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RESUMO

O sistema ParE-ParD é um sistema toxina-antitoxina (TA) onde ParE atua como a
toxina e ParD a antitoxina. ParE tem comprovada atividade de inibicdo do sitio
catalitico das enzimas DNA girase e Topoisomerase IV (Topo 1V), sendo esta uma
atividade que pode ser aproveitada para fins terapéuticos. ParELC3, um peptideo
derivado a ParE também apresenta esta habilidade de inibicdo enzimatica in vitro,
contudo, experimentos também comprovam a dificuldade de permeabilidade e alta
complexidade estrutural que este material apresenta, o que pode ser um problema
para sua aplicacdo para fins terapéuticos. Assim, com a intencdo de viabilizar o
potencial biotecnoldgico deste peptideo, foi feita sua incorporagcdo em lipossomas
compostos majoritariamente por ramnolipideos. Este biotensoativo, produzido pela
rota fermentativa da Pseudomonas aeruginosa, foi selecionado por ser considerado
“sustentavel”, ter atividade antimicrobiana intrinseca e ainda ser pouco empregado
para fins nanotecnoldgicos. Ensaios de caracterizacao fisico-quimica e morfoldgica,
via espalhamento de luz dindmica (DLS), microscopia eletronica e transmisséo
(MET) e microscopia eletrdnica de transmissdo-crio (MET- Crio) dos lipossomas
foram realizados e comprovou-se a formacédo de bicamadas unilamelares. Ensaios
de eficiéncia de encapsulagédo mostraram que 0s sistemas lipossomais incorporaram
entre 44 e 61% de ParELC3. Em relacdo a atividade antimicrobiana, as versfes de
ParELC3 incorporado nos lipossomas de ramnolipideos foram mais eficientes frente
a E. coli e S. aureus quando comparados a atividade antimicrobiana de ParELC3
livre. Realizou-se estudos de estabilidade e de liberagcdo prolongada do sistema
lipossomal, e comprovou-se que os lipossomas prolongam a liberacédo de ParELC3,
mantendo a estabilidade média dos mesmos por até 20 dias. Mostrou-se que na
concentracdo dos experimentos, os lipossomas compostos de ramnolipideos néo
sao téxicos para ceélulas HepG2, assim como o peptideo ParELC3 livre. Acredita-se
que com o lipossoma obtido com ParELC3 pode ser utilizado no combate as

infecgbes bacterianas.

Palavras chave: peptideos. sistema toxina-antitoxina. ramnolipideos. lipossomas.

atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

ParE-ParD system is a toxin-antitoxin (TA) system where ParE acts as a toxin and
ParD as an antitoxin. ParE can inhibit the catalytic sitium of DNA gyrase and
Topisomerase IV (Topo 1IV) enzymes, which can be useful for pharmaceutics
applications. ParELC3, an analogue peptide from ParE also has this in vitro
enzymatic inhibition ability, but, has also a permeability difficult and high structural
complexity, which can be a problem for its therapeutical application. So, pretending
to use the biotechnological potential of this peptide, its internalization in liposomes
composed mainly by rhamnolipids was proposed. This biosurfactant, produced by the
fermentative route of Pseudomonas aeruginosa, was selected for being considered
"sustainable", for its intrinsic antimicrobial activity and low toxicity, in addition to not
being employed for nanotechnological experiments. Physic-chemistry and
morphological characterization assays were done by dynamic light scattering (DLS),
transmission electronic microscopy (TEM) and transmission electronic microscopy —
Cryo (TEM - Cryo), then, bilayers production was comproved. Encapsulation
efficiency tests showed that liposomal systems can incorporate efficiently between 44
e 61% of ParELC3. In relation to the antimicrobial activity, versions of internalized
ParELC3 into liposomes composed mainly by rhamnolipids were more efficient than
compared to antimicrobial activity for free ParELC3, both for E coli and S aureus
bacterias representers. In function of these promising results, was proposed to do
stability and drug release assays, and results showed that liposomes prolonged the
ParELC3 liberation and them average stability is around 20 days. The results still
showed that at the concentration tested, liposomes constituted mainly by
rhamnolipids are not toxic to HepG2 cells, neither for ParELC3 peptide. We believe
that these systems, where liposomes are encapsulated with ParELC3, can be used

against bacterial infections.

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

antimicrobian activity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacdo esquematica do mecanismo de morte pds-segregacional

Figura 3 - Esquema de um lipossoma e os locais de incorporacao de substancias.28

Figura 4 - Estrutura dos quatro principais ramnolipideos produzidos por
PSeudomONas @EIUGINOSA..........uuuuuuiiiieeeeeeeeeetiie e e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeessaa e eeeeeeeeennnes 30
Figura 5 - Estrutura priméria dos peptideos derivados de ParE..............cccccceeenns 33
Figura 6 - Esquema ilustrativo da SPFS, utilizando a estratégia Fmoc................... 34

Figura 7 — Curva de calibracdo do peptideo ParELC3 via UV — Visivel, sob
comprimento de onda de 280 NM..........oovvviiiiii e e e e 42

Figura 8 - Fluxograma para determinacgéo da atividade antimicrobiana pelo método
de MICTOTIUIGED ... 44

Figura 9 - Perfis cromatogréficos obtidos em escala analitica para o peptideo
ParELC3 (A) antes e (B) ap0s a purificacdo. Coluna de fase reversa Shimadzu C18
(250 x 4,6 mm; 5 uym; 300 A). 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 deteccao
a 220 nm. Condi¢des da purificacdo: Coluna de fase reversa Juapiter Phenomenex
C18 (250 x 10 mm; 10 ym; 300 A) com gradiente linear de 35 a 65% de componente
organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em 90 minutos, fluxo de 3,0 mL.min™t e
ELECGAD 8 220 NIM ..o 50

Figura 10 - Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo
ParELC3W (A) antes e (B) apds a purificacdo. Coluna de fase reversa Shimadzu
C18 (250 x 4,6 mm; 5 ym; 300 A). Gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A:
agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 ml.min™® e
deteccdo a 220 nm. Condi¢cdes da purificacdo: Coluna de fase reversa Jupiter
Phenomenex C18 (250 x 10 mm; 10 ym; 300 A) com gradiente linear de 35 a 65%
de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em 90 minutos, fluxo de
3,0 ML.min™ @ deteCGAO0 @ 220 MM ......vvieeeieeeee et 50

Figura 11 - Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo
ParELC3-CF (A) antes e (B) apos a purificacdo. Coluna de fase reversa Shimadzu
C18 (250 x 4,6 mm; 5 ym; 300 A). Gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A:
agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 ml.min™ e
deteccdo a 220 nm. Condi¢cbes da purificagdo: Coluna de fase reversa Jupiter
Phenomenex C18 (250 x 10 mm; 10 ym; 300 A) com gradiente linear de 35 a 65%
de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em 90 minutos, fluxo de
3,0 ML.MIN™ @ deteCGA0 @ 220 NM. .....veeeeeeeeeeee et 51



Figura 12 - Determinacdo da concentracdo minima inibitoria do peptideo ParELC3
(A) e ParELC3W (B) sobre atividade da DNA girase. Volume de reacdo de 30 pL
contendo: C1: controle positivo (plasmideo pBR322 relaxado); C2: controle negativo
(plasmideo pBR322 relaxado e a enzima DNA girase); os valores em cada aplicacédo
no gel representam a concentracdo de cada um dos peptideos em pmol.L™........... 53

Figura 13 - Determinacdo da concentracdo minima inibitoria do peptideo ParELC3
(A) e ParELC3W (B) sobre atividade da Topoisomerase IV. Volume de reagéo de 30
puL contendo: C1: controle positivo (plasmideo pBR322 superenovelado); C2:
controle negativo (plasmideo pBR322 superenovelado e a enzima Topo 1V); os
valores em cada aplicacdo no gel representam a concentracdo de cada um dos
PEPLIAEOS €M LUMOLL ...t e e e e eeaeas 54

Figura 14 - Micrografias obtidas por MET-Convencional para amostras de
lipossomas livres. FormulagBes: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C:
Ramonolipideo + Colesterol; D: Ramnolipidio + PC + Colesterol.............ccccccceeernnnn. 62

Figura 15 - Micrografias obtidas por Crio-EM para amostras de lipossomas de
ramnolipideos (formulag@o A) VAZIOS ...........uiiiiieeiiiiiieee e 63

Figura 16 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via sonicacao e
extrusao e incorporados com ParELC3 frente aos microrganismos E. coli e S. aureus
pelo ensaio de “Time Killing”. (Controle de crescimento: (+) Meio+suspensao
bacteriana; (-) ciprofloxacina (100 IMOLL™) ......cooviviviiieeeceeeeee e, 69

Figura 17 - Estabilidade das formulag¢des lipossomais A, B, C e D (tamanho das
particulas e polidispersao) durante 30 dias, sob armazenamento em 4°C................ 71

Figura 18 - Liberacdo prolongada de ParELC3W dos sistemas lde formulacdes A, B,
C e D (Tabela 1) conduzidOs Via SONICAGAD ..........cceevvurruiieeeeeeeeeeeiiiiee e e e e e e eeeennanaens 73
Figura 19 - Fotomicrografias analisadas por microscopia confocal frente a
Escherichia coli 0157:H17 (ATCC 43895) e Staphyllococus aureus (ATCC 14458)
tratadas com ParELC3-CF incorporado nas formulacdes de lipossomas A, B, C, D e
ParELC3-CF livre (representado pelaletra E)......ccccoooviiiiiiiiiiiiii e, 74



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Composicdo dos lipossomas selecionados para caracterizacdo fisico-
(o 01110 o= U 38

Tabela 2 - Massas moleculares teoricas e obtidas por espectroscopia de massas
dos peptideos ParELC3, ParELC3W € ParELC3-CF ..........ccooviiviviiiiiieeeeeeeeeeein, 52

Tabela 3 - Comparacéo da atividade inibitoria dos peptideos ParELC3 e ParELC3W
€M tOPOISOMErAaSES DACIEIANAS. ......cee e e 54

Tabela 4 - Variacdo do diametro hidrodinamico e do potencial zeta dos lipossomas
preparados por sonicacdo em fungéo da formulagao..............cceeevvvieiiiii i, 57

Tabela 5 - Variacdo do diametro hidrodinamico e do potencial zeta dos lipossomas
preparados por extrusdo em funcao da formulagao .........ccceeeeevvveeiiiiiiiiee e, 57

Tabela 6 - Variagcdo do Diametro Hidrodindmico e do potencial Zeta ({) de

lipossomas preparados por sonicacéo e adicdo do peptideo ParELC3W ................. 60
Tabela 7 - Variacdo do Diametro Hidrodinamico e do potencial Zeta ({) de
lipossomas preparados por extrusdo e adicao do peptideo ParELC3W ................... 60

Tabela 8 - Eficiéncia de encapsulacdo do peptideo ParELC3W em diferentes
10 T0 13S0 T T PSR 64

Tabela 9 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via sonicacao e
incorporadas com ParELC3 frente a Escherichia coli. As formulacdes dos lipossomas
foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo + Colesterol; D:
Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as formulagdes sem
peptideo incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L? de ramnolipideo; R
corresponde a solubilizacdo do Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™, sem uso da
£ ] 1o Vo= Lo 1RSSR 65

Tabela 10 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via sonicacao e
incorporadas com ParELC3 frente a e Staphyllococcus aureus. As formulacdes dos
lipossomas foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo +
Colesterol; D: Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as
formulacbes sem peptideo incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L?; R
corresponde & solubilizacdo do Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™, sem uso da
(510 ] 10> Tot= Lo TP 66

Tabela 11 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via extrusao e
incorporadas com ParELC3 frente a Escherichia coli. As formulac¢des dos lipossomas
foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo + Colesterol; D:
Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as formulagdes sem
peptideo incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L; R corresponde &
solubilizacdo do Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™, sem uso da extruséo......... 66



Tabela 12 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via extrusdo e
incorporadas com ParELC3 frente a Staphyllococcus aureus. As formulacdes dos
lipossomas foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo +
Colesterol; D: Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as
formulacbes sem peptideo incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L; R

corresponde a solubilizacdo do Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™, sem uso da
L)1 (U ES7- [0 TP PPTTR 67

Tabela 13 - Avaliacdo da citotoxidade das formulacdes lipidicas A, B, C, D,
ParELC3 livre e formulagBes vazias (LB) frente a células de HepG2 ...........cccuvvneeee 76



1.

