onde o plasmideo esta sob acao da enzima; 3-7 tem-se o plasmideo em
contato com a enzima e CcdBET-2 nas concentra¢des, 100 uM, 50 uM, 25 uM,15 uM e 5
MM respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Por outro lado, os resultados dos ensaios de inibicdo da enzima DNA
girase mostraram que, ap0s o acoplamento da sonda fluorescente, os analogos

perderam a acdo inibitéria, possivelmente devido a perda de estruturas

by

secundaria e terciaria, devido a presenca de uma molécula relativamente
complexa na subunidade amino-terminal de cada um dos peptideos (Figura 33 e
Figura 34).

Figura 33 - Ensaio de inibicdo enzimatica com o analogo CcdBSG-2 com
carboxifluoresceina em DNA Girase. Em 1 tem-se o controle negativo, onde o plasmideo
encontra-se relaxado, sem acdo DNA Girase; em 2 tem-se o controle positivo, onde o
plasmideo esté sob acdo da enzima; 3-7 tem-se o plasmideo em contato com a enzima e
CcdBSG-2 nas concentragdes, 100 uM, 50 pM, 25 uM,15 uM e 5 uM respectivamente.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 34 - Ensaio de inibicdo enzimatica com o analogo CcdBET-2 com
carboxifluoresceina em DNA Girase. Em 1 tem-se o controle negativo, onde o plasmideo
encontra-se Relaxado, sem acdo DNA Girase; em 2 tem-se o controle positivo, onde o
plasmideo esta sob acao da enzima; 3-7 tem-se o plasmideo em contato com a enzima e
CcdBET-2 nas concentracdes, 100 uM, 50 uM, 25 uM,15 uM e 5 uM.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2. Enzimas humanas topoisomerase | e topoisomerase lla

Um estudo adicional relacionado a possibilidade de haver acéo téxica dos
analogos peptidicos utilizados neste trabalho em células humanas, o que seria um
ponto negativo para a aplicacéo clinica dos mesmos. Para isso, foram realizados
ensaios de inibicdo enzimatica com as enzimas topoisomerases humanas
(topoisomerase | e topoisomerase lla).

Assim como a topoisomerase IV bacteriana, as topoisomerases humanas
citadas possuem a funcao de relaxamento do DNA. Sendo assim, as enzimas em
contato com um DNA superenovelado, tende a torna-lo relaxado. Na Figura 35 e
na Figura 36 sao apresentados os resultados referentes a cada um dos analogos

frente a atividade da topoisomerase lla.

Figura 35 - Ensaio enzimatico com o analogo CcdBET-2 em topoisomerase lla humana.
Em 1 tem-se o controle negativo, onde o plasmideo encontra-se superenovelado, sem
acao da topoisomerase lla; em 2 tem-se o controle positivo, onde o plasmideo esta sob
acao da topoisomerase lla; 3-7 tem-se o plasmideo em contato com a enzima e CcdBET-
2 nas concentra¢des 100 uM, 50 pM, 25 uM,15 pM e 5 uM respectivamente.

PBR322 relaxado )

pBR322 —
superenovelado .

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 36 - Ensaio de inibicdo enzimética com o analogo CcdBSG-2 em topoisomerase
lla humana. Em 1 tem-se o controle negativo, onde o plasmideo encontra-se
superenovelado, sem agéo da topoisomerase lla; em 2 tem-se o controle positivo, onde o
plasmideo esta sob agédo da topoisomerase lla; 3-7 tem-se o plasmideo em contato com
a enzima e CcdBSG-2 nas concentra¢gdes, 100 uM, 50 uM, 25 uM,15 uM e 5 pM.

pPBR322 relaxadO )

pBR322 —)
superenovelado

Fonte: Elaborado pela autora.

