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RESUMO

O numero de patdgenos resistentes aos antimicrobianos convencionais vem
aumentando nos ultimos anos e se tornando um grande problema de salde publica
mundial. Em virtude disso, a procura por novas fontes de antimicrobianos vém
aumentando. Os peptideos antimicrobianos (PAMs), tém sido o foco de grande
interesse devido a baixa propensdo ao desenvolvimento de resisténcia, alta
eficiéncia em concentracbes muito baixas, atividade de amplo espectro,
especificidade do alvo, dentre outros. Porém como estes sdo suscetiveis de
degradacdo enzimatica a utilizacdo de nanocarreadores € de suma importancia, uma
vez que podem oferecer protecdo e direcionamento a alvos especificos no
organismo. O presente trabalho tem como proposta incorporar o PAM Ocellatina PT1
em um nanocarregador polimérico (micelas do Plurdnico F127), a fim de avaliar as
interacbes moleculares presentes, bem comose esse sistema formado oferecera
uma melhor eficiéncia do composto bioativo. Para o estudo da interacdo fisico-
quimica, foram empregadas as técnicas de: Calorimetria Diferencial de Varredura,
Espalhamento Dindmico de Luz e Medidas de Potencial Zeta.Algumas das
caracteristicas apresentadas pelo sistema F127/OCEL PT1 foram: diametro micelar
ideal, carga de superficie com valores proximos da estabilidade, pequenas
alteracdes na temperatura micelar critica e mudancas mais significativas na entalpia
quando o peptideo foi adicionado as micelas do F127. Essas caracteristicas séo
importantes e podem servir para 0 desenvolvimento de nanocarreadores para
sistemas de entrega controlada de farmacos. Com relacdo a atividade
antimicrobiana, notou-se uma interferéncia negativa sobre o crescimento de E. coli,
para a ocellatina pura e com a adicdo do F127, sob altas concentracdes. Foi
observado também, que a interacdo com o plurénico ndo levou a uma
potencializacdo da atividade antimicrobiana no teste de difusédo em placa realizado.
Estes resultados demonstram a necessidade de ampliagcdo deste estudo incluindo
outros ensaios antimicrobianos e outros agentes patogénicos. Logo, acredita-se que
no futuro com estudos complementares, 0os nanoagregados micelares de F127
poderdo ser utilizados como nanocarreadores para o PAM Ocellatina PT1, com
potencial uso terapéutico no desenvolvimento de um novo antibiético, que é de suma

importancia diante do quadro de bactérias resistentes vivenciado na atualidade.



Palavras-chave: Nanoestruturas; Micelas Poliméricas; Plurbnico F127; Anuros;

Leptodactylus ocellatus.



ABSTRACT

The number of pathogens resistant to conventional antimicrobials has
increased in recent years and has become a major global public health problem. As a
result, demand for new sources of antimicrobials has been increasing. Antimicrobial
peptides (PAMs) have been the focus of great interest due to the low propensity to
develop resistance, high efficiency at very low concentrations, broad spectrum
activity, target specificity, among others. However as these are susceptible to
enzymatic degradation the use of nanocarriers is of paramount importance as they
can provide protection and targeting specific targets in the body. The present work
proposes to incorporate OcellatinPT1 PAM in a polymeric nanocarregador (Plurénico
F127 micelles), in order to evaluate the molecular interactions present, as well as if
this formed system will offer a better efficiency of the bioactive compound. For the
study of the physicochemical interactions, the following techniques were employed:
Scan Differential Calorimetry, Dynamic Light Scattering and Zeta Potential
Measurements.

Some of the characteristics presented by the F127 / OCEL PT1 system were: ideal
micellar diameter, surface loading with values close to stability, small changes in
critical micellar temperature and more significant changes in enthalpy when the
peptide was added to F127 micelles. These characteristics are important and may be
useful for the development of nanocarriers for controlled drug delivery systems. With
respect to the antimicrobial activity, a negative interference was observed on the
growth of E. coli, for the pure ocellatin and with the addition of the F127, in high
concentrations. It was also observed that the interaction with the pluronic did not lead
to a potentiation of the antimicrobial activity in the plate diffusion test performed.
These results demonstrate the need to extend this study, including other
antimicrobial and other pathogenic assays. Therefore, it is believed that in future with
complementary studies, the micellar nanoaggregates of F127 can be used as
nanocarriers for the PAM Ocellatin PT1, with potential therapeutic use in the
development of a new antibiotic, which is of paramount importance in the context of

currentely bacteria resistance.

Keywords: Nanostructures; Polymeric Micelles; Plurénic F127; Anurans;

Leptodactylus ocellatus.
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1 INTRODUCAO

A procura por peptideos que apresentem atividade antimicrobiana
potencializada e que tenham menor toxicidade para as células de mamiferos tem
aumentado de maneira significativa (ALVARES, 2011; ROSCIA et al., 2013; WHO,
2015). Isso acontece em razdo do crescente aumento de cepas resistentes aos
antibioticos convencionais, largamente empregados na pratica clinica (ALVARES,
2011; ROSCIA et al., 2013; SEVCSIK et al., 2008; WHO, 2015). Estima-se que em
média 50.000 pessoas vdo a Obito por ano, nos Estados Unidos e na Unido
Europeia, em decorréncia de infec¢cdes bacterianas ndo trataveis associadas a
resisténcia aos antibiéticos convencionais (O'NEILL, 2014). Os efeitos prejudiciais
decorrentes desse problema ja estdo sendo manifestados em todo o mundo.

Uma lista com 12 familias de bactérias resistentes aos tratamentos atuais foi
publicada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2017. A lista teve
como objetivo orientar, promover e encorajar a pesquisa e o desenvolvimento de
novos antibiéticos (WHO, 2017). Nos ultimos 40 anos, somente trés antibioticos
foram descobertos (ARCHILHA, 2009), deixando o cenario farmacéutico carente de
alternativas terapéuticas para o tratamento de determinadas infec¢cdes. Em virtude
disso, a procura por novas fontes de antimicrobianos tem aumentando e os
peptideos antimicrobianos (PAMs) vém sendo considerados como uma alternativa
promissora (ALVES; PEREIRA, 2014; FREIRE, 2014; MANDAL et al., 2009; PERINI,
2013; VELTRI; KAMATH; SHEHU, 2018), sendo o seu mecanismo de acédo um fator
de suma importancia para o sucesso na aplicacéo deles.

Tem sido reportado, que o mecanismo pelo qual os PAMsexercem sua funcao
envolve a desestabilizagdo das membranas biolégicas (FREIRE, 2014; MECKE et
al., 2005; MEINCKEN; HOLROYD; RAUTENBACH, 2005; PERINI, 2013), porém,
novas evidéncias sugerem que tal desestabilizacdo pode ser apenas um dos
mecanismos pelos quais os PAMs podem atuar. Além dos efeitos via membrana
causados por esses peptideos, sdo citados também mecanismos envolvendo a
inibicdo da sintese de DNA, bloqueios na sintese de RNA, inibicdo de funcdes
ribossémicas que acabam interferindo na sintese de proteinas que sdo fundamentais
para a sobrevivéncia de tais patdégenos. Esses variados modos de acao, inclusive

diferentes dos antibioticos convencionais, acabam dificultando o desenvolvimento de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veltri%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29590297
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meincken%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16189084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holroyd%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16189084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rautenbach%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16189084
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resisténcia microbiana (AOKI; UEDA, 2013; KANG et al.,, 2017; PERINI, 2013;
ROSCIA et al., 2013).

Os peptideos antimicrobianos podem ser encontrados em diversas fontes
naturaise também isolados de varias espécies, tais como bactérias, plantas, insetos,
anfibios, mamiferos. Além da acdo antibacteriana, tem sido verificado que muitos
desses peptideos também podem apresentar atividade antifungica, antiparasitaria,
antiviral, antitumoral, dentre outras (MARANI et al., 2015). Outros motivos que levam
ao sucesso da utilizacdo destes PAMs sdo que eles normalmente apresentam
atividade de amplo espectro, eficacia elevada mesmo em pequenas concentragoes,
especificidade e sinergismo de efeito quando associados com antimicrobianos ja
conhecidos (ALVES; PEREIRA, 2014).Apesar de tais beneficios, a utlizagdo de
peptideos como farmacos esbarra em algumas limitagcdes, uma vez que apresentam
meia-vida curta, sdo suscetiveis a degradacdo enzimatica e possuem pouca
permeabilidade através das membranas biolégicas (MELO; JUNIOR; FIALHO,
2012). Este problema pode ser resolvido com a utilizagdo de nanocarreadores, como
micelas poliméricas.