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt 22
1.1 TOPOISOMEIASES ovvuuuiiieeeeeieieeiiiee e e e e e e et e e ettt e e e e e e e e e e et s e e e e e eeeeeseaaa s 23
1.2  Sistema Toxina-AntitoXina (TA) ..o 24
1.3 Lipossomas e aencapsulacdo de substancias.........cccceeeeeeeviveeeiinnnnnnn. 27
1.4 RaMNOIPIAEOS ..covvviiiie e e 29
L0 TN I LV 32
ODjetivoS ESPECITICOS ..uviiiiiiiiiiiee e 32

MATERIAL E METODOS ......cci oottt st san e saeenes 33
3.1 Sintese, purificagdo e caracterizagdo de peptideos ..........coccvvvvveeernnn. 33
3.2 Ensaios deinibicdo de atividade da DNA girase ..........ccccccuvvevnnnnnnnnns 36
3.3 Ensaios de inibicdo da atividade da Topoisomerase IV...................... 36
3.4 Producdo do RamMNOlIPIdEO ....cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiee e 37
3.5 Preparo de lIPOSSOMAS. ....uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiib bbb 38
3.6 Caracterizacao dos Sistemas de lipoSsSoOmas........cccoeeeeeevvvvviiiiieneeeennn, 39

3.6.1 Espalhamento de luz din&mico (DLS).........ccccccmmivmmiiimiiiiiiiiinnne 39

3.6.2 Potencial Zeta (Q)............cccuummmmmiiiiiiiiii s 40

3.6.3 Microscopia eletrénica de transmissédo convencional e crio .40
3.7 EficiBnCia de INCOIrPOTraGAD ... ..uuuuururiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiibiiiieiebibebbeeeeeeeeaeeenees 41
3.8 Teste de MicrodiluiGao em Placas ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 42
3.9 Ensaiode “Time Killing” ... 44
3.10 Ensaio de Estabilidade .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneeeeeennes 45
3.11 Ensaio de Liberagdo Prolongada ..........ccccuuuviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 45
3.12 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) ..........cccevvvnnn.n. 46
3.13 Ensaio de CitotoXiCIdAde ........cooviiiiiiiiiii e 46
RESULTADOS E DISCUSSAO ......coiiieiiiiiiiieteiee et 48
4.1 Sintese, purificacéo e caracterizacdo de peptideos ........cccccccvvvvvrrnnnnns 48
4.2 Ensaios de inibic&do das atividades das enzimas DNA girase e
TOPOISOMEIASE [V ..o 52
4.3 Desenvolvimento das Formulagdes Lipidicas ........ccccccvmvvrviinninnnnnnnnns 55

4.4 Caracterizacdo dos Sistemas Lipossomais: Tamanho e Potencial Zeta

4.5 Caracterizagdo dos Sistemas Encapsulados: Tamanho e Potencial
=] - () SRR 59



4.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET) .......ccoovvvvviiiiiiiiieeeeeeennnn, 61
4.7 Eficiéncia de INCOrPOraCao0 .......oovvvvuviiiieeeeieeeeiiiis e e e e e e e eeees e e e e e e eeennns 63
4.8 Ensaio de Inibicdo de Crescimento Bacteriano .........cccccvvvviiieeeeeeeennns 64
4.9 Ensaiode “Time Killing” ..o e, 68
4.10 Estabilidade dOS lipOSSOMAS........ccoiiiieiiiiiiiiiiiii e 70
4.11 Ensaio de Liberagdo Prolongada ..........cccccuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 72
4.12 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCLV) .........eeeevveenns 73
4.13 Ensaios de CitotOXICIAAAE ........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibeienaeaeaees 75
CONCLUSOES ..ottt 77

REFERENCIAS .. .ot ettt e et e e e e e, 78



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1. Aminoacidos

Ala (A) - alanina

Arg (R) — arginina

Asn (N) — asparagina
Asp (D) — &cido aspértico
Cys (C) — cisteina

GIn (Q) — glutamina

Glu (E) — &cido Glutamico
Gly (G) — glicina

His (H) — histidina

lle (I) — isoleucina

Leu (L) — leucina

Lys (K) — lisina

Met (M) — metionina

Phe (F) — fenilalanina
Pro (P) — prolina

Ser (S) — serina

Thr (T) — treonina

Trp (W) — triptofano

Tyr (Y) — tirosina

Val (V) — valina

2. Outras terminologias

CF — carboxifluoresceina

CLAE - cromatografia liquida de alta eficiéncia
DCM - diclorometano

DIC — N,N’-diisopropilcarbodiimida

DMF — dimetilformamida

DMSO - dimetilsulfoxido

DNA — acido desoxirribonucleico



EDTA — acido etilenodiaminotetraacético
Fmoc — 9-fluorenilmetiloxicarbonila
Fmoc-AA — Fmoc-aminoéacido

GUV - vesicula unilamelar gigante

GyrA — subunidade A da DNA girae

GyrB — subunidade B da DNA girase

HOBt — N-hidroxibenzotriazol

LUV — vesicula unilamelar grande

MCVL — microscopia confocal de varredura a laser
MET — microscopia eletronica de transmisséo
MLV — vesicula multilamelar

MRNA — acido ribonucleico mensageiro
ParED — ParE/ParD

PBS — tampao fosfato-salino

PC — fosfatidilcolina

RL — ramnolipideo

RNA — &cido ribonucleico

SBF — soro bovino fetal

SDS - dodecil sulfato de sédio

SPFS - sintese de peptideos em fase solida
SUV - vesicula unilamelar pequena

TA — sistema toxina-antitoxina

TBE — tampao tris-borato-EDTA

tBu — terc-butila

TFA — acido trifluoroacético

TFE — trifluoroethanol

Topo IV — Topoisomerase IV
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1. INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos constitui hoje um dos maiores desafios da
medicina e das industrias farmacéuticas (KHAN; SIDDIQUI, 2012; FAIR; TOR, 2014;
MARTINEZ; BAQUERO, 2014). O combate a doencas provocadas por infeccbes
microbianas vem sendo o objetivo de muitos estudos e isso ocorre, em grande parte,
pelo surgimento de microrganismos multirresistentes aos medicamentos existentes
no mercado (LOHNER; STAUDEGGER, 2001).

A resisténcia aos antimicrobianos, um fenémeno natural, esta relacionada a
existéncia de diferentes mecanismos bioquimicos que inibem a acdo dos
antimicrobianos (LORENZON, 2015). Os mecanismos descritos hodiernamente na
literatura seriam: mutacgdes, que resultam em modificacdes no material genético dos
microrganismos; transferéncia de genes, causada por mecanismos de transducéo,
transformacdo e conjugacdo de elementos genéticos como plasmideos e
transposons (CUNHA, 1998; MARTINEZ, 2012); ou ainda, um mecanismo que vem
sendo estudado mais recentemente, que seria a persisténcia bacteriana, fenémeno
que esta diretamente ligado a sistemas Toxina-Antitoxina presentes em bactérias
patogénicas e pode conferir a elas tolerdncia tempordaria a antibidticos (WANG,;
WOOD, 2011; YAMAGUCHI et al., 2011).

Segundo estimativas, até 2050 serdo atribuidas a resisténcia antimicrobiana
cerca de 10 milhdes de mortes por ano (O’ NEIL, 2014). Além disso, o cenario atual
demonstra que estamos inseridos em uma era pés-antibiéticos, ja que o niumero de
novos antibiéticos no mercado diminuiu significativamente nos dltimos anos
(LUEPKE et al., 2017), sendo que na década de 2000 somente dez novas entidades
de farmacos foram aprovadas, o que fez com que a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) incluisse os agentes antimicrobianos na lista de medicamentos prioritarios
para o mundo (KAPLAN et al., 2013).

Assim, € de vital importancia a busca por substancias naturais ou sintéticas que
exibam atividades antimicrobianas especificas e, acima de tudo, que sejam
resistentes aos microrganismos patogénicos que existem na atualidade, além de
prezar pela baixa toxicidade, seletividade e qualidade de vida do futuro consumidor.

Neste contexto, as toxinas encontradas em organismos vivos sdo uma grande
promessa para alcancar estes objetivos. Dentre estas toxinas, a proteina bacteriana

ParE (JOHNSON et al.,1996), que exerce sua funcao citotoxica sobre um grupo de
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enzimas denominado topoisomerases, constitui um exemplo importante da riqueza
quimica e biolégica para o desenvolvimento de novas estratégias no desenho de
potenciais agentes antimicrobianos que podem vir a complementar a acdo dos
antibioticos ja existentes (CUDIC et al., 2002).

1.1 Topoisomerases

As topoisomerases constituem um grupo de enzimas que se tornou alvo
efetivo para varios agentes terapéuticos. Tais enzimas estdo presentes em todos 0s
tipos de células e catalisam mudancas topolégicas no DNA, imprescindiveis ao
metabolismo e, portanto, para a viabilidade celular (WANG,1985).

Estas enzimas, com base em seus mecanismos de acao, podem ser divididas
em subfamilias. As topoisomerases do tipo |, que agem catalisando a quebra
transitéria de uma das fitas do DNA e as do tipo Il que catalisam a quebra
simultanea das duas fitas do DNA, reunindo-as posteriormente.

A DNA girase é um classico representante das topoisomerases do tipo II,
descoberta em Escherichia coli por GELLERT e colaboradores em 1976, e
diferentemente das demais topoisomerases, € a Unica capaz de introduzir super-
hélices negativas no DNA (GELLERT et al.,1976; MAXWELL, 1997), e na auséncia
de ATP é capaz de relaxar negativamente o DNA plasmidial superenovelado
(MAXWELL, 1997). Esta enzima desempenha um papel essencial para os passos de
iniciagdo e elongacao durante a replicagdo do DNA, assim como também para os
processos de condensacdo e segregacdo, sendo, portanto de fundamental
importancia para a manutencéo celular.

O estudo das topoisomerases se expandiu nos campos da farmacologia e
medicina clinica por meio da identificacdo da DNA girase bacteriana como alvo para
antibioticos e algumas toxinas. A DNA girase é encontrada em todas as bactérias e
ausentes em eucariotos. Mais especificamente, € uma enzima homdloga as
topoisomerases Il de células eucaritticas, diferindo destas, em relacéo a sua regiao
de interacdo com o DNA (LEVINE et al., 1998). Dai sua importancia como alvo para
agentes antimicrobianos, j4 que esta diferenca permite uma 6tima toxicidade seletiva

para microrganismos.
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Posteriormente, Kato e colaboradores descobriram um homologo da DNA
girase, a topoisomerase IV (Topo IV), capaz de relaxar o supernovelamento do DNA,
facilitando, assim, os processos de replicacdo e transcricdo (KATO et al, 1990;
KATO et al, 1992). Apesar da semelhanca estrutural e do mecanismo catalitico, as
enzimas diferem em uma maneira fundamental: DNA girase, durante sua acao,
envolve o DNA em torno de si, enquanto a topoisomerase 1V nao (PENG; MARIANS,
1995).

As perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos com acéo
antibacteriana incluem o estudo aprofundado da acdo das proteinas naturais
produzidas por microrganismos, incluindo as que tém como alvo a DNA girase, e
mais recentemente a Topo IV, dentre as quais se encontra a toxina ParE, que
conjuntamente a antitoxina ParD, constitui o denominado sistema toxina-antitoxina
ParkE-ParD.

1.2 Sistema Toxina-Antitoxina (TA)

Amplamente difundidos em organismos procariéticos, 0s sistemas toxina-
antitoxina (TA) sdo importantes modulos genéticos formados, geralmente, por dois
elementos, sendo eles uma toxina e uma antitoxina (YAMAGUCHI et al, 2011). Em
células que exibem crescimento normal, a toxina é normalmente neutralizada pela
antitoxina. Contudo, em vérias condicbes de estresse, as antitoxinas s&o
rapidamente degradadas por proteases ou RNases, dependendo da sua natureza,
deixando, dessa forma, as toxinas livres para agirem sobre seus alvos com
consequente interferéncia em processos celulares fundamentais, como a replicacao
do DNA, traducéo e producdo de ATP (HAYES, 2003; BARBOSA et al., 2014;
MASUDA,; INOUYE, 2017).

Os sistemas TA foram descobertos inicialmente em plasmideos como um
mecanismo de manutencdo destes fragmentos de DNA extracromossomais,
processo denominado de morte pds-segregacional, ou morte celular programada
(Figura 1). Posteriormente, também foram encontrados nos cromossomos de
bactérias e arqueobactérias, atuando em outros eventos celulares importantes, tais

como, a formacado de biofilmes, protecdo contra bacteriéfagos, reparacdo do DNA
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cromossomal e resposta a condi¢des adversas (PAGE; PETI, 2016; BUSTAMANTE;
IREDELL, 2017).

No caso do processo de morte celular programada, os sistemas TA exercem
uma funcdo essencial na manutencdo dos plasmideos, em virtude da sua
capacidade em matar ou inibir o crescimento de uma célula filha que ndo recebe
uma copia do plasmideo durante o processo de divisdo celular (PANDEY; GERDES,
2005). Apos a divisdo celular, cada célula filha devera herdar alguns dos complexos
toxina-antitoxina do citoplasma. Se uma célula filha ndo herda uma coépia do
plasmideo, a sintese da antitoxina ndo € mais possivel (WILBAUX et al., 2007). Por
ser menos estavel, a antitoxina é degradada, resultando na liberacdo da toxina, que
ficara livre para agir no seu alvo e exercer a sua funcao, inibindo um determinado

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

Figura 1 - Representacdo esquematica do mecanismo de morte pos-segregacional
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Assim, os modulos TA podem ser compreendidos basicamente como
entidades genéticas que regulam o crescimento celular em procariotos.

Um exemplo de sistema TA é o sistema ParE/ParD, identificado no plasmideo
RK2 de uma gama de procariotos, sendo ParE (103 aminodacidos) a toxina e ParD
(83 aminoécidos) a antitoxina (Figura 2). ParE tem sua atividade neutralizada pela
acdo de ParD. ParE apresenta atividade citotéxica no processo de replicacdo do
DNA, por interferir na acdo da DNA girase, possivelmente interagindo com uma das
subunidades da enzima, estabilizando o denominado “complexo clivavel” (JIANG et
al., 2002).

Neste sentido, o desenho racional e a sintese quimica de derivados de ParE,
estruturalmente mais simples, surgiu como um meio alternativo, na obtencdo de
moléculas modelo para estudos de interacdo com a DNA girase, além de poderem
servir como um caminho para o desenvolvimento de novos derivados peptidicos que

possuam como alvo as DNA topoisomerases bacterianas.

Figura 2 - Estrutura primaria de ParE e de ParD de Escherichia coli (plasmideo RK2)

IMTAYILTTDAEADLRGIIRYTRKQWGTAQVRRYIARLEHGIADLAAGRGSFRDMSELFPE
LRMIHCEHHYVFCLPHGSAPALVVAIFHERMDLMARLSERLNIES105
ParE

IMSRLTIDMTDQQHQSLKALAALQGKTIKQYALERLFPGDADADQAWQELKTMLGNRI
NDGLAGKVSTKSVGEILDEELSGDRASZ3
ParD

Fonte: Elaborado pela autora

Desta forma, uma série de peptideos derivados desta proteina tem sido
desenhados e sintetizados quimicamente com a finalidade de se obter o melhor
derivado com potencial atividade inibitéria sobre a DNA girase (BARBOSA et al.,
2012). Resultados promissores foram obtidos em termos de inibicdo da atividade
desta enzima. In vitro, os valores de concentracédo para inibicdo total (IC10) foram

entre 10 e 25 pmol.L™ para o peptideo denominado ParELC3, porém ensaios in vivo
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foram insatisfatorios, basicamente devido a baixa permeabilidade da membrana
celular bacteriana a estes peptideos (BARBOSA et al., 2012).

Dada esta dificuldade, a encapsulacdo destes peptideos em sistemas
carreadores, tal como lipossomas, poderia ajudar a superar a baixa permeabilidade
da membrana, integrando-se a ela, de tal forma a permitir o transporte dos peptideos
ao interior da célula e facilitar a acessibilidade destas moléculas ao seu alvo

intracelular.

1.3 Lipossomas e a encapsulacéo de substancias

Os lipossomas sado estruturas vesiculares e microscopicas formadas,
basicamente, por fosfolipidios organizados em bicamadas concéntricas que
circundam compartimentos aquosos. Os lipossomas podem conter uma unica
bicamada lipidica ou bicamadas mudltiplas em torno do compartimento aquoso
interno e, portanto, s&o classificados em unilamelares e multilamelares,
respectivamente (FREZARD et al., 2005). Quanto ao tamanho, as vesiculas
unilamelares podem ser pequenas ou grandes, sendo caracterizadas como
lipossomas unilamelares pequenos - SUV (small unilamellar vesicles) e lipossomas
unilamelares grandes - LUV (large unilamellar vesicles).