Pode-se observar na Figura 35 que na concentracdo de 100 uM (3) o
analogo CcdBET-2 comeca a inibir a acdo da enzima topoisomerase lla, porém,
de uma maneira muito timida, haja vista a pequena intensidade da banda
existente no estado superenovelado, comparado com o controle negativo (1).
Além disso, esta € uma concentracdo bastante alta em relacdo as outras, sendo
assim, pode-se considerar que o resultado é satisfatério, pois, nas demais
concentracfes o peptideo nédo interferiu na acdo da enzima humana. Para o
peptideo CcdBSG-2, ndo foi observado inibicdo da atividade desta enzima para
nenhuma das concentracdes testadas.

E importante ressaltar que nenhum estudo relacionado & inibicdo de
topoisomerases humanas ainda haviam sido realizadas pelo grupo de pesquisa.
Estes resultados além de inéditos sdo bastante relevantes para demonstrar a
especificidade dos peptideos a topoisomerases bacterianas, o que € fundamental
para aplicacdo como antibidticos.

Além da topoisomerase Ila humana, ensaios com enzima topoisomerase |
humana também foi proposto com o intuito de analisar se o0s analogos

sintetizados inibiam sua acéo (Figura 37 e Figura 38).
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Figura 37 - Ensaio de inibicdo enzimética com o analogo CcdBET-2 em topoisomerase |
humana. Em 1 tem-se o controle negativo, onde o plasmideo encontra-se
superenovelado sem acéo da topoisomerase |; em 2 tem-se o0 controle positivo, onde o
plasmideo esta sob acao da topoisomerase I; 3-7 tem-se o plasmideo em contato com a
enzima e CcdBET-2 nas concentra¢des 100 uM, 50 uM, 25 uM,15 uM e 5 uM
respectivamente.

pBR322 relaxado
PBR322 superenovelado md

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 38 - Ensaio de inibicdo enzimética com o analogo CcdBSG-2 em topoisomerase |
humana. Em 1 tem-se o controle negativo, onde o plasmideo encontra-se
superenovelado sem agéo da topoisomerase |; em 2 tem-se o controle positivo, onde o
plasmideo esta sob acéo da topoisomerase |; 3-7 tem-se o plasmideo em contato com a
enzima e CcdBSG-2 nas concentragfes 100 uM, 50 uM, 25 uM,15 pM e 5 pM.

pBR322 relaxado

pBR322
superenovelado

Fonte: Elaborado pela autora.

Podemos observar, quando comparamos os controles negativo e positivo,
gue ambos o0s peptideos ndo apresentaram atividade de inibicdo da acdo da
topoisomerase | humana em nenhuma das concentracfes testadas. Tanto na
Figura 37 quanto na Figura 38, é possivel notar uma banda de pequena
intensidade no estado superenovelado em todos os testes realizados. No entanto,
comparando com o controle positivo (2), podemos concluir que a enzima estava
apresentando uma atividade um tanto quanto abaixo do esperado, ja que neste
controle, a enzima deveria ter convertido totalmente o plasmideo superenovelado
ao estado relaxado, o que ndo aconteceu devido a presenca de uma banda ainda
no estado superenovelado. Mas, como os resultados dos testes sdo comparativos
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aos controles, podemos concluir que os peptideos ndo inibiram a acdo desta
enzima humana também, corroborando com a caracteristica dos peptideos
estudados serem altamente especificos somente para topoisomerases

bacterianas e supostamente atoxicas a células humanas.

4.4.3. Ensaio de atividade hemolitica

Os testes de atividade hemolitica foram realizados de acordo com
protocolo descrito no item 3.2.6, com o intuito de investigar a toxicidade dos
peptideos frente a células eucaridticas.

Nestes estudos foram utilizadas as concentragbes de 100 pM, 25 pM e
6,25 UM para cada um dos peptideos. Para o analogo CcdBSG-2 os resultados

encontrados estéo representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados do teste hemolitico para o analogo peptidico CcdBSG-2.

Amostra Abs: 405 nm

Triton + Solucao de Eritrocito (SE) 1 643
(Controle positivo - 100% de hemoalise) ’

PBS + Solucéo de Eritrocito (SE) 0.05
(Controle negativo - 0% de hemolise) ’

SE + solugéo de CcdBSG-2 (100 pM) 0,234

SE + solugéo de CcdBSG-2 (25 puM) 0,193

SE + solucéo de CcdBSG-2 (6,25 puM) 0,162

Fonte: Elaborado pela autora.