As micelas poliméricas podem auxiliar no encapsulamento de drogas
hidrofilicas e hidrofébicas como também de compostos bioativos. Podem ainda
auxiliar na solubilidade, tempo de retencdo e biodisponibilidade do composto
(KUMARI; YADAV; YADAV, 2010; SILVA, 2013). Tal encapsulamento pode
promover um aumento da eficiéncia, tolerabilidade, especificidade da droga, como
também pode reduzir os efeitos toxicos no organismo (AKASH; REHMAN; CHEN,
2014; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Um polimero que vem sendo amplamente utilizado como veiculo para entrega
de peptideos e proteinas é o Plurénico F127 (F127), que tem como caracteristica a
manutencdo da estabilidade como também o aumento da eficicia terapéutica do
composto (AKASH; REHMAN; CHEN, 2014).Dentre os peptideos recentemente
descritos ndo consta na literatura nenhum estudo analisando as interacbes
moleculares do peptideo Ocellatina PT1 com nanoagregados poliméricos, o que
torna este, um campo praticamente inexplorado, capaz de gerar inimeros resultados
interessantes para a melhor compreensao da aplicabilidade desse PAM. Sendo
assim, o presente trabalho busca compreender as interacbes moleculares do
peptideo Ocellatina PT1 com as micelas poliméricas do Plurénico F127 por meio de

técnicas fisico-quimicas, como também busca avaliar a potencial atividade


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marani%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26107622
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antimicrobiana de tal peptideo apés ser incorporado nas micelas do plurénico F127,
com o intuito de possibilitar o desenvolvimento de novos biomateriais
nanoestruturados funcionalizados, para possiveis aplicacdes farmacéuticas e

nanobiotecnoldgicas.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

Estudar as intera¢cdes moleculares do peptideo antimicrobiano Ocellatina PT1
com as micelas poliméricas nao iénicas do plurénico F127, bem como sua possivel

atividade antimicrobiana.

2.2 ESPECIFICOS

e Determinar a temperatura micelar critica (CMT) e a entalpia de micelizacao
do plurénico F127 na presenca e auséncia do peptideo Ocellatina PT1, por
meio da técnica Calorimetria Diferencial de Varredura;

e Obter por meio da técnica de Espalhamento de Luz Dinamico, informacoes
sobre o tamanho da micela polimérica do F127 em diferentes
concentragbes, e avaliar a influéncia da Ocellatina PT1 no diametro
micelar;

e Obter por meio da técnica de medida de Potencial Zeta, informacdes sobre
a estabilidade da micela do plurbnico F127 e suas possiveis alteracfes
com a interacdo do peptideo Ocellatina PT1;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do peptideo Ocellatina PT1 contra
microrganismos patogénicos na auséncia e presenga das micelas do

plurbnico F127.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 MICELAS POLIMERICAS

Com o advento dos nanomateriais, houve um grande avanco nas técnicas de
liberacdo de farmacos. Tal advento representou uma forte expansao do mercado
farmacéutico, isso porgue, a acao dos farmacos no organismo ainda encontra alguns
obstaculos tais como baixa solubilidade, necessidade de altas dosagens para
obtencéo do efeito terapéutico, elevada toxicidade, meia vida curta e degradagéo in
vivo (VALENZUELA OSES, 2016). Cerca de 50% das drogas aprovadas atualmente
para uso farmacolégico ndo apresentam boa solubilidade nas solucbes aquosas
fisioloégicas, o que pode resultar em uma baixa absorcdo gastrointestinal e por
consequéncia baixa biodisponibilidade do farmaco no organismo (CHIAPPETTA;
SOSNIK, 2007; SANTOS, 2015). Logo, as novas tecnologias para entrega de
medicamentos tém como objetivo o aumento do perfil de liberacdo, adsorcéo,
biodistribuicdo, excrecéo do ativo, tendo como resultado a maximizacao na eficiéncia
do tratamento, com menor toxicidade, trazendo assim maiores beneficios para o
paciente (DIGESU et al., 2016).

Com o intuito de aperfeicoar e potencializar essas formula¢des, uma grande
guantidade de nanoestruturas vem sendo estudadas e utilizadas para o transporte
de farmacos, sendo alguns exemplos: micelas poliméricas, dendrimeros, nanotubos
de carbono, nanocristais, nanoparticulas poliméricas, lipossomos, entre outros
(DIGESU et al., 2016).

Dentre as diversas alternativas nanotecnoldgicas, as micelas poliméricas tém
atraido grande interesse por parte da industria farmacéutica pela sua capacidade de
servir como um sistema de entrega de farmacos em escala hanométrica de maneira
efetiva (HSIAO et al., 2018). Valenzuela Oses (2016) retne em seu trabalho uma
série de formulacbes aprovadas e em fase de ensaios clinicos disponiveis no
mercado nos Uultimos anos, sendo que trés farmacos: Doxorrubicina (DOX),
Oxiplatino (NC-4016) eCisplatino (Nanoplatin), foram incorporados em micelas
poliméricas. Os resultados encontrados vém se mostrando promissores, sendo que
a DOX j& se encontra na fase lll (envolvendo grandes populagfes), enquanto que 0s

demais estdo em fase |.
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As micelas poliméricas (MPs) podem ser definidas como: nanoagregados
composto de polimeros anfifilicos, que tem como caracteristica a capacidade de se
auto-organizarem espontaneamente em ambiente aquoso (BONFERONI et al., 2016;
GJERDE et al., 2018; TYRRELL; SHEN; RADOSZ, 2010; VARSHOSAZ et al., 2015).
Podem ser formadas por blocos copolimeros do tipo A-B (dibloco) ou A-B-A
(tribloco), formando micelas com estrutura core-shell (nicleo-coroa), ou seja, onde 0
seu nucleo sera hidrofébico e sua coroa hidrofilica. Tendo uma larga aplicagdo na
industria farmacéutica como veiculo de entrega controlada de farmacos
(YOKOYAMA, 2011; VARSHOSAZ et al., 2015), proteinas e peptideos (AKASH;
REHMAN; CHEN, 2014) como também de genes e moléculas de imagem
(BATRAKOVA; KABANQV, 2008).

As MPs sdo de facil producdo, geralmente de pequenas dimensfes, com
diametro micelar em torno de 10 a 100 nm, o que lhes conferem uma maior
estabilidade, possibilidade de incorporacdo de varias espécies quimicas, além de
maior tempo de circulagdo no organismo (SEZGIN; YUKSEL; BAYKARA, 2006;
HSIAO et al., 2018; YOKOYAMA, 2011). Devido a sua baixa CMC (10® — 10" M),
bem como a sua lenta cinética de dissolucéo, as MPs nédo se dissociam logo apds a
administracdo intravenosa (PACHIONI et al., 2016) e sédo consideradas seguras
guanto a toxicidade crbénica, uma vez que as cadeias que formam o copolimero
podem ser separadas em mondmeros no decorrer do tempo, o que favorece a
excrecao renal total desses copolimeros (YOKOYAMA, 2011).

Sua formacédo reflete um balanco complexo de diversas forcas
intermoleculares, incluindo ligacdes de hidrogénio, interacdes de var der Waals,
interacdes estéricas, hidrofobicas e eletrostaticas. A forca atrativa principal é
resultante do efeito hidrofobico associado aos grupos hidrofobicos, enquanto que a
forca repulsiva é resultante das interagfes eletrostaticas e/ou estéricas associadas
aos grupos hidrofilicos. O processo de micelizacdo é resultante do balanco entre as
forcas repulsivas e atrativas presentes (VALENZUELA OSES, 2016).