De uma forma bem geral, podem ser obtidos a partir de qualquer substancia
anfifilica formadora de fase lamelar. Isso ocorre quando a parte hidrofébica desta
substancia entra em contato com algum solvente polar. Para buscar o equilibrio e
recuperar sua estabilidade quimica, esta substancia passa a se reorganizar em uma
bicamada de modo a evitar que suas partes hidrofébicas entrem em contato com o
dado solvente.

Devido as suas propriedades anfifilicas, os lipossomas podem incorporar
tanto substancias hidrofilicas como lipofilicas, sendo que as primeiras ficam no
compartimento aquoso e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas nas lamelas (CEVC et
al., 2002; CEVC, 2004; EL MAGHRABY et al., 2008) (Figura 3).

Além disso, sao sistemas altamente versateis, pois suas propriedades fisicas
e quimicas podem ser alteradas de acordo com requisitos farmacéuticos e
farmacoldgicos, de modo a permitir o direcionamento especifico e a liberagéo
progressiva e controlada de um farmaco encapsulado (EDWARDS; BAEUMNER,



28

2006). Devido a esta versatilidade estrutural, os lipossomas se tornaram potentes
carreadores para varios tipos de terapias, aumentando a eficdcia em relacdo a
outras formas farmacéuticas e reduzindo os efeitos toxicos dos farmacos (BATISTA,
et al., 2007).

Figura 3 - Esquema de um lipossoma e os locais de incorporacao de substancias

hidrofilicas

Substancias
lipofilicas

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

Nas Ultimas décadas tem-se presenciado uma verdadeira revolugdo no
emprego de lipossomas nas areas de farmacologia, biotecnologia e medicina,
conduzindo a produtos de uso clinico e veterinario, aléem de outras inUmeras novas
aplicacdes (SANTOS; CASTANHO, 2002). Os lipossomas sdo muito utilizados para
prolongar o tempo de permanéncia dos farmacos no organismo, além de garantir
maior estabilidade e eficacia destes compostos (CEVC; BLUME; 1992).

Dentre as principais fungdes deste material de escala nanométrica, destaca-se
sua capacidade de aumentar a permeabilidade e o efeito de retencdo do material
encapsulado (SANTOS; CASTANHO, 2002; ZUCKER et al.,, 2009; ELOY et al.,
2014).

Neste contexto, peptideos biologicamente ativos, especialmente os inibidores

de topoisomerases, encapsulados em lipossomas desenvolvidos com formulacdo
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adequada, além de estarem protegidos da acdo de proteases quando em meio
biologico, poderia superar a baixa permeabilidade da membrana bacteriana,
entrando na célula por rotas endociticas ou por processos fusogénicos, facilitando

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

1.4 Ramnolipideos

Tensoativos sdo moléculas anfipaticas com uma parte hidrofilica e outra
hidrofébica, podendo ser sintéticos, obtidos a partir de sinteses quimicas, ou
naturais, produzidos por microrganismos (biosurfactantes).

Os biotensoativos constituem uma classe de compostos tensoativos que sao
produzidos a partir de organismos vivos, podendo ser encontrados em superficies de
células microbianas ou excretados extracelularmente (SOUSA et al., 2014).

Estes compostos s@o alternativos aos tensoativos sintéticos, apresentando
inUmeras vantagens especiais em relacdo a estes, como biodegrabilidade, baixa
toxicidade, maior taxa de reducdo de tensdo superficial, solubilidade em agua
alcalina, estabilidade térmica, estabilidade quanto a valores extremos de pH,
producédo a partir de substratos renovaveis e a capacidade de modifica¢do estrutural
através da engenharia genética ou técnicas bioquimicas (BANAT et al., 2000).

Para a industria, estes materiais tém propriedades interessantes como
capacidade emulsificante, espumante e umectante e apresentam uma alternativa
promissora e interessante do ponto de vista ambiental (LOVAGLIO et al., 2011a;
SOUSA et. al., 2014).

Os biotensoativos sado capazes de formar diversas estruturas tais como
micelas, vesiculas esféricas ou irregulares, estruturas lamelares, entre outras
(CHAMPION et. al., 1995).

Os principais tipos de tensoativos podem ser divididos em glicolipidios,
fosfolipidios, lipossacaridios, lipopeptidios, acidos graxos e lipidios neutros
(BOGNOLO, 1999; MULLIGAN et al., 2001). Os glicolipidios sdo definidos como
hidroxi-acidos graxos ligados a uma molécula de acgUcar através de uma ligacéo
glicosidica, enquadrando nessa classe somente os raminolipideos (HOLMBERG,
2001).
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Os ramnolipideos sdo um dos mais importantes representantes da classe de
biotensoativos produzidos por microrganismos (HABA et al., 2014), fazem parte da
familia dos glicolipideos, ndo apresentam fosfato na sua composicédo quimica e séo
mais frequentemente produzidos por processos fermentativos de Pseudomonas
aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa € uma linhagem bem estudada e produtora,
principalmente, de monoramnolipideos do tipo Rha-C;p e Rha-Cip-Cip €
diramnolipideos do tipo Rhay-Cip € Rhay-C1o-C1o (LANG; WAGNER, 1987) (Figura
4).

Figura 4 - Estrutura dos quatro principais ramnolipideos produzidos por Pseudomonas
aeruginosa
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Fonte: LANG; WAGNER, (1987) modificado

Estes biotensoativos apresentam crescente interesse por parte da

comunidade cientifica devido as suas propriedades fisico-quimicas e tensoativas
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que lhes conferem um amplo espectro de aplicacdo, incluindo areas como a
biorremediacéo, recuperacao terciaria do petroleo, aditivos em alimentos, farmacos
(antimicoticos e antibidticos), medicina, produtos de limpeza e cosméticos.
(HENKEL, et al., 2012).

No caso da medicina, acredita-se que os ramnolipideos provocam dificuldade
a formacédo posterior de filmes bacterianos gerados por Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis, que sao patégenos, normalmente
associados a alimentos. Segundo Gomes e Nitschke (2012), tais metabdlitos se
mostraram eficazes contra uma ampla gama de microrganismos, sendo eficientes
contra bactérias Gram negativas e positivas, além de fungos filamentosos, porém
nao apresentam efeito significante contra leveduras (VATSA et al., 2010).

Os ramnolipideos ainda séo pouco aproveitados e estudados para fins
nanotecnoldgicos, no entanto, literatura aponta uma patente relacionada ao uso dos
ramnolipideos e sua aplicacdo como lipossoma (ISHIGAMI et al., 1990), além de
outros trabalhos mais recentemente disponibilizados onde se utiliza das
caracteristicas do glicolipideo para producdo e caracterizacdo de vesiculas
(PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2009; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2011), ou
ainda, onde se descreve que este biotensoativo apresenta caracteristicas robustas o
suficiente para ser aplicado para fins nanotecnolégicos (MAIER; CHAVEZ, 2000;
LOURITH; KANLAYAVATTANAKUL, 2009; GUDINA et al., 2013).

O ramnolipideo ainda vem sendo estudado para outras aplicacfes
nanotecnoldgicas, onde se destacam: emulsdo, microemulséo, e mais recentemente
para nanoemulsdo (BAI; MCCLEMENTS, 2016; NITSCHKE; SILVA, 2018) visando
aplicacfes na industria alimenticia, farmacéutica e agricola.

Neste contexto, acredita-se que a utilizagdo de ramnolipideos para a
producado de lipossomas juntamente com a incorporacao de peptideos inibidores de
topoisomerases seja uma ideia interessante, inovadora e capaz de conciliar as
atividades de ambos (ramnolipideo e peptideo) de maneira sinérgica, a fim de
aproveitar o potencial biotecnolégico das duas moléculas, aplicando-as para o

combate as infec¢des bacterianas.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo principal o desenvolvimento e a
caracterizacdo de lipossomas de ramnolipideos encapsulados com peptideos

inibidores de topoisomerases.

Objetivos especificos

De maneira especifica, foram os objetivos do trabalho:

1. Sintetizar quimicamente as sequéncias peptidicas derivadas de ParE,

empregando a metodologia da fase sdlida;

2. Purificar e caracterizar os peptideos obtidos, utilizando cromatografia

liguida de alta eficiéncia e espectrometria de massas;

3. Desenvolver e caracterizar os lipossomas compostos majoritariamente

por ramnolipideos;

4. Encapsular peptideos sintéticos derivados de ParE em lipossomas de

ramnolipideos;

5. Avaliar a estabilidade e liberacdo modificada dos sistemas de

lipossomas;

6. Realizar experimentos que comprovem possiveis atividades dos

sistemas de lipossomas em Escherichia coli e Staphyllococcus aureus;
7. Avaliar o tempo de morte (“time killing”);

8. Avaliar da citotoxicidade dos lipossomas e peptideo derivado de ParE.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese, purificacéo e caracterizacdo de peptideos

Peptideos derivados de ParE (Figura 5) foram sintetizados quimicamente pelo
método da fase solida (STEWART; YOUNG, 1984; AMBLARD et al.,, 2006) de
acordo com o protocolo padrdo que emprega o grupamento base-labil Fmoc como
protetor dos a-amino grupos, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a protecdo das
cadeias laterais de residuos de aminoécidos trifuncionais (CHAN; WHITE, 2000). A
escolha de ParELC3 deve-se a sua reconhecida capacidade de inibicdo das
topoisomerases bacterianas (BARBOSA et al., 2012) e ParELC3W, para a obtencéo
de um derivado contendo na sua estrutura um grupo croméforo que permita sua

identificagdo e quantificacdo em ensaios envolvendo técnicas espectrofotométricas.

Figura 5 - Estrutura primaria dos peptideos derivados de ParE

Acetil-W-eAHX-PALVVAIFHERMDLMARLSER¥- NH,
ParELC3W

Acetil-*°PALVVAIFHERMDLMARLSER®- NH,
ParELC3

Fonte: Elaborado pela autora.

A resina de partida foi a Rink-amida-MBHA, com grau de substituicdo de 0,52
mmol.g?, empregando DIC/HOBt (Diisopropilcarbodiimida/1-hidroxibenzotriazol)
como agentes de condensacéo. Na etapa de acoplamento de cada aminoéacido, foi
utilizado um excesso molar de 3 vezes, vezes em relacdo ao numero tedrico de
sitios reativos existentes na resina de partida (0,52 mmols), tanto para o Fmoc-
aminoacido quanto para os agentes de condensacdao, inicialmente em uma mistura
Diclorometano (DCM):Dimetilformamida (DMF) (1:1), por um periodo de 2 horas
(Etapa 1 - Figura 6). A desprotecédo dos grupos a-aminicos (remog¢ao do grupo base
labil Fmoc), apos a entrada de cada aminoacido, foi realizada empregando-se uma
solugéo de 4-metilpiperidina 20% (v/v) em DMF (Etapa 2 - Figura 6).

A eficiéncia das etapas de entrada de cada aminoacido foi monitorada pelo

teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando positivo (condensacéo
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incompleta), o processo foi repetido com 50% da quantidade inicial dos reagentes
(Etapa 3 - Figura 6). A acetilagdo foi executada com anidrido acético e

Diisopropiletilamina (10 equivalentes cada) em DMF, por 30 minutos.

Figura 6 - Esquema ilustrativo da SPFS, utilizando a estratégia Fmoc
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Fonte: Elaborado pela autora.
Ao final, a peptidil-resina obtida foi dividida em fracdes, sendo a primeira de

500 mg, para prosseguimento na sintese de ParELC3W e uma outra de 200 mg para
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acoplamento de carboxifluoresceina, que seguiu com 0 mesmo método de
acoplamento adotado para os demais Fmoc-aminoacidos. O restante foi clivado para
a obtencao de ParELCS3.

A clivagem final dos peptideos das respectivas resinas e a desprotecdo dos
grupos protetores das cadeias laterais foi efetuada pelo tratamento das respectivas
peptidil-resinas com uma solucdo de clivagem contendo TFA (94,5%), &gua
deionizada (2,5%), Etanoditiol - EDT (2,5%) e Triisopropilsilano - TIS (0,5%), na
relacdo de 1 mL para cada 100 mg de peptidil-resina, a 25°C por 3 horas, sob
agitacdo moderada (Etapa 4 - Figura 6). Peptideos, denominados brutos, foram
precipitados e lavados com éter dietilico gelado e centrifugados a 4.000 RPM a
temperatura ambiente, dissolvidos em solucdo aquosa de acido acético 10% e
liofilizados.

A purificacdo dos peptideos foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), usando uma coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex Cig (250
X 10 mm;10 um; 300 A) com um gradiente linear variavel de solvente B (A: agua,
0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA), fluxo de 3,0 mL/min e detec¢do a 220 nm.
CLAE analitica foi realizada em um cromatdgrafo UPLC da Shimadzu, empregando
uma coluna de fase reversa Kromasil Cig (25 x 0,46 cm; 5 um; 300 A), com um
gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: &gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 mL/min e deteccédo a 220 nm.

A confirmacéo da identidade dos produtos obtidos foi efetuada empregando
um espectrobmetro de massas Bruker Amazon SL acoplado a um cromatdgrafo de
fase liguida Shimadzu no modo de ionizacdo positivo. O espectro de massas
apresenta a razao massa molecular/carga (MM/z), em que as massas moleculares

obtidas experimentalmente podem ser calculadas empregando a equacao 1:

lv[Mpolipept =(MM.2)-(z. MMH+) Equacéo 1

onde MMygiipept @ mMassa molecular do peptideo em analise; MM € a razéo
massa/carga obtida pela espectrometria de massas; z o numero de cargas que

contém o peptideo (z =1, 2, 3, ...) e MMy" a massa molecular do H* (1,008 g.mol™).
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3.2 Ensaios de inibicdo de atividade da DNA girase

Os ensaios de inibicdo de superenovelamento do DNA (inibicdo da atividade
da DNA girase) foram realizados incubando-se 1 unidade (U) de DNA girase, 0,5 pug
de plasmideo pBR322 relaxado e concentracdes variadas do peptideo ParELC3 (5 a
100 pmol.L™}), em um volume de reacdo de 30 pL. A reacdo foi incubada a 37 °C, por
2h em tampéo de ensaio 1X (descrito abaixo). A reacédo foi interrompida pela adicdo
de 15 pL de STEB (20% sacarose; 0,05 mol.L™ Tris.HCI, pH 7,5; 0,05 mol.L™ EDTA;
50 pg.ml* azul de bromofenol) e 60 L da mistura cloroférmio : alcool isoamilico
(24:1). Posteriormente as amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes das
mesmas foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampéo TBE
(89 mmol.L™ Tris.HCI ; 89 mmol.L™ de &cido bérico; 2 mmol.L™ EDTA, pH 8,2). Apds
a corrida, o gel foi corado durante 30 min, com uma solucéo de brometo de etidio (1
mmol.L™). O gel foi analisado em um fotodocumentador Alpha Imager EP System da

Alpha Innotech.