. ~ P A - A .
% = ,
Aplicando a equacdo: % de hemolise Amostra” 7PBS % 100, obtivemos 0
Arriton— APBs

porcentual de atividade hemolitica para este analogo nas diferentes
concentragOes testadas, cujos resultados estéo representados na Tabela 7.

O mesmo tipo de ensaio foi realizado para o analogo CcdBET-2, cujos

resultados séo apresentados na Tabela 8 e na Tabela 9.
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Tabela 7 - Porcentagem de atividade hemolitica para diferentes concentra¢des de
CcdBSG-2.

Concentracéo de % Hemolitica

CcdBSG-2
100 pM 11,55
25 uM 8,97
6,25 UM 7,03

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 8 - Resultados do teste hemolitico para o analogo peptidico CcdBET-2.

Amostra Abs: 405 nm
Triton + Solucao de Eritrocito (SE) 1979
(Controle positivo - 100% de hemolise) ’
PBS + Solucéo de Eritrocito (SE)
: _ 0,067
(Controle negativo - 0% de hemolise)

SE + solugéo de CcdBET-2 (100 uM) 0,201
SE + solugcéo de CcdBET-2 (25 uM) 0,118
SE + solucéo de CcdBET-2 (6,25 uM) 0,101

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 9 - Porcentagem de atividade hemolitica para diferentes concentracdes de
CcdBET-2.

Concentracéo de % Hemolitica

CcdBET-2
100 pM 7,01
25 UM 2,67
6,25 UM 1,78

Fonte: Elaborado pela autora.

Como é possivel observar, os valores de porcentagem de hemdlise para
ambos os anélogos peptidicos foram menores que 12% a uma concentracao de
100 uM, a qual é utilizada para a confeccéo dos lipossomas. Este valor porcentual
€ considerado minimo para um farmaco, estando dentro do valor de seguranca.
Desta maneira, ndo foi necessario a obtencdo da concentracdo hemolitica 50
(HCs0), a qual deve ser bem superior a 100 uM para ambos os peptideos.

Estes resultados corroboram com a caracteristica de auséncia de atividade
inibitéria desses peptideos com as enzimas topoisomerases humanas, dando a
esses compostos uma caracteristica de extrema importancia para suas aplicacdes
como agentes antimicrobianos agindo especificamente em células bacterianas,

ndo possuindo agao citotoxica para células humanas.

4.5.Ensaios de Viabilidade Celular

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados como descrito na
metodologia no item 3.2.7. A bactéria utilizada como representante das bactérias
do grupo das Gram positivas foi Stapylococcus aureus e, como Gram negativa, foi
utilizado a Escherichia coli enterohemorragica (EHEC). As quatro formulacdes
propostas foram utilizadas para estes ensaios.

Os resultados mostram que contra Escherichia coli enterohemorragica
(Figura 39), o numero de células indiretamente mortas nao € tao elevado quando

comparado a Staphylococcus aureus (Figura 40). Observa-se que ha uma
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guantidade significativa de células que ndo sobreviveram, principalmente para as
formulacbes neutra e PEG quando utilizados quantidades de lipossomas
correspondentes a 50 e 100 pL, indicando que essas formulacbes sé&o
relativamente mais eficientes para promover a fusdo com a membrana bacteriana,
permitindo a liberacdo dos peptideos no meio citoplasmatico.

De maneira geral também pode-se dizer que o analogo CcdBET-2 € mais
eficaz em promover a morte de Escherichia coli enterohemorragica comparado ao
CcdBSG-2. Os melhores sistemas peptideo-lipossoma para esta espécie
bacteriana foram a formulacdo PEG encapsulada com CcdBET-2 e a formulacao

neutra encapsulada com CcdBET-2.