A mesofase polimérica sera dependente do tamanho da cadeia hidrofobica.
Quando esta € menor que as cadeias hidrofilicas, o formato esférico das micelas é
predominantemente, porém, se o grupo hidrofébico for maior, as micelas assumem
estruturas nao esféricas diferentes (SANTOS, 2015). A principal vantagem do uso de
micelas poliméricas consiste no fato delas apresentarem um tamanho suficiente para

evitar a excrecdo renal, mas possuirem dimensdo pequena o suficiente para
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contornar as células endoteliais do baco, levando a um aumento na
biodisponibilidade do farmaco no organismo (GAUCHER et al., 2005; SANTOS,
2015).

3.1.1 Micelas do Plurbnico F127

Uma das classes desses copolimeros anfifilicos é a familia dos Plurdnicos,
sendo o Plurbnico F127 (F127), também conhecido como polaxamero 407,
amplamente utilizado no sistema de liberag@o controlada de farmacos. Quanto a sua
forma, dependendo do comprimento de PPO e PEO, podem ser classificadas em
esféricas, laminar ou bastdo (KABANOV; ZHU; ALAKHOV, 2005).

A denominacdo dos Plurénicos leva em consideracdo o estado fisico a
temperatura ambiente (pasta (P), floco (F) e liquido (L), o percentual de monémeros
constituintes e a massa molecular de seus componentes. A nhomenclatura segue o
seguinte padrao: morfologia de cada copolimero (P, F ou L), seguido de um numero
de 2 ou 3 digitos que sao referentes as porc¢des hidrofilica e hidrofébica. O primeiro
ou os dois primeiros digitos (levando em consideracdo que o copolimero tenha 3
digitos), multiplicados por 300, séo referentes a massa molecular aproximada de
PPO (porcdo hidrofébica), ja& o dultimo numero multiplicado por 10 indica a
porcentagem de PEO (porcdo hidrofilica) (ALEXANDRIDIS; HATTON, 1995;
SANTOS, 2015; VALENZUELA OSES, 2016).

A utilizacdo do Plurdnico na obtencao de nanoparticulas frente a outras rotas
apresenta como vantagens a estabilidade das nanoparticulas poliméricas formadas,
rapida velocidade da preparacdo, uso de solventes ambientalmente amigaveis,
levando a formac&o de um produto que pode ser facilmente aplicado em meio
agquoso (ALEXANDRIDIS; TSIANOU, 2011).

O F127 possui massa molecular de 12600 g/mol, tem carater n&o ibnico e ndo
é toxico (BATRAKOVA; KABANQV, 2008; KABANOV; ZHU; ALAKHOV, 2005). Suas
micelas possuem o diametro em torno de 10 a 100 nm (YONG-YONG et al., 2013).
Apresenta estrutura tribloco tipo ABA: PEO100-PPOes-PEO100, onde PEO (Oxido de
etileno) corresponde a porcao hidrofilica e o PPO (6xido de propileno) a porgao

hidrofébica (Figura 1 — A). Suas micelas tém estrutura nucleo-coroa, sendo a coroa
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hidrofilica e o nucleo composto por PPO, hidrofébico (AKASH; REHMAN; CHEN,
2014; WANG et al., 2017; YONG-YONG et al., 2013).

O F127 se auto-associa espontaneamente em micelas quando esta acima da
temperatura micelar critica (CMT), ou quando estd acima da concentracdo micelar
critica (CMC), pois quando estdo abaixo delas, se apresentam apenas na forma de
unimeros, sendo que este processo € reversivel (Figura 1- B) (AKASH; REHMAN;
CHEN, 2014; KABANOV; ZHU; ALAKHOV, 2005). O processo de micelizacao é
dependente da adequacéo desses dois fatores (concentragdo e temperatura). Esse
fato pode ser observado no trabalho de Lee, Shin e Oh (2003) que demonstra que o

valor da CMT diminui com aumento da concentracdo do F127.

Figura 1 — (A) Férmula estrutural do copolimero tribloco plurénico F127; (B)
Representacdo da formacao micelar do F127

Oxido de etileno Oxido de propileno Oxido de etileno

HO—~CH,CH,0 CH2C|)HO CH,CH,0-4—H
CH,
100 65 100

<— Regido hidrofilica (PEO)
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\ s Aumento da temperatura bUé
Q Q « Redugéo da temperatura OﬂQ

Abaixo da CMC Na CMC ou Acima da CMC

Fonte: Adaptada de AKASH; REHMAN; CHEN, 2014.

Outra forma na qual o plurénico F127 pode se apresentar é em forma de gel.
Em altas concentracées em solucdo aquosa (acima de 20% p/p), ele se comporta
como gel termorreversivel (BOHORQUEZ et al., 1999). Quando colocado em
temperatura ambiente, 25°C, ou abaixo desta, ele se apresenta na fase fluida
(AKASH; REHMAN; CHEN, 2014). No entanto, quando colocado na temperatura do
corpo, cerca de 37°C, se apresenta na fase gel, gel sélido (AKASH; REHMAN;
CHEN, 2014; ESCOBAR-CHAVEZ, et al., 2006). Segundo a agéncia regulatoria FDA

(Food and Drug Administration), dos Estados Unidos, o copolimero F127 é
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considerado um ingrediente inativo para diferentes tipos de preparacdes, tais como:
solucédo oral, oftalmica, intravenosa, inalacdo, suspensfes e formulacfes topicas
(GAWANDE; LEUNG; MADHYASTHA, 2014), podendo levar ao desenvolvimento de
sistemas de entrega de medicamentos para diversas vias de administracao.

Muitos trabalhos (BATRAKOVA; KABANOQOV, 2008; BUTT et al., 2012; EMAMI
et al., 2018; ESTANQUEIRO, 2015; KUMARI; GHOSH; BISWAS, 2016; KUMARI,
YADAV; YADAV, 2010; MESHKINI; OVEISI, 2017; MOHAMED et al., 2018;
MOREIRA, 2013; SANTOS, 2015; VARSHOSAZ et al., 2018; ZHANG et al., 2017)
tém sido conduzidos utilizando o F127 com farmacos com propriedades
anticancerigenas. Os resultados encontrados vém sendo promissores, visto que o
emprego das micelas permitiu um transporte eficiente da droga para as células
tumorais, 0 que € particularmente importante para a reducao dos efeitos adversos da
terapia antineoplasica. Valenzuela Oses (2016) aponta que a incorporacdo da
miltefosina (que tem atividade antineoplasica, com aplicacéo limitada devido ao seu
potencial hemolitico) em micelas do F127, possa ser uma alternativa para o
tratamento do cancer de pulméo e cervical. O autor afirma ainda, que houve reducéo
da toxicidade com o emprego de tal sistema, tornando essa estratégia promissora
para viabilizar o emprego dessa e de outras alquilfosfocolinas no tratamento do
cancer.

Diversas formulagdes de Plurdnico, dentre elas o F127, foram estudadas com
o0 intuito de avaliar o encapsulamento e a biodisponibilidade apés administracéo oral
de acetato de magestrol, que € um farmaco hidrofébico, utilizado no combate do
cancer do endométrio e de mama e também tem aplicacbes no combate de
determinadas patologias associadas ao HIV. Os resultados para o F127 mostraram
um aumento na biodisponibilidade do farmaco de 1,5 a 2 vezes nos ratos modelos
guando comparados ao sistema controle (ALAKHOV et al., 2010).

Uma associagéo entre o F127 e o composto doxorrubicina (que € um potente
anticancerigeno), foi desenvolvido com o intuito de levar a um direcionamento na
entrega do farmaco. A doxorrubicina (DOX) foi encapsulada tanto em nanomicelas
do plurénico F127, como em nanomicelas funcionalizadas do F127, que foram
ligadas a um peptideo, o PV7 (F127-PV7), cuja funcao, era direcionar a entrega do
farmaco no nucleo. Os resultados demonstraram eficiéncia de encapsulamento da
droga nos percentuais de 88,57% e 72,68%, respectivamente. Sendo que, 0s

melhores resultados referentes a liberacdo da droga, citotoxicidade e apoptose
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foram obtidos com a nanomicela F127-PV7-DOX, sugerindo portanto, que esta pode
ser uma alternativa de veiculo de entrega de farmaco com direcionamento voltado
para nucleo (YONG-YONG et al., 2013).