Tampao de diluicdo enzima: 50 mmol.L™ Tris.HCI (pH 7,5), 100 mmol.L™* KClI,
2 mmol.L™ DTT, 1 mmol.L™ EDTA, 50% glicerol (m/v).

Tampdo de ensaio (concentrado 5X): 35 mmol.L™ Tris.HCI (pH 7,5), 24
mmol.L"* KCI, 4 mmol.L™ MgCl,, 2 mmol.L* DTT, 1,8 mmol.L" espermidina, 1
mmol.L™* ATP, 6,5% (m/v) glicerol, 0,1 mg.mL™ albumina.

3.3 Ensaios de inibicdo da atividade da Topoisomerase IV

Os ensaios de inibicdo do relaxamento do DNA superenovelado (inibicdo da
atividade da topoisomerase |IV) foram realizados incubando-se 1 unidade (U) de
topoisomerase IV com 0,5 pg de plasmideo pBR322 superenovelado e
concentracdes variadas do peptideo ParELC3 (5 a 100 pmol.L™Y), em um volume de
reagcao de aproximadamente 30 uL. A reacdo foi incubada a 37 °C, por 2h em
tampéo de ensaio 1X (descrito abaixo). Em seguida, as amostras foram tratadas e
submetidas a analise de eletroforese em gel de agarose, como descrito para DNA

girase.



37

Tampao de diluicdo enzima: 40 mmol.L™* HEPES.KOH (pH 7,6), 100 mmol.L™
KCI, 1 mmol.L* DTT, 1 mmol.L"* EDTA, 40% glicerol (v/v).

Tampao de ensaio (concentrado 5X): 40 mmol.L™* HEPES.KOH (pH 7,6), 100
mmol.L™* KCI, 10 mmol.L™ MgCl, 10 mmol.L* DTT, 1 mmol.L* ATP, 50 pg.mL™

albumina.

3.4 Producédo do Ramnolipideo

Para a producdo do ramnolipideo empregou-se uma linhagem de
Pseudomonas aeruginosa LBl 2A1 obtida por mutagdo (LOVAGLIO, 2011), a qual
era mantida em caldo nutriente com glicerol a -20°C (COSTA et al.,, 2006). O
processo fermentativo de producdo de ramnolipideos por P.aeruginosa LBI 2A1l
seguiu metodologia previamente descrita por Lovaglio (2011), sendo realizado pelo
grupo de pesquisa do Professor Jonas Contiero, Instituto de Biociéncias, UNESP —
Rio Claro.

Para o preparo do pré-indculo, o microrganismo foi semeado em meio Agar
nutriente em tubo inclinado, por 24 horas, a 30°C. Em seguida, para a obtencdo de
uma suspensdo microbiana, foi adicionado ao meio 3 mL de 4gua destilada estéril. A
densidade 6tica (610 nm) desta suspensdo bacteriana foi ajustada para 0,65
(aproximadamente 10® CFU/mL). Posteriormente, 4 mL desta cultura foi inoculado
em frascos erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL de meio de sais minerais
(ROBERT et al., 1989) e 2% (p/v) de 6leo de soja como fonte de carbono. Este
inoculo foi incubado por 24 horas a 30°C e 200 rpm em um agitador rotativo (New
Brunswick, EUA)

A producédo de ramnolipideos foi feita em frascos erlenmeyers (volume de 1L),
contendo 300 mL de meio mineral, 6 mL do inoculo e 6 mL de oOleo de soja. Os
frascos foram incubados a 30°C, 200 rpm em agitador rotativo, por um periodo de
120 horas. O pH inicial do meio foi ajustado para 6,8.

Os ramnolipideos foram extraidos do meio de cultura apds remocéao celular por
centrifugacédo a 10000 x g durante 20 min. Um volume do caldo livre de células foi
misturado ao mesmo volume de n-hexano (1:1), agitou-se vigorosamente até

completa homogeneizag¢do. Em seguida, a mistura foi mantida em repouso, até que
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houvesse a separacao das fases. Com auxilio de um funil de decantacgéo, descartou-
se a fase contendo n-hexano/ 6leo e adicionou-se H3PO4 85% 1:100 (v/v) a fase
aguosa, levando a precipitacdo dos ramnolipidios presente.

Para a extracdo do tensoativo utilizou-se acetato de etila 1:1,25 (v/v); agitou-se
por 10 min e novamente a mistura foi mantida em repouso, retirou-se a fase superior
para evaporacdo do solvente em rotavapor e obtencdo do ramnolipidio. O
procedimento de extragcdo com acetato de etila foi repetido com a fase inferior.

O produto rhamnolipido foi concentrado a partir das fases organicas reunidas
utilizando um evaporador rotativo. O produto amarelado viscoso obtido foi dissolvido
em metanol e concentrado novamente por evaporacdo do solvente a 45°C. O

produto obtido foi uma mistura de mono e di-ramnolipideos.

3.5 Preparo de lipossomas

O procedimento utilizado para o preparo dos lipossomas foi baseado em
métodos ja descritos por BREUKINK e colaboradores (1997), de maneira a obter a
composicgéo lipidica variavel, em termos de carga e rigidez (Tabela 1).

O preparo das amostras consistiu em solubilizar os lipideos nas quantidades
e proporcdes correspondentes, em cloroférmio e em seguida verter o volume
previamente calculado para obtencdo da concentracdo final desejada, em um tubo
de ensaio. O solvente foi evaporado lentamente sob fluxo de gas nitrogénio (N,),
para formar um fino filme lipidico nas paredes do tubo. O solvente residual foi

eliminado, sob vacuo, por aproximadamente 18 horas.

Tabela 1 - Composi¢éo dos lipossomas selecionados para caracterizacao fisico-quimica

A 2,6 ; )
B 2,6 - 0,3
C 2,6 0,1 -

D 2,6 0,1 0,3

*Fosfatidilcolina
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Posteriormente, adicionou-se ao tubo, 1 mL de solu¢ao tampéao PBS, pH 7,4,
contendo 100 umol.L™ do peptideo ParELC3W (Figura 5). Para conseguir o
desprendimento total do lipideo das paredes do frasco, foram feitas agitacbes suaves
(manualmente), alternadas com agitagcdes vigorosas (em agitador tipo Vortex),
obtendo desta forma uma suspensdo de vesiculas multilamelares grandes (MLV).
Para a sua conversdo em vesiculas unilamelares pequenas (SUV), os MLV foram
submetidos a extrusao (30 ciclos), utilizando extrusor (Avanti Lipids) equipado com
filtro de policarbonato com poros de 100 nm de didametro e/ou a sonicacdo sob
amplitude de 21% e tempo de 6 minutos de sonicacdo, com intervalos de 1 em 1
minuto, com pausas de 20 segundos, utilizando sonicador de microponta.

Os experimentos foram realizados em triplicata e analisados estatisticamente
pelo método ndo-paramétrico ANOVA, através da habilitacdo da ferramenta de
Andlises de Dados disponivel no Excel 2010, seguido do Teste de Tuckey, realizado
com auxilio do Software Past, tomando-se o valor de p<0,05 como nivel de

significancia.

3.6 Caracterizacao dos Sistemas de lipossomas

Para se determinar o tamanho das vesiculas produzidas, estas foram
submetidos a andlise por DLS (Dynamic Light Scattering), Potencial Zeta e
Microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e Microscopia eletrbnica de

transmisséo - Crio (MET-Crio).

3.6.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O diametro hidrodinamico das amostras foi determinado no equipamento
Zetasizer Nano ZS, Malvern, pela técnica de espalhamento de luz dindmico, na qual
o detector € posicionado em um angulo de 173° em relacdo a luz incidente sobre a
amostra, em uma temperatura de 25 °C. A técnica de espalhamento de luz dinamico
relaciona o tamanho das vesiculas com o movimento Browniano. O movimento

Browniano refere-se a movimentacdo das vesiculas devido a colisbes randémicas
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com as moléculas dos liquidos que as circundam. Ao detectar as flutuacdes de
intensidade de luz espalhada o equipamento é capaz de estabelecer um tamanho
meédio das vesiculas através da equacao de Stokes-Einstein (equacéo 2) na qual Dy
corresponde ao diametro hidrodinamico, D ao coeficiente de difusdo translacional, k
a constante de Boltzmann, T a temperatura e n a viscosidade (Malvern Instruments,
2004).

Dh = (kT3  nD) Equacao 2

3.6.2 Potencial Zeta (Q)

O potencial Zeta () foi determinado, indiretamente, em um equipamento
Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS. O aparelho calcula o potencial zeta a partir de
valores de mobilidade eletroforética, aplicando a equacdo de Henry. A mobilidade
eletroforética é medida aplicando potencial em cada eletrodo da cubeta. As
particulas carregadas migram para o eletrodo de carga oposta quando sua
velocidade é determinada. As amostras foram dispersas em solu¢do tampéo PBS,
pH 7,4 (800 pL) e adicionadas a cubeta de Potencial Zeta, modelo DTS1070.

(Malvern Instruments, 2004).

3.6.3 Microscopia eletrénica de transmissao convencional e crio

A criomicroscopia é uma técnica de analise que fornece informacéao estrutural,
com resolucdo subnanométrica, de macromoléculas biologicas, principalmente
complexos de proteinas, além de ser uma importante técnica para a analise de
coloides, micelas e lipossomas, jA que estes podem perder sua morfologia e
estrutura quando liofilizados ou desidratados. Nos experimentos com
criomicroscopia, a amostra € mantidaa -170°C, de modo a assegurar a sua
integridade.

A criomicroscopia eletronica (Crio-EM) dos lipossomas desenvolvidos, foi
realizada no Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano), Campinas, CNPEM.
onde os sistemas foram congelados e posteriormente analisados. Neste caso, 0

contraste entre as vesiculas e o fundo ocorre por espalhamento de elétrons pela
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matéria e é diretamente proporcional ao nimero atémico, assim, ndo existe emprego
de agente contrastante nesta técnica (KUNTSCHE; HORST; BUNJES, 2011).

Para a utilizacdo do Crio-EM foram utilizadas amostras dos lipossomas de
composi¢cdes A (Tabela 1) com concentracdo total de lipideo de 2,7 mmol.L™* no
tampdo PBS 0,01 mol.L?, pH 7,2. As amostras foram preparadas em ambiente
controlado, com temperatura e umidade ajustados para 22°C e 100%,
respectivamente, num sistema de vitrificacdo automatizado (Vitrobot Mark IV, FEI).
Os parametros do Vitrobot seguiram um tempo de blot de 3s. As amostras foram
analisadas utilizando um equipamento JEOL JEM-2100 operando a 200kV.

Todavia, neste trabalho ndo foi possivel submeter todas as amostras a
analise por Crio-EM, e por tal motivo, foi empregada também a técnica de
microscopia convencional, adicionando um agente contrastante capaz de fixar os
lipossomas na grade de carbono antes de sua secagem completa, mantendo as
estruturas das amostras e possibilitando a visualizagcdo e caracterizacdo das
particulas.

Assim, para a utilizacdo do MET - convencional, as solucdes lipossomais
foram colocadas em uma grade de carbono, e em seguida, 0 excesso da amostra foi
removido com o auxilio de um papel absorvente. Subsequencialmente, 1 gota de
solugcdo aquosa de acetato de wuranila 1% (v/v) foi adicionado para corar
negativamente as solucfes. Depois de 1 minuto, o excesso de solucao foi removida
e a grade seca a temperatura ambiente. As analises foram submetidas ao
microscoépio eletrdbnico JEOL JEM-100CX com aceleracao de 100kv. As imagens
obtidas foram tratadas utilizando o Software ImageJ.

3.7 Eficiéncia de Incorporacgéo

Para determinar a eficiéncia de incorporacdo dos lipossomas, foi utilizada a
técnica de separacao por filtracdo molecular (MOHAN et.al., 2016). Os lipossomas
foram submetidos a centrifugacdo em sistemas AMICON, cut-off de 50 KDa
(Millipore), sob velocidade de centrifugacdo de 14.000 x g, por 15 minutos, para
separacao de possiveis peptideos livres na solucao.

O conteudo obtido por centrifugacao foi analisado espectrofotometricamente a
280 nm, empregando um espectrofotometro UV-1601PC da Shimadzu.
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Para eliminar a interferéncia dos lipideos livres na solucdo, o procedimento de
centrifugacédo foi repetido utilizando lipossomas “vazios”, ou seja, preparados na
auséncia de peptideo, com leitura espectrofotométrica a 280 nm. Os valores
ocasionalmente obtidos foram subtraidos dos valores determinados para o filtrado.

A eficiéncia de incorporacgéo foi determinada empregando a equacéo 3, onde
Ci corresponde a concentragdo total de peptideo, Cscorresponde a concentracéo de
peptideo livre, ou seja, peptideo ndo incorporado (separado por centrifugacao),

ambas determinadas empregando uma curva padrdo (Figura 7) previamente obtida:

(EI%) = [Ci — Cf)Ci] x 100 Equacéao 3

Figura 7 — Curva de calibracdo do peptideo ParELC3 via UV — Visivel, sob comprimento de
onda de 280 nm

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1

0

Absorbéancia (u.a.)

y = 0,0055x + 2E-05
Rz2=1

0 20 40 60 80 100 120 140
Concentragao (uM)

3.8 Teste de Microdiluicdo em Placas

As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura de 24
horas, em caldo Muller Hinton (CMH), para as bactérias Escherichia coli O157:H17
(ATCC 43895) e Staphylococcus aureus (ATCC 14458) até atingirem turbidez
(leituras a 620 nm) equivalente a 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0
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x 108 UFC.mL™). Em seguida, foi realizada uma diluicdo 1:10, em CMH, obtendo-se
uma suspensao de 1,0 x 10’ UFC.mL™, a qual foi utilizada nos ensaios.