Figura 39 - Resultados obtidos utilizando Escherichia coli enterohemorragica (EHEC),
cada agrupamento de barras representa um teste realizado com uma formulagéo de
lipossoma encapsulada a um analogo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nos resultados apresentados na Figura 40, relativos aos ensaios utilizando
a bactéria Staphylococcus aureus, pode-se perceber que as melhores

formulacdes que promoveram o controle de crescimento desta espécie bacteriana
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foram as formulacbes neutra e positiva sem colesterol. Novamente o analogo

mais eficaz para esta bactéria foi o CcdBET-2.

Figura 40 - Resultados dos testes utilizando Staphylococcus aureus, cada agrupamento
de barras representa um teste realizado com uma formulacédo de lipossoma encapsulada
a um anélogo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Em linhas gerais, houve inibicdo de crescimento relevante em todos os
ensaios realizados, indicando que o sistema peptideo-lipossoma é eficaz e efetivo
para causar a morte dessas espécies bacterinas. Mais uma vez pode-se concluir
gue o sistema proposto como carreador de peptideos para seu alvo celular é
efetivo.

E importante destacar que nos resultados referentes a ambos os peptideos
livres em solucdo, isto é, ndo encapsulados em lipossoma, observou-se a
incapacidade dos mesmos em inibir o crescimento das duas espécies bacterianas
estudadas, quando comparamos com 0O controle positivo de crescimento.
Novamente estes resultados demonstram que o0s sistemas lipossomais séo

essenciais para promover o carreamento dos peptideos para o meio intracelular.
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Os resultados referentes as Figuras 39 e 40, foram avaliados
guantitativamente e as tabelas abaixo mostram as formulagdes que tiveram o
menor numero de células vidveis e, portanto, maior inibicAo no crescimento

bacteriano (Tabela 10 e na Tabela 11).

Tabela 10 - Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano, utilizando
Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus

+ sem colesterol/ CcdBET-2 (D) neutra/ CcdBET-2
Volume % de inibicao % de inibicdo
10 0 35,5
50 50,7 73,6
100 60,1 80,9
150 70,9 82,4

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11 - Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano, utilizando Escherichia
coli enterohemorragica (EHEC).

Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

PEG/ CcdBET-2 (D) neutra/ CcdBET-2
Volume % de inibicao % de inibicao
10 6,9 0
50 24,3 48,0
100 38,4 50,3
150 48,1 61,2

Fonte: Elaborado pela autora.
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Pode-se observar que para a bactéria gram positiva Staphylococcus
aureus, houve uma inibicdo de 70,9% utilizando lipossoma com carga efetiva
positiva sem adicdo de colesterol e uma inibicdo de 82,4% utilizando lipossoma
neutra, ambos contendo CcdBET-2 encapsulado.

Para a bactéria gram negativa Escherichia coli enterohemorragica (EHEC),
observa-se que a inibicéo foi relativamente menor, possivelmente devido a maior
complexidade estrutural da bactéria, pois, diferentemente da bactéria gram
positiva, apresenta uma membrana externa que serve como barreira seletiva para
a entrada e saida de alguns componentes, dificultando a fusdo do sistema
lipossomal. Porém, ainda assim, é possivel observar que houve inibicdo do
crescimento bacteriano.

Os resultados mostram uma inibicdo de 48,1% utilizando lipossoma
contendo PEG (polietilenoglicol) e uma ibicdo de 61,2% utilizando lipossoma
neutra, ambas contendo também o analogo CcdBET-2 encapsulado.

E importante destacar que os resultados aqui apresentados sdo inéditos no
que se refere aos estudos de atividade microbiolégica dos analos peptidicos de
CcdB, desenvolvidos pelo grupo de pesquisa. Certamente esses estudos ir&o
permitir um grande avanco em outros estudos que estdo sendo realizados, o que

trara maior impacto nas futuras publicacdes.

4.6.Caracterizacao Fisica dos lipossomas

Para cada formulagéo, foi feito um estudo de caracterizacdo, utilizando
lipossoma branco e lipossoma com peptideo encapsulado, com o intuito de avaliar
se o diametro da vesicula lipossomal sofreria alteracdo apds a encapsulacéo dos
peptideos.