Diversas formulacgdes tém sido investigadas e propostas para a administracao
de agentes antibacterianos no tratamento da doenca periodontal iniciada por placa.
Um sistema de entrega de drogas por intrusdo, contendo hiclato de Doxiciclina, um
agente antibacteriano, foi proposto para a formulagdo de géis periodontais pela
técnica de gelificacdo induzida por temperatura com a utilizacdo do F127, que
mostrou o fendbmeno de transicdo sol-gel entre 27 e 37 °C. A formula¢do encontrada
mostrou ser sollvel em temperatura ambiente e tem a caracteristica de formar gel
depois da instalacdo no bolso periodontal. Os resultados encontrados foram
satisfatérios segundo os autores, uma vez que, houve aumento do tempo de
retencado do ativo, lenta liberacédo do farmaco no local desejado, com um aumento na
biodisponibilidade, sendo considerado uma boa alternativa e um sistema de entrega
eficaz para a entrega de tal ativo para o tratamento da doenca periodontal (GORLE;
KHAIRNAR, 2018).

O antibiotico levofloxacino quando incorporado em nanoparticulas poliméricas
de F127 e de outros plurénicos, teve como resultados um aumento na inibicdo do
crescimento bacteriano, uma vez que a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
reduzida, possibilitando inclusive o uso destas formulacbes com levofloxacino em
cepas que ja apresentem algum grau de resisténcia (ALVES et al., 2016).

Nos trabalhos de Mendonca et al., (2019), a eficacia in vivo do Flau-A (um
derivado da naftoquinona) que foi incorporado em um sistema de micelas a base de
F127, foi avaliada em um modelo murino contra a infeccdo por L. Amazonensis.
Anfotericina B (AmB) e Ambisome foram utilizados como controles. Os animais
foram infectados e depois tratados com 0s compostos e apOs trinta dias do
tratamento, parametros parasitolégicos e imunoldgicos foram avaliados. Os
resultados mostraram que os animais tratados com AmB, Ambisome, Flau-A ou
Flau-A/Micela apresentaram um diametro de lesdo médio e carga parasitaria
significativamente menores nos tecidos e 6rgaos avaliados, quando comparados aos
grupos controle (solucdo salina e micela).Os camundongos tratados com Flau-A ou
Flau-A/Micela apresentaram reducfes mais significativas na carga parasitaria,
quando comparados com o0s demais. A auséncia de toxicidade também foi

observada, embora os ratos que receberam AmB tenham apresentado altos niveis
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de marcadores de dano renal e hepatico. Os autores sugerem que O resultado
encontrado do composto Flau-A/Micela pode ser considerado como um possivel alvo
terapéutico a ser avaliado contra a leishmaniose humana (MENDONCA et al., 2019).
Outro trabalho semelhante com o composto clioquinol (ICHQ) foi realizado e
resultados positivos e semelhantes quanto ao diametro de lesdo médio, carga
parasitaria e toxicidade também foram encontrados apos a adicdo do ICHQ no
sistema micelar, sendo também colocados como um possivel candidato para o
tratamento da doenca (TAVARES et al., 2019).

Hidrogeis a base de F127, com propriedade antibacteriana também vem
sendo projetados para a cicatrizacao de feridas na pele. Os resultados encontrados
vém demonstrando aceleracdo significativa na taxa de cicatrizacdo da ferida, com
maior espessura de tecido de granulacdo, depdsito de colageno e fator de
crescimento endotelial regulado positivamente, com desempenho hemostatico
eficiente e biocompatibilidade, sendo considerado um tratamento promissor para a
cicatrizacéo de feridas na pele das articulagbes (QU et al., 2018).

A utilizacdo do F127, também mostrou grande potencial para aplicacao clinica
como uma vacina antitumoral eficaz para imunoterapia adicional. Os resultados
encontrados mostraram que a combinacdo de nanoparticulas carboxiladas
NPs/ovalbumina de antigeno OVA/agonista CL264 do receptor-7, inibiram
significativamente o crescimento tumoral, como também prolongou marcadamente a
sobrevivéncia de camundongos portadores de tumores. Além disso, foi observado
gue o tamanho pequeno, 60 nm das micelas mistas, permite que elas penetrem
rapidamente nos vasos linfaticos e consigam drenar os linfonodos apo6s a injecao
subcutanea (LI et al., 2018).

Uma caracteristica de uma terapéutica ideal para uso nos pulmdes e na
traquéia é que a atividade antimicrobiana potente aconteca sem danificar os cilios
gue desempenham um papel critico nesses tecidos. Potentes atividades
antimicrobianas da ceragenina CSA-131 foram relatadas em alguns trabalhos,
entretanto, alguns estudos realizados in vivo demonstraram que em concentracdes
necessarias para erradicar os biofilmes estabelecidos, uma perda da funcao ciliar foi
notada. Ao formular o CSA-131 em micelas do F127, os danos aos cilios foram
eliminados sem afetar a atividade antimicrobiana, sendo que a capacidade para
reducdo das populacbes de patdgenos fungicos no tecido tragueal e pulmonar

também foi observada. Os autores sugerem que tal ceragenina sendo formulada em
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tais micelas, pode atuar como um potencial terapéutico para infeccdes
polimicrobianas e que estejam relacionadas com biofilme no pulméo e na traquéia
(HASHEMI et al., 2018).

O peptideo antibacteriano catibnico Ceragenin CSA-13 obteve favorecimento
também com a associacdo com o plurénico F127, uma vez sua atividade hemolitica
foi inibida significativamente, levando a uma reducdo da toxicidade do farmaco
(LESZCZYNSKA et al., 2011).

A funcionalizacdo do Plurbnico com diferentes grupos tem levado a um
aumento na estabilidade das micelas obtidas, uma vez que possibilita que elas
sejam diluidas na corrente, favorecendo sua remoc¢ao mais facilmente do organismo
(SANTOS, 2015).

A estabilizacdo de um sistema de entrega de droga formado por 6xido de
grafeno reduzido para incorporacdo da Doxorrubicina foi funcionalizada utilizando o
F127 com terminagdes tidis. Os resultados apontaram a formacédo de ligacdes
dissulfeto entre a matriz do Plurénico funcionalizada e o sistema de grafeno, além de
aumento da eficiéncia de encapsulamento da Doxorrubicina (AL-NAHAIN et al.,
2013).

Plurénico F127 e P123 foram funcionalizados com tocoferil succinado levando
a formacdo de um sistema para incorporacdo do Paclitaxel, uma droga
anticancerigena. Os resultados apontaram eficiéncia de encapsulamento 20%
superior quando comparado aos sistemas nao funcionalizados, sendo que tal
sistema também mostrou maior estabilidade (TAO et al., 2013).

Estudos recentes também estdo apontando a capacidade do F127 em
aumentar o transporte de farmacos através da barreira hematoencefélica
(GABATHULER, 2010; VALENZUELA OSES, 2016). Nanocarreadores micelares
preparados com hidrato de morina acrescidos de F127 e/ou F123 para o controle da
doenca de Alzheimer foram estudados. Apds a administracdo da formulagéo,
observou-se que a concentragcdo do farmaco no cérebro e no sangue era mais
elevada para os nanocarreadores preparados com hidrato de morina otimizado em
comparacdo com o hidrato de morina simples. No estudo, o tratamento crénico
aumentou significativamente a memoéria na doencga de Alzheimer induzida por cloreto
de aluminio em ratos Wistar (SINGH et al., 2018).

A associacdo de nanoparticulas de ouro (que atuam como transportador de

farmacos em decorréncia de suas caracteristicas de superficie) com o Plurbénico
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F127 funcionalizado, se mostra também como um caminho promissor para o
transporte biologico de drogas por permitir a construcdo de carreadores
nanoestruturados termoresponsiveis, possibilitando a administragdo oral ou
parenteral do medicamento, além de prolongar a permanéncia da droga no
organismo (COELHO et al., 2010). Simon, Boca e Astilean (2012) sintetizaram
nanoparticulas de ouro com Plurénico F127 acima da CMC, sendo o azul de
metileno incorporado no nanosistema. Os resultados encontrados apontam a dupla
funcionalidade do sistema que pode ser utilizado para o transporte biologico de
drogas e como sondas Opticas sensiveis.