O teste antimicrobiano foi determinado pela técnica de diluicdo em
microplacas (96 pocos) de acordo com a metodologia descrita na norma M7-A6 do
Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Para peptideos
encapsulados, os pocos foram preenchidos com 40 pL do meio Muller Hinton,
seguido da adicdo de 50 pL da solucéo de lipossoma, nas diferentes formulagcdes A,
B, C ou D (Tabela 1), contendo o peptideo ParELC3 (100 pmol.L™) encapsulado, e
posterior diluicdo seriada (50 a 6,12 umol.L™). Por fim, foram distribuidos 10 pL das
suspensdes dos microrganismos (indculo) em cada poco das placas. A mesma
metodologia foi adotada para ParELC3 ndo encapsulado.

Como controle negativo de crescimento foi utilizada 50 yL de uma solucéo de
ciprofloxacina Sigma N1628 (100 pmol.L™), em substituicdo a solucdo de
lipossomas. Como controle positivo, foi utilizada 10 pL de inéculo em 90 uL de Meio
de cultura.

Outros controles utilizados foram preparados contendo 40 uL de Meio, 10 pL
de indculo e 50 pL de lipossomas A, B, C e D ou contendo 50 pL de Meio e 50 uL de
lipossomas A ou apenas 100 pL de Meio de cultura.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Em seguida
foi feita a leitura espectrofotométrica a 595 nm em um leitor de microplaca (Epoch).
Em cada microplaca testou-se as 4 formula¢des de lipossomas (A, B, C e D) em
quadruplicata (Figura 8).

Os valores obtidos foram considerados para determinar a viabilidade
microbiana para cada microrganismo, que foi calculada através da porcentagem de
inibicAo do crescimento microbiano, em diferentes concentracdes do peptideo

testado, para cada microrganismo de acordo com a equacao:
% Inibicdo do crescimento microbiano= [1-(AyAo) X 100] Equacao 4
em que: A; representa a média das absorbancias obtida para cada concentracdo de

substancia testada, corrigida pela eventual absorcdo dos lipossomas em cada

concentracdo. A, representa a media das absorbancias do controle de crescimento
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microbiano (somente com o lipossoma “vazio”, ou seja, sem peptideo encapsulado)
(GUDINA et al, 2010).

Figura 8 - Fluxograma para determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
microdiluicdo

Formula(;ao Formulagao Formula(;ao Formulacao
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Fonte: Elaborado pela autora
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3.9 Ensaio de “Time Killing”

O teste de “Time Killing” € o método mais apropriado para determinar o efeito
bactericida ou fungicida de uma amostra. E uma boa ferramenta para obter
informacdes sobre a interacao dindmica e cinética entre o agente antimicrobiano e a
estirpe microbiana (PFALLER et al., 2004). Contudo, a utilizacdo da técnica pelo
convencional método de macrodiluicdo é de dificil adaptacdo para amostras em
baixas concentracées, como peptideos antimicrobianos e agentes “antisense’
(SCHIAVONE et al, 2004; HANCOCK; SAHL, 2006). Assim, baseado no principio
da técnica de Concentracdo Inibitdria Minima (CIM), o método de microplacas
também pode ser aplicado para o teste de “Time Killing” (ZHOU et al., 2012).

Desta feita, o teste de “Time Killing” in vitro foi realizado pela técnica diluicdo em
microplacas seguindo a metodologia descrita por Zhou et al. (2012), na qual, utilizou-
se 50 pL dos peptideos encapsulados (100 umol.L™), 40 uL de meio CMH e 10 pL
de suspensdo bacteriana. As mesmas proporcoes foram adotadas para peptideos
livres. As microplacas foram incubadas a 37°C e as leituras realizadas em um leitor

de microplacas (Epoch) nos tempos de 0, 2, 4, 6, 12, 18 e 24 horas para determinar
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a cinética para cada sistema. Em cada microplaca testaram-se as 4 formulac6es de
lipossomas em quadruplicata. O comprimento de onda utilizado para realizar as
leituras de absorbancia foi de 595 nm. Os controles utilizados foram os mesmos do

teste anterior.

3.10 Ensaio de Estabilidade

A estabilidade das lipossomas é um aspecto importante que pode ser
analisado para facilitar a escolha da melhor formulacdo lipidica e determinar a
maneira mais eficiente para sua aplicacdo. Para este estudo, as lipossomas
encapsuladas foram armazenadas em tampdo PBS, sob a temperatura de 4° C
durante um periodo de 30 dias. Em intervalos de tempos variados, as amostras foram
monitoradas via Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) para analise de tamanho das

particulas, polidisperséo (IPD) e potencial zeta (ZP).

3.11 Ensaio de Liberacao Prolongada

Um volume de 6 mL de lipossoma contendo peptideo ParELC3W
encapsulado foi preparado pela técnica de sonicacdo e mantido sob agitacdo de 120
rpm e temperatura controlada de 37°C para simular o meio fisiolégico. A liberacéo foi
determinada em funcdo do tempo, a partir de aliguotas de 0,5 mL que foram
previamente centrifugadas com auxilio do filtro AMICON (50 kDa), sob velocidade de
centrifugagcdo de 14000 x g, por 14 minutos, posteriormente monitoradas usando
espectrofotometro UV-1601 PC Shimadzu sob comprimento de onda de 280 nm.

Para eliminar a interferéncia do sinal do lipideo na solucdo, o procedimento de
centrifugacéo foi repetido para lipossomas “vazias”, ou seja, preparados na auséncia
de peptideo, com leitura espectrofotométrica a 280 nm. Os valores ocasionalmente
obtidos foram subtraidos dos valores determinados para o filtrado. Como controle, o
peptideo ParELC3W livre foi monitorado a fim de determinar se o dado material

conseguiria passar pela membrana selecionada.
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3.12 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL)

Para este estudo foi utilizado o peptideo ParELC3 marcado com
carboxifluoresceina (CF). O teste foi conduzido seguindo a metodologia proposta pelo
item 3.8, e 24 horas apoés a execuc¢do do experimento normal.

Com a intencdo de eliminar qualquer contaminacdo proveniente do peptideo
livre em solucédo, de maneira a restar apenas as células bacterianas marcadas pelo
material, as amostras foram lavadas com PBS filtrado (0,45 pmol.L™), centrifugadas
por 3 minutos a 2000 x g. Este procedimento foi repetido 3 vezes. Posteriormente, 50
pL das amostras foram pipetadas em laminas de microscopio, tiveram suas laminulas
seladas e foram analisadas pelo microscopio Zeiss Confocal Scanning (LSK 780
Inverted).

A fluorescéncia foi monitorada pelo comprimento de onda de excitagéo de 488
nm (verde) e comprimento de emissdo de 525 nm. As imagens obtidas foram

tratadas pelo programa ZEN Zeiss Configuration.

3.13 Ensaio de Citotoxicidade

Este teste foi realizado com as células HepG2 cultivadas em meio RPMI.1640
suplementado com Soro Bovino Fetal (SBF) e antibi6tico. Inicialmente as células séo
lavadas com PBS e SDS, removidas da garrafa com auxilio de tripsina e ajustadas
para uma concentracdo de 5x10* células.mL? com auxilio de uma Camera de
Neubauer.

Posteriormente, o material obtido foi pipetado para uma microplaca de 96
pocos e incubado a 37°C por 24 h com 5% de CO2. Apos o periodo, o meio de cultura
foi removido. Com as células ja aderidas a microplaca, inoculou-se 100uL da
substéancia teste e novamente incubadas a 37°C por mais 24 h.

Finalmente, adicionou-se Alamar Blue as amostras e a leitura realizada no
comprimento de onda de 570 nm. Como controle positivo de crescimento utilizou-se
as células vivas, sem a presenca da substancia teste e como controle negativo de

crescimento, células vivas na presenca de DMSO.
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Quando as células estdo vivas, elas mantém um ambiente de redugdo no
interior do citosol. A resazurina, o ingrediente ativo do reagente alamarBlue, € um
composto ndo téxico e permeavel as células, de cor azul e praticamente nao
fluorescente. Ao entrar em células, a resazurina € reduzida a resorufina, um
composto de cor vermelha e altamente fluorescente. As células viaveis
continuamente convertem a resazurina em resorufina, aumentando a fluorescéncia

geral e a cor dos meios que circundam as células.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese, purificacdo e caracterizacdo de peptideos

A sintese dos peptideos ParELC3 e ParELC3W, bem como de ParELC3
marcado com carboxifluoresceina (ParELC3-CF), foi desenvolvida seguindo os
protocolos béasicos da SPFS e descritos no item 3.1, partindo-se de 1g de uma
resina Rink Amida MBHA de grau de substituicdo 0,52 mmol/g, a qual foi utilizada
para produzir peptideos com um grupamento amida na extremidade C-terminal,
apés a clivagem final. J& o residuo N-terminal (Prolina), foi acetilado ao final da
sintese, empregando anidrido acético e DIEA em DMF. O uso de Rink Amida MBHA
resina e o procedimento de acetilacdo, foram necessarios para mimetizar as
ligacBes peptidicas nestas regides, visto que nestes peptideos, os residuos das
extremidades C- e N-terminais correspondem a um residuo interno da sequéncia da
toxina (BARBOSA, 2012).

ParELC3, ndo apresenta nenhum grupo cromoforo intrinseco, além das
ligacbes peptidicas, na sua estrutura, o0 que dificulta estudos que envolvem sua
identificacdo e quantificagcéo.

Os cromodforos intrinsecos de um peptideo sdo de duas categorias: as
ligacbes peptidicas e as cadeias laterais de alguns aminoacidos. Em termos
guantitativos, a ligacdo peptidica é o cromoforo mais importante, pois existem n-1
ligagbes peptidicas em cada n aminoacidos. O seu comprimento de onda maximo
(Amax) encontra-se em torno dos 220 nm. Trata-se de um cromaoforo que absorve
na regido dos UV longinquo devido as transi¢cdes eletrénicas do C=0 da ligagéo
peptidica (n—0o*). Este grupo carbonila tem as suas propriedades eletrbnicas
modificadas devido a proximidade dos elétrons desemparelhados do atomo de
nitrogénio que participa na ligagdo. De um modo geral, a banda de absorcdo das
ligacBes peptidicas € a mais intensa num espectro de absor¢cdo. No entanto, a este
comprimento de onda também absorvem muitos outros compostos, nomeadamente
uma grande quantidade de solventes organicos e tampdes, o que pode contribuir
negativamente na deteccdo e quantificacdo do peptideo em analise (SEGURA-
GARCIA et al., 1999). Quanto as cadeias laterais dos amino&cidos, as bandas de

absorcdo mais significativas encontram-se no intervalo de comprimentos de onda
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entre os 260 e 290 nm, ou seja, dentro da zona do UV préximo. Concretamente, as
cadeias laterais que absorvem neste intervalo de frequéncias sdo as dos
aminoacidos aromaticos (Trp, Tyr e Phe), que ndo estdo presentes na estrutura
primaria de ParELC3.

Sendo assim, com a finalidade de eliminar qualquer influéncia externa no
monitoramento de ParELC3 por espectrofotometria, foi sintetizado o peptideo
ParELC3W. Para isso, 500 mg da peptidil-resina obtida, foi tratada com 4-metil-
piperidina (20% em DMF), para retirada do grupo Fmoc, e lavada por seis vezes com
DMF/DCM. Em seguida, acoplou-se o acido €-amino hexandico (e-AHX), para atuar
como um espacador entre a cadeia peptidica de ParELC3 e o residuo de triptofano
posteriormente acoplado. Este sendo um aminoacido aromatico, absorve radiacao
eletromagnética na faixa de UV proximo, especificamente a 280 nm, além de emitir
fluorescéncia a 350 nm, o que vem facilitar o uso de técnicas espectrofotométricas
na deteccao e quantificacdo de ParELCS3.

Da mesma forma, a 200 mg de peptidil-resina previamente reservada,
acoplou-se o marcador 5(6)-carboxifluoresceina, empregando-se a mesma
metodologia descrita no item 3.1. Esta marcacédo se fez necessaria, para 0s ensaios
de Microscopia Confocal, devido ao maior rendimento quantico deste marcador, bem
como as caracteristicas técnicas do equipamento, constituido de filtros préprios para
deteccao deste fluoréforo e ndo para o triptofano.

ApoOs as etapas de sintese, clivagem e liofilizacdo, uma pequena quantidade
de cada peptideo liofilizado (aproximadamente 1 mg) foi dissolvida em 1 mL de 4gua
ultrapura, filtrada e submetida a analise qualitativa por CLAE-FR, como descrito em
Material e Métodos. De acordo com os resultados encontrados a partir desta analise,
obteve-se o0 tempo de retencdo e a porcentagem de solvente para cada peptideo.
Entdo, foram definidas as condi¢bes relativas ao tempo de corrida e gradiente
adotado para cada purificacdo em escala semi-preparativa.

As fracOes provenientes do processo de purificacdo (condigbes descritas nos
respectivos espectros) foram submetidas novamente a analises por CLAE em modo
analitico. O contetdo dos tubos denominados puros foi reunido e liofilizado.
Posteriormente, foram analisados por CLAE-FR em modo analitico para confirmacéao

da pureza (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 - Perfis cromatogréficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParELC3 (A)
antes e (B) apés a purificagdo. Coluna de fase reversa Shimadzu C18 (250 x 4,6 mm; 5 ym;
300 A). 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 deteccdo a 220 nm. Condi¢des da purificacio:
Coluna de fase reversa Jipiter Phenomenex C18 (250 x 10 mm; 10 um; 300 A) com
gradiente linear de 35 a 65% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA), em
90 minutos, fluxo de 3,0 mL.min™ e detec¢éo a 220 nm
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Fonte: Elaborada pela autora

Figura 10 - Perfis cromatograficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParELC3W
(A) antes e (B) apos a purificagcdo. Coluna de fase reversa Shimadzu C18 (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A). Gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 ml.min™ e deteccdo a 220 nm. Condigbes da
purificacdo: Coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex C18 (250 x 10 mm; 10 ym; 300 A)
com gradiente linear de 35 a 65% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA),
em 90 minutos, fluxo de 3,0 mL.min™ e deteccéo a 220 nm
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Pode-se observar que os perfis cromatogréaficos dos peptideos puros
apresentaram um unico pico em relacdo aos perfis cromatograficos dos peptideos
brutos. O parametro tempo de retencdo dos peptideos puros foi praticamente
mantido em relacdo ao pico correspondente no extrato bruto, e a pureza relativa
demonstra que os métodos utilizados foram adequados.

Para o peptideo marcado ParELC3-CF (Figura 11), observam-se dois picos
principais no perfil cromatografico da sua forma pura, provavelmente em razdo da
condensacao da 5(6)-carboxifluoresceina estar envolvendo a carboxila do carbono 5
(em maior quantidade) ou do carbono 6, ja que uma mistura de ambos constituem o
marcador original. Porém, este fato em nada influi na sua aplicabilidade nos ensaios

de microscopia confocal.