Os estudos de caracterizagdo das diferentes formulagbes de lipossomas
desenvolvidas neste trabalho foram realizados pela técnica de espalhamento
dinamico de luz (ligth scattering), conforme metodologia descrita no item 3.2.5. Na
Figura 41 estdo representados os espectros de distribuicdo do tamanho médio
das particulas das diferentes formulacdes lipossomais sem conter peptideo

encapsulado.
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Figura 41 - Ensaio de caracterizacao de lipossomas na auséncia de peptideo. (A)
formulacdo Neutra apresentou tamanho médio de 104,3 nm; (B) formulagdo PEG
apresentou tamanho médio de 120,6 nm; (C) formulacéo positiva (+) apresentou tamanho
médio de 115,6 nm; (D) formulacgéo positiva sem colesterol apresentou tamanho médio

de 108,3 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para a realizacéo dos estudos de caracterizagdo dos lipossomas contendo
peptideo encapsulado, utilizamos o analogo CcdBSG-2, o qual estava disponivel
em maior quantidade nesta etapa do projeto. O processo de encapsulacédo do
peptideo provocou um aumento de cerca de 10-20% no tamanho médio das
vesiculas lipossomais, conforme pode ser observado nos espectros de
distribuicdo do tamanho médio das particulas das diferentes formulagdes
contendo peptideo encapsulado (Figura 42).

Como exemplo, comparando o espectro B da Figura 41 com o espectro B
da Figura 42, os quais correspondem a formulacéo de lipossoma contendo PEG,
o tamanho médio das vesiculas salta de 120,6 nm para 141,5 nm, um aumento de

17%, quando o peptideo esta presente na formulacao.
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Figura 42 - Ensaio de caracterizacao de lipossomas contendo o peptideo CcdBSG-2
encapsulado. (A) formulagéo Neutra apresentou tamanho médio de 120,1 nm; (B)
formulacao PEG apresentou tamanho médio de 141,5 nm; (C) formulagéo positiva (+)
apresentou tamanho médio de 122,5 nm; (D) formulagéo positiva sem colesterol
apresentou tamanho médio de 134,0 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os resultados, é possivel observar um aumento médio de
20% no tamanho dos lipossomas produzidos, sugerindo que o peptideo realmente
foi compartimentalizado durante o processo de extrusdo. Acredita-se ainda que a
velocidade no processo de extrusao e o numero de ciclos de extrusao séo fatores
gque podem influenciar no tamanho final da particula. Nesse sentido, nosso
protocolo de preparo dos lipossomas utiliza 40 ciclos de extrusdo de maneira
lenta e continua.

Além disso, pela andlise dos resultados obtidos nos ensaios de viabilidade
celular, nos permite concluir que aumento no tamanho dos lipossomas
provocados pela encapsulacdo do peptideo, ndo interfere na funcéo de promover

o carreamento dos peptideos para o meio intracelular, para que 0os mesmos
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desempenhem seu papel biolégico de inibir as enzimas topoisomerases

bacterianas.
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. Conclusoes

A sintese de peptideos em fase solida (SPFS) mostrou-se uma técnica eficaz
para a producdo dos andlogos estruturais do CcdB. Os processos de sintese,
purificagdo e caracterizagdo ocorreram sem maiores problemas,
independentemente do tamanho e da complexidade das sequéncias de

aminoacidos.

Os ensaios in vitro de superenovelamento e relaxamento do DNA (plasmideo
pBr 322), por eletroforese em gel de agarose, indicaram que o analogo
peptidico sintético CcdBET-2 atua como inibidor das atividades da DNA girase
e topoisomerase IV a uma concentracdo minima inibitéria de 25 puM para
ambas as enzimas, inferiores aqueles obtidos para a molécula de CcdB
natural (100 pg/mL).