O F127 também foi avaliado quanto a sua capacidade de favorecer a
penetracdo de drogas nas unhas. Foi constatado que a laca hidroalcodlica elaborada
com polipseexorotaxano ciclodextrina/poloxamer solavel e lauril sulfato de sodio
(SLS), permitiu que a taxa de difusdo e penetracdo do ativo dentro da unha fosse
significativamente maior do que aquelas utilizadas com as lacas de referéncia ao
utilizar ciclopirox olamine ou clobetasol propionato que s&o ativos para tratamento
local das unhas. Eles constataram que a presenca de SLS produz uma melhoria na
dispersédo da solucéo na superficie da unha e promove a penetracdo da solu¢cao nos
poros da unha (CUTRIN-GOMES et al., 2018).

O potencial de geis formulados a base de F127 para aplicagdo no tratamento
de fissuras anais crbnicas (IVANOVA et al.,, 2018); incontinéncia fecal (LEE,
H.; PARK, J. H.; PARK, J. H., 2017); diabetes mellitus (OH et al., 2014); nas
inflamacdes e/ou infeccbes oculares (AL KHATEB et al., 2016; CUCINA et al., 2018;
GONZALEZ-PIZARRO et al., 2018); lesédo por queimadura (DUNG; HUONG; YOO,
2018); doenca de Parkinson (RAO; AGRAWAL; SHIRSATH, 2017); como anestésico
local com inicio rapido e acéo prolongada para servir como uma alternativa a injecao
de anestesia dolorosa durante a cirurgia odontoldogica (PANDIT; POL; KULKARNI,
2016); dentre outras condi¢cbes, também vem sendo conduzidos e resultados
promissores vem sendo encontrados.

Como se pode observar, cada vez mais trabalhos vém demonstrando as
vantagens do uso de micelas poliméricas de F127, como também de géis
termorreversiveis como veiculos de entrega de ativos no seu local de agéo, pois
estes podem ser usados como carreadores de genes, farmacos, vacinas, hormonios,

peptideos, dentre outros compostos. Sendo de suma importancia a investigacao,
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bem como mais estudos da aplicabilidade deste copolimero com demais agentes

com propriedades terapéuticas, como é o exemplo dos peptideos antimicrobianos.

3.2 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS:

Devido a sua grande versatilidade quimica, conformacional e funcional, os
peptideos estdo cada vez mais em evidéncia no meio cientifico, sendo que muitas
propriedades fisioldgicas e farmacoldgicas importantes vem sendo descobertas nos
altimos anos, por meio da aplicacdo destes (AMARAL, 2012; PUGLIESE; GELAIN,
2017).

Algumas das vantagens de se trabalhar com peptideos sédo que estes
podem ser menos susceptiveis a degradacdo; as metodologias sintéticas atuais
fornecem a sintese de qualquer sequéncia de aminoacidos entre 5 — 50 residuos;
além do fato de que quando comparado as proteinas, estes apresentam maior
simplicidade estrutural e sua sintese nas quantidades de 10 a 100 mg é
relativamente facil de ser obtida, enquanto que as proteinas séo disponiveis apenas
na faixa de sub-miligramas (AMARAL, 2012; PUGLIESE; GELAIN, 2017).

De acordo com sua estrutura secundaria podem ser classificados em (Figura
2): alfa-hélice, folha-beta, ou a combinacdo de ambas, estruturas
estendidas/aleatorias e estrutura em alca (ALVES; PEREIRA, 2014; JESSEN;
HAMILL; HANCOCK, 2006; KANG et al., 2017).
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Figura 2 — Classes estruturais dos peptideos antimicrobianos. (A) Alfa-hélice; (B)
Folha-beta; (C) Estrutura estendida; (D) Estrutura em alca
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Fonte: Jessen, Hamill e Hancock (2006).
Adaptado pelo autor.

Devido a sua ampla atividade antimicrobiana contra bactérias gram-negativas,
gram-positivas, fungos, virus, leveduras e protozoarios unicelulares (GUSMAO,
2016; KANG et al.,, 2017; MAHLAPUU et al., 2016), os PAMs, sao cotados como
novos agentes com potencial farmacologico para o desenvolvimento de novos
antibioticos, assim como potenciais farmacos para outras finalidades (ALVES;
PEREIRA, 2014; CHAGAS, 2014; MARANI, 2015; VELTRI; KAMATH; SHEHU,
2018). As pesquisas nessa area ainda tém uma vantagem que € o fato de que PAMs
estdo disponiveis em quantidades relativamente altas, sendo possivel obter de um
anico animal material que seja suficiente para se fazer a caracterizacao bioldgica e
guimica dos compostos analisados (CHAGAS, 2014; NASCIMENTO et al., 2004).

PAMs sdo em sua maioria catidnicos (carga total positiva), sdo anfipaticos e
apresentam residuos hidrofobicos (que lhes permite penetrar nas células e induzir a
lise da membrana, sendo que um aumento na hidrofobicidade da sequéncia de
aminoacidos dos PAMs se correlaciona com sua baixa seletividade e toxicidade para
células humanas) (KANG et al., 2017; WANG; LI; WANG, 2016). Peptideos
cationicos ligam-se com 0s componentes carregados negativamente na parede
celular da bactéria por meio de interacdes eletrostaticas. No caso de bactérias gram-
positivas, o componente € o acido lipoteicdico, enquanto que nas gram-negativas

sédo os lipopolissacarideos, e essa ligacdo causa uma desestabilizacdo na parede


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Veltri%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29590297
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bacteriana, podendo levar a lise da mesma (MAHLAPUU et al., 2016; SALAY et al.,
2004, 2011, 2012). Tal fato ndo acontece com as membranas celulares dos
mamiferos, visto que a composicdo da porcdo externa de sua membrana €
composta de lipideos com carga neutra, impossibilitando a ligacdo por interacéo
eletrostatica, o que confere uma habilidade seletiva para os PAMs (MAHLAPUU et
al., 2016; KANG et al., 2017).

Modelos de mecanismo de ac¢do para os PAMs ja foram descritos na
literatura, sendo que os mais aceitos sdo: Formacgédo de Barril (barrel stave),
Formacdo de Tapete (carpet) e Poro Toroidal. Vale ressaltar ainda, que
caracteristicas como estrutura conformacional, sequéncia, carga total positiva,
hidrofobicidade, anfipaticidade séo inter-relacionadas e irdao influenciar no modo de
acdo dos PAMs (KANG et al, 2017). Além dos efeitos envolvendo a
desestabilizacdo das membranas biologicas, os PAMs podem se ligar a receptores
da membrana, levando a uma perda especifica de sua funcdo. Pela possibilidade de
se translocarem através da membrana, podem agir intracelularmente, dificultando a
sintese de metabdlicos importantes para a sobrevivéncia do microrganismo (PERINI,
2013). Esses variados mecanismos de acdo, inclusive diferentes dos antibidticos
convencionais, acabam dificultando o desenvolvimento de resisténcia microbiana
(AOKI; UEDA, 2013; KANG et al., 2017; ROSCIA et al., 2013).

A pele dos anfibios tem sido fonte de uma vasta variedade de substancias
com propriedades biolégica, todavia menos de 1/3 dos géneros conhecidos foram
avaliados (DALY et al.,, 2004). O interesse cientifico na atividade antimicrobiana
apresentada por peptideos provenientes da secrecdo de anfibios surgiu apés a
purificacdo do peptideo bombinin, originado da r& Bombina variegata, e teve um
grande impulso com a caracterizacdo do peptideo magainis, de Xenopus laevis
(NASCIMENTO et al., 2003). O primeiro medicamento com atividade antimicrobiana
Locilex (creme de Pexinagam 0,8 %), foi aprovado pela FDA, e esta na fase 3 dos
ensaios clinicos. Tal medicamento € um peptideo de 22 aminoacidos que foi isolado
da pele de um anfibio e tera como finalidade o tratamento antimicrobiano topico de
infec¢des de Ulceras de pé diabético (KANG et al., 2017).