Figura 11 - Perfis cromatogréficos obtidos em escala analitica para o peptideo ParELC3-CF
(A) antes e (B) ap6s a purificagdo. Coluna de fase reversa Shimadzu C18 (250 x 4,6 mm; 5
um; 300 A). Gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN,
0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo de 1,0 ml.min™® e deteccdo a 220 nm. Condicdes da
purificacdo: Coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex C18 (250 x 10 mm; 10 um; 300 A)
com gradiente linear de 35 a 65% de componente organico (acetonitrila; agua; 0,036% TFA),
em 90 minutos, fluxo de 3,0 mL.mint e deteccdo a 220 nm.
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A caracterizacdo dos peptideos sintetizados foi realizada através de ensaios
de espectrometria de massas. Os valores de massa molecular obtidos no modo
electrospray positivo [ES m/z: (M + H)"], estdo apresentados na Tabela 2.

Os resultados foram coincidentes com o teorico esperado, confirmando a
identidade das estruturas peptidicas sintetizadas. O conjunto de resultados, permite
concluir que os procedimentos utilizados para sintese, clivagem de peptidil-resina e
metodologias de purificacdo desenvolvidas foram adequados, levando a obtencéo

das sequencias desejadas.

Tabela 2 - Massas moleculares teoricas e obtidas por espectroscopia de massas dos
peptideos ParELC3, ParELC3W e ParELC3-CF

+3 833,10
ParELC3 2.495,97 +4 625,10
+3 932,90

ParELC3W 2.795,34 ‘4 699,90
+3 938,30

ParELC3-CF 2.812,26 +4 704,00

Fonte: Elaborado pela autora

4.2 Ensaios de inibicdo das atividades das enzimas DNA girase e
Topoisomerase IV

Os peptideos sintetizados e purificados foram testados quanto a capacidade
inibitoria sobre a atividade das topoisomerases.

A enzima DNA girase introduz superenovelamento negativo em um DNA
circular fechado, gerando uma molécula mais compacta, que migra mais
rapidamente em relacdo ao DNA relaxado fechado durante a corrida em gel de

eletroforese. Deste modo, foi realizada a reacdo de superenovelamento do DNA
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pela girase na presenca dos peptideos ParELC e ParELC3W, como visualizados na
Figura 12.

Figura 12 - Determinagcdo da concentracdo minima inibitéria do peptideo ParELC3 (A) e
ParELC3W (B) sobre atividade da DNA girase. Volume de reacédo de 30 pL contendo: C1:
controle positivo (plasmideo pBR322 relaxado); C2: controle negativo (plasmideo pBR322
relaxado e a enzima DNA girase); os valores em cada aplicacdo no gel representam a
concentracdo de cada um dos peptideos em pmol.L™
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Fonte: Elaborada pela autora

Ensaios de inibicdo da atividade da topoisomerase IV (Topo IV) de E. coli
também foram realizados, com base em estudos prévios do grupo de pesquisa, que
tem demonstrado que além de inibir a atividade da DNA girase, peptideos derivados
de ParE e de CcdB, também inibem a atividade da topoisomerase IV (TROVATTI et
al., 2008; BARBOSA, et al., 2012).

A Topo IV é uma topoisomerase bacteriana do tipo Il que possui estrutura e
mecanismo catalitico semelhante a girase (KATO et al., 1990). A Topo IV possui a
capacidade de relaxar positiva ou negativamente moléculas de DNA
superenovelado, gerando uma molécula mais volumosa que migra mais lentamente
em relacdo & molécula de DNA superenovelado fechado durante a eletroforese em
gel. Assim, a reacdo de relaxamento do DNA superenovelado catalisada pela
topoisomerase |V foi realizada na presenca de cada um dos peptideos e submetidos

a eletroforese em gel. Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 13.
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Figura 13 - Determinagcdo da concentragdo minima inibitéria do peptideo ParELC3 (A) e
ParELC3W (B) sobre atividade da Topoisomerase IV. Volume de reacdo de 30 pL contendo:
C1: controle positivo (plasmideo pBR322 superenovelado); C2: controle negativo (plasmideo
pBR322 superenovelado e a enzima Topo IV); os valores em cada aplicagdo no gel
representam a concentracdo de cada um dos peptideos em pmol.L
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Fonte: Elaborada pela autora

Os valores de IC;oo de cada peptideo para as reacdes de superenovelamento
e relaxamento das enzimas girase e topoisomerase |V, respectivamente, estao

detalhados na Tabela 3.

Tabela 3 - Comparacdo da atividade inibitéria dos peptideos ParELC3 e ParELC3W em
topoisomerases bacterianas

IC100 (Mmol.L™Y)
Peptideo
DNA Girase Topo IV

Fonte: Elaborado pela autora
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Como pode ser observado, os peptideos ParELC3 e ParELC3W
apresentaram os mesmos valores de inibicdo para ambas as enzimas. A incluséo de
dois aminoacidos, na extremidade N-terminal de ParELC3, nédo alterou a atividade
inibitéria previamente observada, um resultado que permite concluir acerca da
viabilidade de uso de ParELC3W em substituicAdo a ParELC3 em estudos que
envolvam a identificacdo ou quantificacdo do peptideo por andlises
espectrofotométricas.

ParELC3, um peptideo com atividade inibitéria pré-determinada em DNA
girase e Topo IV (BARBOSA et al., 2012), ndo possui capacidade de absor¢céao de
radiacdo eletromagnética em comprimentos de onda superiores a 220 nm, o que
dificulta sobremaneira qualquer estudo que envolva sua identificacdo ou
quantificacdo. A introducdo de uma sonda fluorescente (triptofano), na extremidade
N-terminal e a consequente manutencao da atividade inibitoria, permitiu o uso deste
peptideo, nos ensaios de internalizacdo de peptideos derivados de ParE em

lipossomas.

4.3 Desenvolvimento das Formulagfes Lipidicas

A concentracdo de ramnolipideo selecionada inicialmente para a formulacéo
foi de 10 mmol.L™, contudo, os experimentos iniciais mostraram a formacdo de um
precipitado lipidico apdés armazenamento do material durante 10 dias, excluindo a
possibilidade de experimentos futuros. Iniciou-se , entdo, um trabalho com
lipossomas com a concentracdo de 2,6 mmol.L™ de ramnolipideo, por ser um valor
acima da CMC do ramnolipideo (PORNSUNTHORNTAWEE, et al., 2009).

Com a intencéo de avaliar a interacdo e o comportamento dos lipossomas de
ramnolipideo associadas a outros lipideos, escolheu-se trabalhar com a
fosfatidilcolina e o colesterol, lipideos amplamente consagrados na literatura e muito
utilizados para aplica¢cdes nanotecnoldgicas.

O colesterol foi inicialmente adicionado as formulagcdes para conferir
estabilidade, rigidez e estruturacdo aos lipossomas. Pensando na concentracdo de
ramnolipideo previamente estabelecida, a concentracdo de trabalho ideal para o
colesterol foi de 0,1 mmol.L", conforme j& descrito na literatura
(PORNSUNTHORNTAWEE, et al, 2011), a fim de aumentar a eficiéncia de

incorporacao do peptideo.
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Por outro lado, a fosfatidilcolina, um fosfolipideo neutro, foi adicionada as
formulagbes considerando sua abundéncia na composicdo das membranas
bacterianas e capacidade de conferir fluidez e estruturacdo as vesiculas. A
concentracdo ideal de trabalho para este lipideo foi estabelecida através de alguns

ensaios, estabelecendo-a a 0,3 mmol.L™.

4.4  Caracterizacdo dos Sistemas Lipossomais: Tamanho e Potencial Zeta ({)

Como o peptideo ParELC3 apresenta atividade inibitoria de topoisomerases
de células procariontes, foi proposto produzir lipossomas com diametro
hidrodindmico préoximo ao tamanho médio das bactérias (50 — 200 nm) (KUUPPO-
LEINIKKI, 1990; TORTORA; FUNKE; CASE, 2010). Foram testadas quatro
formulacdes de lipossomas, denominadas A, B, C e D (Tabela 1) e preparados por
duas técnicas: sonicacao e extrusao.

De acordo com os resultados obtidos (Tabelas 4 e 5), é possivel notar que
apesar de nao existir diferenca significativa entre as variacbes no tamanho das
vesiculas de formulacdes A e C, a presenca do colesterol provocou a reducao de
4,45% e 2,10 % no didmetro hidrodindmico das vesiculas quando comparados ao
tamanho do lipossoma constituido apenas por ramnolipideo, preparados pelas
técnicas de sonicacao e extrusao, respectivamente.

Essa reducdo, apesar de ndo significativa, poderia ser explicada pelo fato de
o colesterol dificultar o empacotamento perfeito das cadeias carbOnicas ao
ramnolipideo, diminuindo a extenséo das interacbes de Van der Walls na fase gel,
provocando a reducdo da espessura da bicamada (PALMEIRA, 2012). Corroboram
com este resultado a redugéo significativa do tamanho das vesiculas formadas por
ramnolipideo em relacdo ao aumento na concentracdo de colesterol (em
concentracdes superiores a 0,1 mmol.L™) observada por Pornsuntorntawee e
colaboradores (2011).

Os resultados também mostram que a adi¢cdo de PC (fosfatidilcolina), assim
como descrito na literatura para outros tipos de lipossomas (SCHWARZ et al., 1994;
PRADO et al., 2015), provocou reducédo de 17,95 e 22,42% (para sonicacao, Tabela
4) e 26,81 e 27,74% (para extrusdo, Tabela 5) no tamanho médio das vesiculas

compostas pelas formulagcdes B e D respectivamente, quando comparadas com a
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formulagcédo A. Este resultado evidencia a capacidade de interacdo do ramnolipideo
com a fosfatidilcolina.

Tabela 4 - Variagdo do didmetro hidrodindmico e do potencial zeta dos lipossomas
preparados por sonicagdo em funcdo da formulacdo

SONICAQAO Média Zeta
Formulac;ao (nm) (mV)

abyalores estatisticamente iguais, considerando 5% de significancia.

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 5 - Variacdo do didmetro hidrodinamico e do potencial zeta dos lipossomas
preparados por extrusdo em fungéo da formulagéo

abyvalores estatisticamente iguais, considerando 5% de significancia.

Fonte: Elaborada pela autora
O Indice de Polidispersdo (IPD) é a razdo que correlaciona a variancia
amostral com o quadrado do diametro hidrodinamico médio das particulas em uma
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curva de distribuicdo (ZAMARION, 2012). Assim, este dado pode oferecer
informagdes a respeito da dispersdao e da homogeneidade do tamanho das
lipossomas, sendo este um parametro que pode ser levado em conta no momento
da escolha ou da validacdo do sistema lipossomal. Em geral, valores de IPD entre
0,2 e 0,7 para lipossomas, indicam um sistema monodisperso e homogeneamente
distribuido (PIAZZA, 2014).

De acordo com a literatura (LAPINSKI et al., 2007), os processos de producao
de lipossomas, via extrusao, tendem a conferir maior homogeneidade aos sistemas,
e por consequéncia, valores mais baixos para o IPD deveriam ser encontrados;
contudo, através dos resultados disponiveis nas Tabelas 4 e 5 pode-se observar que
o IPD de lipossomas produzidos via sonicacdo foram inferiores ao IPD de
lipossomas produzidos via extrusdo. Este resultado, apesar de inesperado, pode
estar relacionado a formulacao lipidica que compde os lipossomas estudados, uma
vez que resultados semelhantes foram obtidos por Cho e colaboradores (2013) e por
Isailovic e colaboradores (2013), que concluiram que cada lipossoma tende a se
comportar de uma maneira peculiar ao sofrer variacbes de composicdes e
proporcdes lipidicas eou de técnicas de producéo.

O potencial zeta, por sua vez, € a medida que relaciona o equilibrio estérico
dos lipossomas, associando isso a carga que eles adotam, de maneira que quanto
mais proximos de 20 — 30 mV (em mddulo) existe menor chance dos coloides se
aglomerarem (HONARY et al, 2013; PIAZZA, 2014). A partir dos ensaios realizados,
pode-se perceber que as formulagcées adquiriram cargas mais préximas de 20 mV
(em maodulo), quando preparadas via sonicagdo. Esses valores vao de encontro com
os dados de indice de Polidispersio, evidenciando que a sonicacdo pode vir a ser a
técnica de producdo de lipossomas mais adequada para os tipos de coloides
produzidos.

O teste estatistico ndo-paramétrico foi conduzido através do software de
analise de dados disponivel no Excel, versdo 2016. O teste de Tuckey foi realizado

pelo software Past, utilizando 5% de nivel de significancia.
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4.5 Caracterizagdo dos Sistemas Encapsulados: Tamanho e Potencial
Zeta(Q)

Por se tratar de uma molécula ainda pouco estudada para fins
nanotecnoldgicos, torna-se interessante discutir preliminarmente a respeito dos
parametros fisico-quimicos de ParELC3W, um peptideo composto por 23 residuos
de aminoacidos.

Este peptideo apresenta 14 residuos de aminoacidos classificados como
hidrofobicos (W78, P80-F87, M91,L93-A95 e L97), na sua maioria localizados na sua
extremidade N-terminal e 8 residuos de aminoécidos classificados como hidrofilicos
(H88-R90, D92, R96 e S98-R100), concentrados na extremidade C-terminal da
molécula, além do aminoécido espacador. Esta composi¢do confere a molécula uma
carga liquida positiva (pl = 8,84) e solubiidade reduzida em pH 7,4
(https://pepcalc.com).

Segundo a literatura, lipossomas tém a capacidade de incorporar moléculas
hidrofilicas no compartimento interno aquoso e moléculas hidrofébicas na bicamada
lipidica. Além disso, a internalizacdo de moléculas majoritariamente hidrofilicas
provoca um aumento do diametro hidrodinamico das lipossomas, ao passo que, a
internalizacdo de moléculas hidrofébicas provoca efeito inverso (SHARMA, et al.,
1997; MARTINS et al., 2007; ELOY et al., 2017).

Comparativamente aos lipossomas ndo encapsulados (Tabelas 5 e 6), o
tamanho médio dos lipossomas aumentou com a encapsulacdo do peptideo
ParELC3W (Tabelas 7 e 8). Este aumento caracteriza a incorporacdo do peptideo as
vesiculas, e por se tratar de um peptideo com carga liquida positiva,
especificamente na fase aquosa interior a vesicula (MARTINS et al., 2007).