O analogo CcdBSG-2 atua como inibidor das atividades da DNA girase e
topoisomerase IV a uma concentracdo minima inibitéria de 15 yM para ambas

as enzimas, resultado ainda inferior comparado ao analogo CcdBET-2.

Os estudos de eficiencia de encapsulacdo dos analogos CcdBET-2 e
CcdBSG-2 utilizando a formulacéo de lipossoma que contém agente de carga

positiva sem colesterol, foi aproximadamente de 68% e 62% respectivamente.

Para a formulacao de lipossoma que contem PEG (Polietilenoglicol), observou-
se que a eficiéncia de encapsulacédo para o analogo CcdBET-2 é de 71% e
para o CcdBSG-2 é de 65%. Acreditamos que a presenca de PEG auxiliara
em uma melhor associacéo dos lipossomas a membrana celular em estudos in

vivo, por conferir ao lipossoma uma maior estabilidade ao sistema.
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Para o lipossoma com carga residual positiva, a porcentagem de eficiéncia foi
de 75% para CcdBSG-2 e 52% para CcdBET-2. O fato de CcdBET-2 possuir
carga residual positiva pode estar relacionado a maior dificuldade de interacéo
do peptideo com a micela lipossomal devido ao efeito repulsivo de cargas.
Este dado é bastante importante, haja vista que o grupo de pesquisa
desenvolve peptideos antimicrobianos de diferentes caracteristicas o que
torna esta informacdo importante em projetos paralelos que estdo sendo

desenvolvidos.

Para Lipossomas de carater neutro (9), a eficiéncia de encapsulacdo para os
analogos CcdBET-2 e CcdBSG-2 foi de 70% e 75% respectivamente.

Os testes realizados com as topoisomerases humanas revelaram que ambos
0s analogos peptidicos CcdBET-2 e CcdBSG-2 néo sdo capazes de inibir a
atividade das enzimas até a concentracdo de 100 uM. Estes testes séo
importantes indicios que os peptideos ndo provocam efeito citotdéxico em
células humanas, uma caracteristica fundamental para a aplicacdo destes

compostos como farmacos.

Os testes de capacidade hemolitica demonstraram que os peptideos CcdBET-
2 e CcdBSG-2 apresentam capacidade hemolitica abaixo de 12% em
concentragdo 100 pM, valor este que os caracterizam como ndo toxicos aos

eritrécitos humanos.

O sistema peptideo-lipossoma € eficaz contra as espécies bacterianas
Staphylococcus aureus e EHEC — Escherichia coli heterohemorragica. Todas
as formulacbes testadas com ambos os peptideos encapsulados mostraram
uma diminuicdo da quantidade de células inicial, dando indicios de que o

sistema é eficiente.
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Para a inibicdo do crescimento de bactérias Gram positivas (Staphylococcus
aureus) as melhores formulagdes foram a neutra e a positiva sem colesterol

com o analogo CcdBET-2 encapsulado.

Para a inibicdo do crescimento bacteriano de Gram negativas (Escherichia coli
enterohemorragica - EHEC), as formulagbes que mostraram melhores
resultados foram a contendo polietilenoglicol (PEG) e a neutra, também com o

analogo CcdBET-2 encapsulado.

Os ensaios com lipossoma branco, de todas as formula¢gbes, mostraram que
ndo sao capazes de inibir o crescimento bacteriano, indicando que de fato, o
gue provoca a inibicdo sdo os peptideos antimicrobianos CcdBET-2 e
CcdBSG-2.

Este mesmo comportamento foi observado nos ensaios realizados com os
peptideos livres em solucdo, mostrando que sem estarem associados aos
lipossomas, os peptideos ndo possuem capacidade de inibir o crescimento

bacteriano.

Os ensaios de caracterizacdo de lipossomas, indica que as vesiculas sofrem
um aumento do tamanho do diametro médio na ordem de 20% apds a
encapsulacédo do peptideo, porém isso nao interfere nos ensaios de inibicao
de crescimento bacteriano, que mostrou a eficiéncia dos sistemas lipossoma-

peptideo.
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