Atualmente, estudos vém sendo conduzidos com o intuito de descrever o
isolamento e a caracterizacdo de PAMs isolados de anuros do género Leptodactylus
e um conjunto de resultados interessantes com potenciais aplicacfes terapéuticas

vém sendo reportados. O primeiro relato de isolamento e caracterizagdo ocorreu em
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2004 a partir do Leptodactylus ocellatus, quando foi proposto que todos os peptideos
obtidos a partir deste género Leptodactylus devem receber a denominacdo de
"ocellatinas" (CHAGAS, 2014; GUSMAO, 2016).

Os PAMs provenientes da secrecdo cutanea de anuros sao caracterizados
por apresentar de 10 a 48 residuos de aminoacidos, contendo varios residuos
carregados positivamente, o0 que o0s tornam catidbnicos. Além disso,
aproximadamente, 50% dos residuos presentes séo representados por aminoacidos
hidrofébicos (CHAGAS, 2014; MARR; GOODERHAM; HANCOCK, 2006). A
conformacdo mais comumente encontrada € a a-hélice anfipatica, onde as cadeias
laterais dos aminoacidos polares sédo dispostas em um mesmo lado, ao passo que,
as cadeias apolares ficam no lado oposto, 0 que permite que estes peptideos
possam interagir com membranas biol6gicas. Outra caracteristica frequente é a
ocorréncia de amidacao C-terminal, que leva ao favorecimento de uma maior carga
positiva para a molécula, bem como maior estabilizacdo das regides helicoidais
(CHAGAS, 2014; NASCIMENTO, 2007).

3.2.1 Peptideo Antimicrobiano: Ocellatina PT1

Um dos peptideos provenientes do Leptodactyluspustulatus que teve sua
purificacdo, identificacdo e caracterizacdo realizada recentemente foi a ocellatina
PT1(MARANI et al., 2015).0 ensaio microbioldgico foi realizado para determinar a
concentracdo inibitéria minima (MIC) e atividade hemolitica da ocellatina frente
algumas cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas.Os resultados
mostraram que o PAM Ocelletina PT1, conseguiu inibir o crescimento de cepas de
bactérias gram-negativas em concentracdo superior a ug/mLe também apresentou
baixa atividade hemolitica (MARANI et al., 2015).

Ainda na caracterizagdo do PAM Ocellatina PT1, foi observado quea
sequéncia de seus aminoacidosmostra uma estrutura tripartite, compativel com o
gue ja havia sido descrito na literatura para PAMs. A ocellatina identificada é um
peptideo longo, com 25 residuos de aminoacidos na sua sequéncia primaria:
GVFDIIKDAGCQLVAHAMGKIAEKYV, apresenta sequéncias hidrofobicas, como
também um C-terminal amidado e sua massa molecular € 2639,1 Da, e, em pH

fisiologico este peptideo tém uma tendéncia aser protonado, uma vez que, o pl
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encontrado na caracterizacdo bioquimica foi 8.44, o que sugere carga residual

superficial catibnica (Tabela 1) (MARANI et al., 2015).

Tabela 1 — Sequéncia, massa molar, ponto isoelétrico e momento hidrofébico do
Peptideo Ocellatina PT1, isolado da secrecao de Leptodactylus pustulatus

Massa Ponto Momento
Nome Sequéncia Molar isoelétrico Hidrofébico
_ (MM)  (p) (H)
OC‘;”T""l“”a GVFDIIKDAGCQLVAHAMGKIAEKV 2639,1 8,44 0,267

Fonte: Marani et al., 2015.
Adaptado pelo autor.

Comparando os peptideos do género Leptodactylus ja descritos na literatura,
com as oito novas ocellatinas (Ocellatina PT1 a Ocellatina PT8) descobertas por
Marani et al. (2015), com excegédo da Ocellatina PT3, nota-se que em todos o0s
demais peptideos, ha a presenca do aminoacido aromético fenilalanina, na posicéo
3 da cadeia peptidica, ao invés dos aminoacidos leucina ou valina, como pode ser
observado na Tabela 2. No entanto, os autores citam que essa mudanca é
conservadora, uma vez que ambos os aminoacidos sdo apolares (hidrofébicos)
(MARANI et al., 2015).

As predicdbes do modelo estrutural tridimensional dos novos peptideos
mostram que a presenca de uma fenilalanina, na posicao 3, favorece a formacéo de
a-hélice na regido N-terminal, assim como a glicina, na posicdo 8 (ocellatinas PT4,
PT6, PT7 e PT8). A presenca de isoleucina, na posicao 3 (ocellatina PT3) ou &cido
aspartico, na posicao 8 (ocellatinas PT1 e PT2), provocou a reducdo do conteudo da
a-hélice. Este fato pode estar relacionado a atividade antimicrobiana contra E. coli,
pois peptideos com fenilalanina, na posicdo 3 e glicina na posi¢cao 8, apresentam
MICs ligeiramente inferiores contra esta estirpe. A MIC encontrada para as
ocellatinas PT1, PT3 e PT5 foi de 800 pg/ml, a PT6 (400 pug/ml), as ocellatinas PT4,
PT7 e PT8(200 pg/ml) e a ocellatina PT2 (MIC encontrada foi acima de 800 pg/ml),
sendo a que apresentou os piores resultados de inibicdo contra E. coli (MARANI et
al., 2015).
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Tabela 2 — Sequéncia dos aminoacidos das Ocellatinas PT1 a PT8 isolados da
secrecédo de Leptodactylus pustulatus

Nome Sequéncia

Ocellatina PT1
Ocellatina PT2
Ocellatina PT3
Ocellatina PT4
Ocellatina PT5
Ocellatina PT6
Ocellatina PT7
Ocellatina PT8

Fonte: Maraniet al., 2015.
Adaptado pelo autor.

A B K B X X X K

H
H
H
H
H
H
H
R

A maior parte dos PAMs caracterizados até o momento apresentam uma
carga liquida positiva, variando de aproximadamente +2 a +9, podendo conter um
dominio catiénico altamente definido. Esta cationicidade é de grande importancia
para a atracdo eletrostatica do PAM pela membrana fosfolipidica carregada
negativamente de alguns microrganismos e podem influenciar no seu postencial de
acdo (PERINI, 2013). A presenca dos aminoacidos acido aspartico, na posicao 8
(em ocellatinas PT1, PT2 e PT5), acido aspartico, na posi¢ao 12 (ocellatina-PT3) e
acido glutamico, na posicéo 19 (ocellatina-PT6) influenciam o valor do pl, o que pode
estar relacionado a atividade contra outras cepas (MARANI et al.,, 2015). J4 as
ocellatinas PT4, PT7 e PT8 apresentaram valores de pl maiores do que as demais
ocellatinas (9,53, 9,40 e 9,82 respectivamente). Esse fato pode explicar os valores
de MICs mais baixos contra E. coli, como também as atividades contra S.
choleraesuis e/ou K. pneumoniae e S. aureus encontradas. O Unico peptideo que
nao apresentou atividade contra E. coli, foi a ocellatina PT2, e que muito
provavelmente € pela presenca do aminoacido treonina na posi¢cdo 18 no lugar da
metionina na mesma posic¢ao (Tabela 2) (MARANI et al., 2015).

E sabido que o potencial antimicrobiano dos PAMs depende de diversos
fatores, como as caracteristicas relacionadas as membranas celulares das células
microbianas. Depende também da seletividade, carga superficial, hidrofobicidade,
presenca de aminoacidos em regifes estratégicas, bem como das caracteristicas

fisico-quimicas dos sistemas envolvidos (PERINI, 2013).
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3.3 TECNICAS FiSICO-QUIMICAS UTILIZADAS PARA A CARACTERIZACAO
DAS MICELAS DO F127

Em decorréncia de sua natureza coloidal, dificuldades técnicas sé&o
comumente encontradas na caracterizagdo fisico-quimica dos nanomateriais, como
€ 0 caso das micelas poliméricas. Até o momento, ndo ha diretrizes do FDA que
tenham sido desenvolvidas especificamente para formulacbes baseadas em
nanomateriais com finalidade terapéutica ou para diagnostico e nem protocolos e/ou
procedimentos padronizados para a caracterizacdo desses materiais em
nanoescala. As técnicas comumente utilizadas tém a finalidade de estudar o
tamanho, a forma, composicdo, pureza, propriedades da superficie e estabilidade
dos nanomateriais (LIN et al., 2014). O conjunto de informacbes obtidas pela
caracterizacdo destes sistemas pode levar a sugestdo de modelos que possam
descrevar em nivel molecular como os nanomateriais sdo organizados.