A reducao do Potencial Zeta (), por sua vez, esta associada a estabilizagdo
estérica das vesiculas. Acredita-se que quando os valores de potencial zeta de uma
suspensao coloidal estdo préximos de 20 - 30mV (em mdodulo) as vesiculas estédo
em uma suspensao estavel e ndo sofrem grande influéncia do solvente, forca idnica
e agitagcdo (PIAZZA, 2014).

O fator responsével por esta reducéo pode estar relacionado com a presenca
do peptideo ParELC3W encapsulado, dado que o0 mesmo apresenta carga
levemente positiva, corroborando com os dados obtidos para o diametro

hidrodinamico e evidenciando a internalizacéo eficiente de ParELC3W.
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Tabela 6 - Variagdo do Diametro HidrodindAmico e do potencial Zeta ({) de lipossomas
preparados por sonicagao e adi¢cdo do peptideo ParELC3W

SO'\“CACAO Média Zeta
Formulagao (nm) (mV)

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 7 - Variacdo do Didametro Hidrodindmico e do potencial Zeta (¢) de lipossomas
preparados por extruséo e adi¢cdo do peptideo ParELC3W

Formulacao

EXTRUSAO

Fonte: Elaborada pela autora

Pode-se ainda observar um pequeno aumento do indice de Polidisperséo das

lipossomas internalizadas, produzidas por ambas técnicas. A principio, este aumento
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poderia ter ocorrido por conta da aglomeracao dos sistemas. Contudo, os dados de
Potencial Zeta evidenciam que as vesiculas estdo com estabilidade estérica
suficiente para evitar a formacéao de aglomerados.

Assim, os dados levam a crer que este alto valor de IPD pode estar
relacionado ao fato de que nem todos os lipossomas presentes na amostra tiveram a
capacidade de internalizar o peptideo igualmente, por consequéncia alguns
lipossomas permaneceram no tamanho original. Desta forma, o sistema se tornou
menos monodisperso, ou seja, com valores de IPD superiores, contudo, 0s
resultados ainda estdo dentro do aceitavel para lipossomas (PIAZZA, 2014).

Algumas alternativas para tentar manter um indice de Polidispersdo baixo
seria utilizar um nimero maior de ciclos no processo da extrusdo, ou ainda, fornecer
uma amplitude maior para o sistema durante o processo de sonicacdo, no entanto,
essas alteracdes acabam provocando a reducdo do diametro hidrodinamico das
lipossomas, alterando o objetivo final do trabalho e podendo reduzir a eficiéncia de
incorporacao (HELVACI et al., 2004; ELOY et al., 2016).

O teste estatistico ndo-paramétrico foi conduzido através do software de
andlise de dados disponivel no Excel, versdo 2016. O teste de Tuckey foi realizado
pelo software Past, utilizando 5% de nivel de significancia.

4.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Na imagem de microscopia eletronica de transmissao apresentada na Figura
14, observa-se que foram obtidas vesiculas com padréo esférico e unilamelar, cujo
didmetro médio foi de 120 + 2 nm. O histograma ilustra a possivel dispersdo das
particulas em solugcdo, onde € possivel se observar uma maior populacdo de
lipossomas entre 100 e 150 nm de diametro hidrodinamico.

A morfologia dos lipossomas mostrou-se mais definida quando utilizada as
formulagbes A, B e D (Tabela 1). J& para a formulacdo C, composta por
Ramnolipideo e Colesterol, pode-se notar que a morfologia ndo foi mantida. Este
problema pode ser referente ao tempo que estas amostras passaram em contato
com o agente contrastante (acetato de uranila 1%), visto que estas amostras foram

as ultimas a serem analisadas.
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Figura 14 - Micrografias obtidas por MET-Convencional para amostras de lipossomas livres.
Formulacdes: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo + Colesterol; D:
Ramnolipidio + PC + Colesterol
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Fonte: Elaborada pela autora

E interessante observar que as medidas de diametro das lipossomas obtidas
via microscopia coincidiram com as medidas de diametro determinadas pelo DLS.
Foi observado que apesar dos resultados de Crio-EM (Figura 15) serem mais claros
e bem definidos que as imagens obtidas com o MET-Convencional, ambos
resultados também coincidem com o tamanho previamente calculado pelo DLS,
comprovando assim que a utilizacdo do MET adicionado da técnica de contraste
negativo também foi eficiente para caracterizar os sistemas formados.
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Figura 15 - Micrografias obtidas por Crio-EM para amostras de lipossomas de ramnolipideos
(formulacéo A) vazios
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Fonte: Elaborada pela autora

4.7 Eficiéncia de Incorporacgéo

Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que as técnicas utilizadas
para preparo das lipossomas ndo alteraram significativamente a Eficiéncia de
Incorporacao (E.l.%) do peptideo ParELC3W. Os resultados sé@o coerentes quando
comparados com o “tamanho dos sistemas” (apresentado no item 4.5), no qual,
vesiculas que apresentaram didmetro hidrodindmico maiores, foram capazes de
internalizar maior quantidade de peptideo. Isso acontece, pois, em geral, lipossomas
com maior didmetro hidrodindmico apresentam também maior cavidade aquosa
interna, capazes, assim, de incorporarem maior quantidade de moléculas.

Os testes indicam que a formulacdo C foi a responsavel por incorporar maior
quantidade do peptideo ParELC3W para ambas as técnicas utilizadas. Segundo
Pornsuntorntawee e colaboradores (2011), a adicdo de colesterol as membranas
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formadas por ramnolipideos pode facilitar a permeacdo de agentes externos.
Ademais, devido a baixa concentracdo de colesterol utilizada na composicdo da
bicamada lipidica composta majoritariamente por ramnolipideos, as vesiculas
tornaram-se menos rigidas, facilitando a internalizacdo de ParELC3W.

A eficiéncia de incorporacdo de peptideos com valores entre 40 a 60% ja
havia sido discutida por Morais e colaboradores (2004), que atribuiu relacdes entre a
eficiéncia de incorporacéo e fatores como interacdo da carga do peptideo e a carga
da vesicula. Além disso, as caracteristicas de hidropaticidade do peptideo também

pode influenciar na sua eficiéncia de incorporacdo (MOHAN et al., 2016).

Tabela 8 - Eficiéncia de encapsulacao do peptideo ParELC3W em diferentes lipossomas

A 57,80 +1,2 56,0 + 0,7
B 47,5921 40,87 £ 2,2
C 61,92+1,8 59,08 +2,0
D 44,59 + 3,0 47,66 £ 1,4

Fonte: Elaborada pela autora

4.8 Ensaio de Inibicdo de Crescimento Bacteriano

Determinou-se a Inibicdo de Crescimento Bacteriano por meio do teste de
microdiluicdo em placas. Os microrganismos escolhidos para avaliar a atividade
bioldgica dos peptideos foram E. coli e S. aureus, sendo estes representantes de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente (Tabelas 9 a 12).

Para ambos os microrganismos testados, as versdes peptidicas incorporadas
tiveram uma atividade antimicrobiana superior quando comparadas com o peptideo

livre. Este resultado esta de acordo com o obtido por Garrido (2007), quando foi
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observado que peptideos livres ndo apresentaram atividade inibitéria aos
microrganismos testados, contudo, quando incorporados, passaram a inibir o
crescimento de células bacterianas.

Este efeito também foi semelhante ao obtido por Barbosa (2012), em que foi
testada a incorporacao do peptideo ParELC3 em vesiculas de fosfatidilcolina de soja
e estearilamina frente a S. aureus e E. coli. Neste caso, o resultado final de inibicao
de crescimento bacteriano ndo foi tdo eficiente quanto ao obtido neste trabalho,
onde foi utilizado ramnolipideos para a incorporacéo de ParELC3.

Muitos fatores podem estar atrelados as diferencas de resultados obtidos
entre estes trabalhos; contudo, este pode ser outro indicio de que a utilizacdo de um
lipideo com atividade antimicrobiana intrinseca, como o ramnolipideo, pode ter
aumentado a atividade antibiotica do sistema lipossomal produzido, além de

comprovar eficiéncia das vesiculas produzidos majoritariamente por ramnolipideos.

Tabela 9 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via sonicacdo e
incorporadas com ParELC3 frente a Escherichia coli. As formulacdes dos lipossomas
foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo + Colesterol; D:
Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as formulagbes sem peptideo
incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L™ de ramnolipideo; R corresponde a
solubilizac&o do Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™, sem uso da sonicacéo

50 68,7+ 2,7 72,5+59 85+4,6 66,5+1,5 23,6 +1,5
25 26,757 463+45 535738 50,5+1,2 10,6 £1,8
12,5 19,3+£5,2 22+43 19,4+2;3 235+15 3,7+1,3
6,25 11,5+ 3,2 4,3+2,3 35+13 23+2,6 0

LB 28+1,2 32+3,4 38+14 35+2,9 =

R 19+24 19+2 4 19+24 19+2,4 =

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 10 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via sonicagdo e
incorporadas com ParELC3 frente a e Staphyllococcus aureus. As formulagbes dos
lipossomas foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo + Colesterol;
D: Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as formulagbes sem
peptideo incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L™; R corresponde a solubilizacio do
Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™?, sem uso da sonicacao

Inibicdo de Crescimento Celular (%)

Concentracéo

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 11 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via extrusdo e
incorporadas com ParELC3 frente a Escherichia coli. As formula¢cdes dos lipossomas
foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo + Colesterol; D:
Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as formulagbes sem peptideo

incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L™; R corresponde & solubilizacdo do
Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™, sem uso da extrus&o

Inibicdo de Crescimento Celular (%)

Concentracao

Fonte: Elaborada pela autora
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Tabela 12 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via extrusdo e
incorporadas com ParELC3 frente a Staphyllococcus aureus. As formulacdes dos
lipossomas foram: A: Ramnolipidio; B: Ramnolipideo + PC; C: Ramonolipideo + Colesterol;
D: Ramnolipidio + PC + Colesterol; Controles: “LB” corresponde as formulagcdes sem
peptideo incorporado, na concentracdo de 2,6 mmol.L™"; R corresponde & solubilizacdo do
Ramnolipideo em PBS a 2,6 mmol.L™, sem uso da extrus&o

50 71,3+4,3 68,5+ 5,6 91,8+ 2,3 72+2,9 256+2,0
25 60 + 3,3 61,4+73 66,7 + 3,6 69,8+5,4 10,3+3,1
12,5 576+21 58,7 +6,8 60,4 + 4,6 65,9 + 3,6 0
6,25 51,4+6,5 40,6 + 5,8 23,4+55 50,7 + 6,0 0

LB 439+7,5 50,7 + 6,6 53,8+4,4 52,7+ 6,0 =

R 17,3+4,2 17,3+4,2 17,3+4;3 17,3+2,3 -

Fonte: Elaborada pela autora

Também foi observado que na concentracdo de ensaio, o ramnolipideo
solubilizado em PBS foi capaz de inibir entre 10 e 30% do crescimento celular, e
esta atividade antimicrobiana ja vem sendo reportada na literatura (LOVAGLIO et al.,
2011; SILVA, 2014). Mas, quando organizado na forma de vesiculas, apds os
processos de extrusdo eOu sonicagédo, o ramnolipideo teve sua atividade inibitoria
aumentada. Esse mesmo relato ainda nao foi reportado na literatura. Uma possivel
explicagdo seria o fato das lipossomas apresentarem uma superficie de pequeno
raio de curvatura, assim, quando sua energia interna é equilibrada, ha formacéao de
lipossomas de menor tamanho possivel, favorecendo sua penetracdo na membrana
plasmatica das células bacterianas e por consequéncia, aumentando sua atividade
de inibicdo (YEAGLE, 2005).

Esses resultados também mostram que a formulagdo C provocou maior
inibicdo do crescimento celular frente as bactérias testadas, tal fato corrobora com
0s ensaios de eficiéncia de incorporacdo, onde foi observado que esta formulacdo

foi capaz de incorporar maior concentragdo peptidica.
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Outrossim, os testes realizados com o ramnolipideo adicionado de colesterol
e/ou fosfatidilcolina mostram que tais lipideos podem interagir de maneira sinérgica,
aumentando a inibicdo do crescimento celular frente as bactérias testadas. Esse
dado ainda néo tinha sido reportado na literatura, embora, HABA e colaboradores
(2014) ja tenham mostrado que a presenca da fosfatidilcolina, dependendo de sua
concentracdo no meio, pode alterar o efeito hemolitico do ramnolipideo e poderia
provocar também algumas alteracdes na sua atividade antimicrobiana.

Os dados também evidenciam que ambas as técnicas de producdo de
lipossomas (sonicacdo e extrusdo) ndo provocam diferencas na inibicdo de
crescimento celular.

Os ensaios de crescimento celular também foram realizados para o peptideo
ParELC3W, porém ndo foram identificadas variacdes significativas nos resultados,
de acordo, portanto com os resultados de inibicdo na atividade das topoisomerases.

4.9 Ensaio de “Time Killing”

Tendo em vista os resultados de inibicdo de crescimento celular, foi realizado
o ensaio “Time Killing”, que oferece informagdes importantes referentes a velocidade
de acdo dos peptideos e auxiliam na compreensao do processo de liberacdo que o
sistema de lipossomas estudado pode apresentar. Para este estudo foi utilizada a
metodologia descrita e 0s resultados foram coerentes com aqueles de crescimento
celular, ou seja, a atividade inibitéria do peptideo ParELC3 foi aumentada quando
incorporado nos lipossomas. Este fato pode estar atrelado ao aumento de
solubilidade, permeacdo e penetracdo do peptideo quando em contato com a
membrana plasmatica bacteriana.

Como observado na Figura 16, os resultados mostram que a formulacéo C foi
a que mais inibiu o crescimento das bactérias testadas no periodo avaliado, de
maneira que este resultado estd de acordo com os resultados do item anterior.
Também notou-se que as diferentes técnicas de producéo de lipossomas (extrusédo
ou sonicacao) levam a resultados de inibicdo de crescimento celular semelhantes.

Foi observada certa tendéncia dos valores das absorbancias de S. aureus
permanecerem constantes a partir de 10 horas de experimento, evidenciando um

possivel efeito bacteriostatico para ParELC3 quando encapsulado em lipossomas.
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Figura 16 - Atividade antibacteriana dos lipossomas produzidos via sonicacéo e extrusao e
incorporados com ParELC3 frente aos microrganismos E. coli e S. aureus pelo ensaio de
“Time Killing”. (Controle de crescimento: (+) Meio+suspensao bacteriana; (-) ciprofloxacina
(100 pmol.L™)
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Fonte: Elaborada pela autora

Ja para E. coli, esse efeito bacteriostatico nao foi tdo evidente e isso pode ser
parcialmente explicado pelo fato da membrana plasmatica de S. aureus ter uma
superficie mais hidrofébica tornando esse microrganismo mais susceptivel a acdo de
antibidticos hidrofébicos ou incorporados com uma camada lipidica (SANCHEZ et
al., 2006), evidenciando ainda mais o efeito aditivo da ag&o antibacteriana do
ramnolipideo presente na bicamada formada e a capacidade inibitéria de ParELC3
viabilizada pela permeacé&o dos lipossomas.
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Diante de todo o exposto, fica clara a possibilidade de peptideos derivados de
ParE constituirem uma classe importante de moléculas bioativas dentro deste
emergente cenario que € o da terapia baseada em proteinas e peptideos,
especialmente quando incorporados em lipossomas constituidos de ramnolipidios
que otimizam a permeabilidade celular dos mesmos, a células procaribticas.

Diante dos resultados obtidos nestes estudos, foi possivel inferir que nao
existem diferencas entre as duas técnicas utilizadas para producéo dos lipossomas,
deste modo, 0s experimentos posteriores foram realizados apenas com a técnica de
sonicagdo, por ser uma técnica de facil execucdo comparada a extrusdo e por

apresentar facilidade de escalonamento e aplicacao na industria (CHO, et al., 2013).

4.10 Estabilidade dos lipossomas

O estudo de estabilidade, via tamanho e polidispersdo dos lipossomas é
importante pois pode inferir na maneira como as suspensdes constituidas por estes
lipossomas se comportariam como produto, além de claro, inferir sobre interacdes
entre peptideo-lipideo. Associam-se estes pardmetros a estabilidade de sistemas
coloidais, ja que se acredita que lipossomas que sofrem grande aumento do seu
tamanho médio podem estar se agregando. Assim, valores de indice de Polidisperséao
elevados (acima de 0,7) podem indicar a existéncia de varias populacdes de
tamanhos diferentes, que compdem a mesma amostra. E ainda, sistemas com
mobilidade eletroforética abaixo ou acima da faixa aceitavel (30 mV em mddulo),
podem se aproximar e aglomerar por conta de equilibrio de cargas, interferindo na
estabilidade fisica e estérica do sistema.

No caso do presente trabalho, todas as formulacdes lipidicas sofreram
aumento de tamanho médio (nm), entre 15 e 25% e de indice de Polidispersio entre
0,15 e 0,35 em valor real, apés 30 dias de experimento. Vale destacar a formulacéo C
como o sistema que sofreu maior aumento no tamanho em funcdo do tempo e, que
apos 20 dias, foi caracterizado por um IPD elevado; acima de 0,7, caracterizando o
sistema como polidisperso (Figura 17). Este resultado poderia ser adverso a
literatura, ja que a maioria dos autores descrevem que a presenca do colesterol pode
conferir estabilidade e rigidez & bicamada (GREGORIADIS et al., 1979; SHIN-ICHIRO
et al., 2005). Todavia, € importante esclarecer que o colesterol pode estar em dois

estados fisicos em uma bicamada, dependendo da concentracdo e proporcao
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utilizada para sua composicao (TAMAI et al., 2008). Ele pode atuar na fase liquida
das vesiculas conferindo-as rigidez e estabilidade, ou atuar na fase gel, conferindo
fluidez e auxiliando na estruturacdo do material nanométrico. No caso deste trabalho,
sabendo que a quantidade utilizada de colesterol foi abaixo do valor médio mais
comumente utilizada (25%) é coerente afirmar que o colesterol ndo foi eficiente em
conferir maior estabilidade a formulacéo testada (GLUKHQV et al., 2005).

Figura 17 - Estabilidade das formulag@es lipossomais A, B, C e D (tamanho das particulas e
polidispersdo) durante 30 dias, sob armazenamento em 4°C
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Fonte: Elaborada pela autora

E conveniente discorrer que para o presente trabalho também foi testada uma
formulacdo lipidica contendo 10 mmol.L™ de ramnolipideo e 0,4 mmol.L? de
colesterol, contudo, esta formulacdo teve seus testes, ainda em fase inicial,
interrompidos por ser observada a formagédo de um precipitado lipidico por conta do

excesso de material usado para producédo de lipossomas. Desta maneira, quando se
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trata do aumento de concentracdo de colesterol para resolver o problema da
estabilidade dos lipossomas sugere-se um estudo prolongado e especifico para estes
componentes, afim de obter um sistema mais eficiente.

De maneira oposta, foi observado que a presenca da fosfatidilcolina, dada
pelas formulagbes B e D, conferiu maior estabilidade as lipossomas. Isso pode ser
relacionado a reconhecida interacao fosfaticildolina-ramnolipideo (HABA et al., 2013),
ou seja, a fosfatidilcolina pode se intercalar a bicamada de ramnolipideo, conferindo
estabilidade a membrana, melhorando sua fluidez e permeabilidade (ELOY, et al.,
2016; MOUSSA et al., 2017).

Para completar o teste, foi feito monitoramento da mobilidade eletroforética por
Potencial Zeta (PZ), e no caso, todos os valores obtidos, durante todos os dias de
experimento foram de — 21 mV £ 3, 0o que ajuda a compreender que 0s sistemas
lipossomais ndo estdo se aglomerando, dado que os valores encontrados estédo
proximos dos ideias para manter o equilibrio estérico das bicamadas (HONARY;
ZAHIR et al., 2013).

4.11 Ensaio de Liberacdo Prolongada

A determinacao do perfil de liberacdo de farmacos em sistemas lipossomais é
uma técnica adotada para conhecer melhor o sistema trabalhado além de
corroborar com os dados de sua caracterizacao e inferir na performance in vivo do
produto (ELOY et al.,, 2017). Em tal sentido, testou-se a liberacdo do peptideo
ParELC3W nos lipossomas produzidos. Os resultados, apresentados na Figura 18,
revelaram que o tempo médio de liberacdo do peptideo é de 6-9 horas. Este
resultado esta proximo daquele obtido por Geraldo e colaboradores onde verificou-
se que, em filmes nanosestruturados contendo lipossomas, 9 horas foram
necessarias para liberar Ibuprofeno (GERALDO et al., 2008).

Para este experimento foi verificado que os sistemas lipossomais A e C tém a
capacidade de liberar maior quantidade de peptideo em menos tempo e isto pode
estar atrelado ao fato de que ambas composicdes tiveram maior eficiéncia de
incorporacao (El%). Por outro lado, foi visto que a adicdo de fosfatidilcolina
(formulagbes B e D) resultou uma liberacdo peptidica mais prolongada. (Figura 17).
Isso pode estar relacionado com o fato de que este lipideo pode intercalar-se de

maneira organizada nas vesiculas formadas por ramnolipideo, melhorando a
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estabilidade do peptideo aprisionado, como demonstrado pelo teste de estabilidade
(MOUSSA et al., 2017).

Figura 18 - Liberacdo prolongada de ParELC3W dos sistemas |de formulacdes A, B, C e D
(Tabela 1) conduzidos via sonicacdo
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Fonte: Elaborada pela autora

4.12 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCLV)

Experimentos de microscopia confocal sdo interessantes para determinar, de
maneira qualitativa a viabilidade celular ou a permeabilidade de um dado material.
Assim, quando permeado (em uma célula ou bactéria), o material marcado podera
ser monitorado pelos lasers fluorescentes que excitam e absorvem no comprimento
de onda previamente programado.

Esta técnica, que € muito comum para andlises de cultura de células e
fungos, jA vem sendo mais empregada para bactérias e através dela foi possivel
inferir qualitativamente que o peptideo ParELC3-CF, quando livre, tem baixa
permeabilidade pela membrana plasmatica bacteriana.

Isso pode ser observado pois a fluorescéncia emitida pelas bactérias

presentes na placa € muito baixa (ou nula), dado pela Figura 19E. E importante
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notar que para ambas bactérias o resultado foi semelhante, independente da
constituicio de sua membrana plasmética, mostrando a dificuldade de
permeabilidade que o material sintetizado apresenta, como havia sido descrito por
Barbosa em 2012.

Figura 19 - Fotomicrografias analisadas por microscopia confocal frente a Escherichia coli
0157:H17 (ATCC 43895) e Staphyllococus aureus (ATCC 14458) tratadas com ParELC3-
CF incorporado nas formulacbes de lipossomas A, B, C, D e ParELC3-CF livre
(representado pela letra E)

Escherichia coli Staphyllococus aureus

C .

Fonte: Elaborada pela autora

Em contrapartida, quando o mesmo material foi incorporado pelos 4 sistemas
lipossomais propostos, as bactérias ficaram fluorescentes, mostrando que estas

células tiveram sua membrana plasmética permeada (Figura 19). Em outras
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palavras, é possivel dizer que o sistema “drug delivery” construido foi eficiente,
funcionalizando e aproveitando o potencial biotecnoldgico do peptideo.

Outro aspecto observado foi que o sistema composto pela formulacéo B, para
ambas bactérias, mostrou uma intensidade de fluorescéncia superior as demais.
Este fato pode estar relacionado a alta eficiéncia de incorporacdo do peptideo
determinada para este sistema lipossomal (item 4.7). Esta afirmacéo corrobora com
0s outros dados de caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas, levando a crer que

os resultados estdo bem coerentes.

413 Ensaios de Citotoxicidade

Como previamente descrito, dentre as variadas aplicagcoes e atividades do
ramnolipideos esté o efeito bactericida, bacteriostético, fungicida e fungistatico. Esta
informacdo jA4 € muito consagrada na literatura, e alguns autores afirmam que a
producdo deste material pela Pseudomonas aeruginosa estd atrelada a um
mecanismo de defesa controlado por conjuntos de genes dispersos no material
genético deste microrganismo (SOBERON-CHAVEZ, et al., 2005); contudo, o
mecanismo de acdo deste surfactante ainda ndo € muito bem definido; acredita-se
gue o ramnolipideo age desequilibrando a estabilidade da membrana plasmatica dos
outros organismos (e até mesmo na prépria membrana da Pseudomonas
aeruginosa), promovendo a formacéo de poros (HABA et al., 2014).

Este possivel mecanismo de acdo ainda precisa ser mais investigado e é
preciso checar outras possibilidades de mecanismos também, contudo, um aspecto
negativo deste surfactante seria sua capacidade ndo seletiva de também causar
poros nas membranas dos eritrocitos, tendo um efeito hemolitico que poderia
dificultar sua implementacéo e aplicacéo oral para farmacos.

Assim, este experimento foi proposto com a intencdo de avaliar a atividade
citotoxica de lipossomas de ramnolipideos frente a HepG2 (células de hepatoma
humano), dado que ainda néo existem experimentos que utilizam este tipo de célula.

Este tipo de célula € um prototipo celular que vem sendo muito utilizado por
ter capacidade de reter muitas funcdes especializadas, as quais normalmente sao
perdidas em cultura primaria de hepatdcitos, além de conservarem proteinas

essenciais para o metabolismo hepatico, tais como enzimas e componentes de fase
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| ou Il, entre outros (MAJER et al., 2004). Em geral, estas sdo células cultivadas com
facilidade e que séo facilmente encontradas em laboratérios de cultura de células.
Segundo Fernandes (2011), o ramnolipideo pode ser tdéxico para as células
HepG2 quando em uma concentracdo superior a 1,5 gL (2,5 mmol.L™), com uma
viabilidade celular média de aproximadamente 3%. Ja para concentracdes inferiores,
a viabilidade deste tipo de célula é alta. Pouco se sabe a respeito da toxicidade das
lipossomas de ramnolipideos. Os resultados mostram que em uma concentracao de
ramnolipideo de 1,3 mmol.L™* (equivalente a 50 pmol.L™* de peptideo), os lipossomas

mantiveram as células com 100% de viabilidade (Tabela 13).

Tabela 13 - Avaliacao da citotoxidade das formulacdes lipidicas A, B, C, D, ParELC3 livre e
formulacdes vazias (LB) frente a células de HepG2

50 125 +4,8 121,8+9,1 123,8+9.8 1154+7,6 102+35 111+85

25 121.8+3,8 1198+4,0 116678 117,2+3,0 101+4,3 109+ 12,6
12,5 105,1+53 1139+8,3 110,5+3.2 104,7+6,8 105+3,6 100.9 +5,9
6,25 99,9+6,5 97,4 + 8,8 96,8+51 96,1+7,6 102+7,6 984+124

Fonte: Elaborada pela autora

Por se tratar se um peptideo sintetizado quimicamente e que foi descrito
recentemente, ndo existem artigos que revelam sua toxicidade através de cultura de
células, contudo, por se tratar de um peptideo derivado de uma toxina que tem
atividade para células de procariotos, ja era esperado uma baixa toxicidade para
células humanas, assim como determinado no experimento.

Além disso, é possivel observar que a incoporacdo do peptideo ParELC3 nas
respectivas formulagdes ndo causou diminui¢ao da viabilidade celular.

Apesar dos resultados positivos, sugere-se a realizagao de testes in vivo para
avaliacdo da farmacocinética dos materiais testados, inferindo de maneira mais

consistente na toxicidade do ramnolipideo e do peptideo ParELC3.
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CONCLUSOES

Os métodos desenvolvidos para a sintese, purificacdo, analise e
caracterizacdo de ParELC3 e seus derivados marcados, foram adequados e
permitiram a obtencéo dos peptideos em boas quantidades e qualidade para
a execucao de todos os experimentos deste trabalho;

Lipossomas constituidos de ramnolipideos foram desenvolvidos em diferentes
formulacbes e foram capazes de internalizar eficientemente o peptideo
ParELCS3;

Diferentemente da forma livres, ParELC3 encapsulado em lipossomas de
ramnolipideo mostrou inibi¢cdo de crescimento das bactérias Escherichia coli e
Staphyllococus aureus;

A liberacdo do peptideo ParELC3 foi mais prolongada em lipossomas
contendo fosfatidilcolina nas suas formulacdes;

A estabilidade dos lipossomas foram em média de 15 a 20 dias, suficiente
para testes cumulativos, 0 que os tornaria susceptiveis a aceitabilidade de
industrias farmacéuticas;

Lipossomas constituidos majoritariamente de ramnolipideos, contendo
ParELC3 incorporados, ndo apresentam citotoxicidade;

O presente trabalho contribui para demonstrar a interacdo positiva e o efeito
sinérgico entre ramnolipideos e peptideos inibidores de DNA topoisomerases;
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