Buscando compreender a interacdo do peptideo Ocellatina PT1 com as
micelas do F127, foram empregadas as técnicas Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC), Espalhamento Dinamico de luz (DLS) e o Espalhamento Dinamico

Eletroforético de Luz (DELS) ou Potencial Zeta.

3.3.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura € uma técnica termodinamica
poderosa, para medir as propriedades térmicas dos materiais, com o intuito de
estabelecer uma conexao entre a temperatura e as propriedades fisicas especificas
das substancias de interesse, determinando a entalpia associada a tal processo. Em
outras palavras, o dispositivo € um instrumento de analise térmica que determina a
temperatura e o fluxo de calor que estdo associados as transicoes do material em
analise, em funcdo do tempo e da temperatura. Durante uma mudanca de
temperatura, o DSC mede uma quantidade de calor, que é absorvida ou irradiada
excessivamente pela amostra com base em uma diferenca de temperatura entre a
amostra e o material de referéncia (GILL; MOGHADAM; RANJBAR, 2010).

Os ensaios de DSC consistem em resfriar e/ou aquecer volumes iguais da

amostra e do material de referéncia a mesma taxa, de uma temperatura inicial até
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uma temperatura final, mantendo a amostra e a referéncia na mesma temperatura, a
pressdo constante, com o intuito de monitorar as alteracfes fisicas que determinam
mudancas nas propriedades fisico-quimicas do sistema estudado, como capacidade
térmica, entropia e entalpia que acompanham mudancas na conformacéo ou ligacao
da substancia em analise (FEITOSA et al., 2009; RUSSEL; HANSEN, 2006). Logo,
cada pico ou alteracdo apresentado no termograma (curva de variacdo na
capacidade calorifica versus temperatura) esta ligado a uma transicdo de fase ou
estrutural que ocorre em torno de uma determinada faixa de temperatura “critica”,
cujo valor médio corresponde a temperatura maxima do pico, sendo atribuida a
temperatura micelar critica (FEITOSA et al., 2009; GILL; MOGHADAM; RANJBAR,
2010). E a area do pico fornece informacfes sobre a energia ou entalpia (AHm)
envolvida nessa transi¢do (LEMOS, 2015).

Considerando a capacidade de medir mudancas de entalpia e transi¢cdes de
fase, 0 DSC vem sendo muito utilizado para o desenvolvimento de medicamentos
pela industria farmacéutica. Tem aplicacdo para o estudo de uma ampla variedade
de macromoléculas biolégicas, sendo importante na investigacdo de proteinas e
lipideos, como também na analise de ligantes em proteinas, além de possibilitar o
estudo de mudancas estruturais e conformacionais em sistemas coloidais e de
proteinas (CHIU; PRENNER, 2011).

3.3.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Técnicas de espalhamento de radiacdo permitem explorar caracteristicas
fisico-quimicas de nanomateriais, como forma, estrutura, tamanho hidrodinamico,
estado de agregacdo e biomolecular (INAGAKI et al.,, 2013; LIN et al., 2014;
SAPSFORD et al.,, 2011). O DLS, € uma das mais populares modalidades de
espalhamento de luz, sendo amplamente utilizado para determinar o raio (ou o
didametro Dn) hidrodindmico de materiais formados por tipos diferentes de particulas
gue se encontram dispersas em meio liquido. A técnica investiga 0s movimentos
térmicos das particulas em suspensao sobre os quais um laser € incidido (LEMOS,
2015). Assim, a intensidade da luz espalhada detectada, em um angulo fixo, pode
fornecer informacbes de tamanho, distribuicdo de tamanho, como também da

polidispersividade dos materiais analisados (LIN et al., 2014). Caracteristicas
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importantes dos materiais como: velocidade de dissolucdo, estabilidade de
dispersdes coloidais, reatividade, eficacia de entrega de farmacos, dentre outras,
podem ser influenciadas pelo tamanho das particulas (RAMOS, 2015).

Os principais pontos fortes dessa técnica incluem o fato de néo ser invasiva,
curta duracao do experimento (em minutos), capacidade de medir amostras diluidas
e numa ampla faixa de concentracfes, precisdo na determinacdo do tamanho
hidrodindmico, associado com um menor custo e uma medida mais reproduzivel do
que outros métodos (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010; LIN et al., 2014).

No entanto, o DLS pode apresentar algumas desvantagens como dificuldade
em correlacionar fracbes de tamanho com uma composi¢do particular quando
determinadas quantidades de agregados estdo presentes, particulas de poeira
também podem interferir na intensidade de espalhamento, além de possuir uma
faixa relativamente pequena de particulas ou tamanho da molécula (1 nm — 3 um),
embora essa limitacdo da escala ndo seja realmente problema para a caracterizacao
de nanomateriais (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010; LIN et al., 2014). Além disso, o
DLS nao é adequado para a medi¢do precisa do tamanho de nanomateriais nao-
esféricos, uma vez que a natureza esférica de particulas ja € assumida na analise
das amostras (LIN et al., 2014; USKOKOVIC, 2012).

3.3.3 Potencial Zeta (0)

O potencial zeta representa a carga de superficie das micelas/particulas, ao
mesmo tempo em que € uma medida da magnitude da atracdo ou da repulsédo
eletrostatica das cargas entre particulas, sendo um dos parametros fundamentais
gue podem afetar a estabilidade de determinados sistemas coloidais. Sua medi¢ao
pode oferecer uma visdo sobre as causas da disperséo, agregacdo ou floculacéo,
podendo ser utilizado para melhorar a formulacdo de dispersdes, suspensdes,
emulsGes, dentre outros (DE BATTISTI RIBEIRO, 2014).

A determinacdo do potencial { é feita através dos efeitos eletrocinéticos
provocados pela interacdo entre a carga superficial das particulas e um campo
elétrico aplicado ao meio, onde particulas com carga tendem a se mover em direcao
ao eletrodo que apresenta carga oposta. No entanto, as forcas viscosas presentes

no meio sdo contrarias a esse movimento. Quando o equilibrio entre essas forgas é
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atingido, a velocidade das particulas torna-se constante (EHLERS; HEINAMAKI;
YLIRUUSI, 2012; RIBEIRO, 2016). Considera-se que nanoparticulas sdo mais
estaveis quando seu potencial zeta € menor que - 30 mV e maior que + 30 mV, pois
suspensdes com particulas carregadas tendem a ndo se agregarem (FACHINETTI,
2013; HOW; ABDULLAH; ABBASALIPOURKABIR, 2011), uma vez que, em um
sistema nanoestruturado que apresente uma carga de superficie elevada, as forcas
repulsivas tendem a evitar agregagao em decorréncia das colisdes ocasionais que
podem ocorrer entre as nanoparticulas adjacentes (FACHINETTI, 2013; REUS,
2006).

Entre os métodos de avaliacdo do potencial zeta, a técnica de espalhamento
de luz eletroforético (ELS), é a mais comumumente utilizada e possibilita a medi¢éo
simultdnea das velocidades de muitas particulas, embora tenha sua precisao e
reprodutibilidade da medicdo reduzida, pois sofre com a eletro-osmotica. Apesar da
medicdo do potencial zeta de particulas suspensas apos a diluicdo reduzir a
dificuldade de penetracdo da luz na solucdo de amostra, é valido notar que o
potencial zeta € uma propriedade sensivel a alteragdes ambientais, incluindo pH e
forca ibnica. Contudo, uma medicéo de potencial zeta precisa e reprodutivel em uma
solucéo diluida pode néo refletir o verdadeiro valor de uma suspenséo concentrada
(LIN et al., 2014).

Sendo a Ocellatina PT1, um dos peptideos recentemente descritos, ndo ha,
portanto, nenhum estudo analisando as interagdes moleculares deste peptideo com
nanoagregados poliméricos (MARANI et al., 2015). Assim, este € um tema
praticamente inexplorado, que pode levar a melhor compreenséao da aplicabilidade
desse PAM, sendo a caracteriza¢do por meio das técnicas de andlise fisico-quimicas

um aliado nesse processo.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marani%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26107622
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia deste trabalho foi dividida em duas etapas. A primeira foi
dedicada a obtencao de informacdes a nivel molecular e fisico-quimico do peptideo
Ocellatina PT1 e ap0ls ele ser incorporado nas micelas do Plurénico F127. As
técnicas empregadas foram: Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), que
determina a temperatura de transicdo que correspondem a temperatura micelar
critica (CMT) e a entalpia de micelizacdo do plurdnico F127, na presenca e auséncia
do peptideo; O espalhamento dinamico de luz (DLS), fornece informacges do
tamanho do agregado polimérico sozinho e na presenca do peptideo; A técnica de
potencial zeta (), que fornece informacdes sobre a estabilidade da micela do F127 e
suas possiveis alteracdes com a interacdo do peptideo antimicrobiano Ocellatina. Ja
na segunda parte foi realizado um ensaio biolégico, para avaliar se o sistema F127-
Ocellatina PT1, apresenta uma melhor atividade antimicrobiana quando comparado

com o peptideo sozinho.

41 MATERIAL

Os materiais utilizados nos experimentos foram: peptideo antimicrobiano
Ocellatina PT1 (OCEL PT1) com sequéncia de 25 residuos de aminoacidos
(GVFDIIKDAGCQLVAHAMGKIAEKYV), que possui massa molecular 2639.1 g mol, o qual
foi sintetizado na Faculdade de Medicina, da Universidade de Brasilia (UNB) e
cedido pelo grupo de pesquisa do professor Dr. José Roberto de Souza Almeida;
Copolimero tribloco Plurénico F127 (SIGMA-ALDRICH); Acido N-(2-hidroxietil)-
piperazina-N'-2-etanosulfénico (HEPES) (SIGMA-ALDRICH); meio de cultivo BHI,
cepa de Escherichia coli obtida de cole¢éo de cultura da FioCruz, RJ (ATCC10536).
A agua utilizada para o preparo das solucdes foi a ultrapura com resistividade de
18,22 MQ cm™ a 25 °C.
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4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Solucéao de Plurénico F127

As solu¢Bes de micelas poliméricas ndo ibnicas do Plurdnico F127 foram
preparadas de acordo com o experimento realizado, em diferentes concentragoes
(0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM e 1,5 mM), representando
concentracfes abaixo e acima da concentracdo micela critica (CMC). Néao foi
necessario determinar a (CMC), pois ja& sabemos que se encontra na faixa de 0,45
mM, com base em estudos prévios realizados por Souza (2018). Para os
experimentos de calorimetria diferencial de varredura (DSC), espalhamento dindmico
de luz (DLS) e potencial zeta (¢), as amostras foram pesadas para diferentes
concentracdes e dissolvidas em tampdo HEPES 10 mM, pH 7,4, e agitadas até a

solubilizagédo, com auxilio de agitador vortex.

4.2.2 Solucéao de Ocellatina PT1

As solucdes do peptideo antimicrobiano Ocellatina PT1 foram preparadas no
dia de cada experimento. A amostra foi pesada para valores iguais ou ligeiramente
maiores da concentracdo necessaria (50 uM), e posteriormente diluida a 50 UM em
solucéo tampdo. A solucédo tampao utilizada foi o tampdo HEPES 10 mM, pH 7,4. A
concentracdo de 50 uM foi escolhida por esta na fixa de concentracdo para estudos

fisico-quimicos.

4.2.3 Misturade Ocellatina PT1 e Plurénico F127

As solugdes de plurdnico F127 nas diferentes concentracdes (0,25 mM, 0,5
mM, 0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM e 1,5 mM) foram adicionadas em uma massa do
peptideo antimicrobiano ocellatina PT1, de modo que a concentracdo final do
peptideo fosse 50 um pM, conforme observado na Figura 3. Todas as misturas
foram solubilizadas com o auxilio do agitador vortex, e logo em seguida, utilizadas
em cada experimento. Todos 0s experimentos foram realizados a temperatura

ambiente, 25°C e em solugéo tamponada em pH 7,4.
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Figura 3 — Esquema do método de preparacado da mistura do peptideo
antimicrobiano Ocellatina PT1e Plurénico F127

Ocellatina PT1 Plurénico F127
Solucao tampao Solucéo tampéao
50 UM | 0,25-15mM

Ocellatina PT1+ Plurénico F127
Fonte: Santos, N. F. (2018).
Adaptado pelo autor.

4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICELAS POLIMERICAS DE
PLURONICO F127 NA PRESENCA E AUSENCIA DA OCELLATINA PT1
(OCEL PT1)

4.3.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) do plurénico F127 na
presenca e auséncia da Ocellatina PT1 (OCEL PT1)

Os ensaios foram realizados utilizando um microcalorimetro diferencial de
varredura, modelo VP-DSC (Microcal, Inc., Northamptom, EUA) de alta
sensibilidade, do laboratorio de Sistemas Coloidais da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” UNESP, Campus de Sao José do Rio Preto”. O
instrumento é equipado com duas celas idénticas de 0,54 mL, uma para a amostra e
a outra para referéncia. Quatro varreduras para cada amostra foram realizadas,
alternando entre aquecimento e resfriamento, com uma velocidade de varredura de
1°C por minuto, no intervalo de 1°C a 60°C, a taxa de varredura de 60°C/h, e um

tempo de pré-varredura de 15 minutos para a estabilizacdo das solugfes na cela. A
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referéncia da linha de base foi obtida com as duas celas preenchidas com tampéao
HEPES 10 mM, pH 7,4. Para a analise dos resultados foi utilizado os termogramas
da terceira e da quarta varredura, que eram idénticos aos da primeira e segunda
varredura, porém como maior tempo de equilibrio das amostras analisadas. O
programa MicroCal Origin, v.5.0 foi utilizado para o tratamento dos dados.

A técnica de DSC foi realizada para determinar a temperatura de transicao
que corresponde a temperatura micelar critica (CMT) e a entalpia de micelizacdo do
plurbnico F127 em tampdo HEPES 10 mM, pH 7,4, em diferentes concentragbes
(0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM e 1,5 mM), na auséncia e presenca
do AMP Ocellatina PT1 50 pM.

4.3.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

As medicdes do Du foram realizadas utilizando um equipamento fabricado
pela (Brookhavem Instruments Corp, Hosltsville, EUA), do laboratério de Sistema
Coloidais, do Departamento de Fisica da Universidade Estadual Paulista (UNESP)
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de Sao José do Rio Preto, em Sao Paulo. O
aparelho é equipado com um laser de He-Ne, com comprimento de onda (A) 633 nm,
e um goniémetro motor-drive BI-200SM e poténcia ajustavel de até 15 mW, com um
angulo de espalhamento ajustavel e temperatura também ajustavel, através de um
banho termostatizavel. As amostras séo inseridas no tubo de ensaio e entdo
colocadas em uma cuba de vidro que se encontra preenchida com decalina (deca-
hidro naftaleno), liquido cujo indice de refracdo € proximo ao do vidro, com o intuito
de diminuir reflexdes na parede do tubo. Acoplados a essa cuba esta um banho
térmico para o controle da temperatura da amostra. O equipamento dispde ainda de
softwares para a aquisicdo e analise de dados, como também para o controle de
alinhamento do sistema optico.

A técnica de DLS foi utilizada para determinar o Du micelar da solucéo de
plurénico F127 em diferentes concentragfes (0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM, 1,0 mM,
1,25 mM e 1,5 mM), na auséncia e na presenca do PAM Ocellatina PT1 (50 uM),
nas temperaturas de 25°C e 30°C, em solucao tampédo HEPES 10 mM, pH 7,4. Com

relacdo a variacdo da temperatura, o intuito foi observar se tal variagcdo pode
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influenciar no diametro micelar. Todas as medidas de DLS foram realizadas em

triplicata e agitadas durante 30 segundos, com o auxilio do vortex.

4.3.3 Potencial Zeta ()

O (¢) das amostras foi determinado utilizando o Espalhamento Dinamico
Eletroforético de Luz (DELS), equipamento modelo Zeta Pals (Brookhavem
Instruments Corp, Hosltsville, EUA), também do laboratério de Sistema Coloidais, do
Departamento de Fisica da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Sao José do Rio Preto, em Sao Paulo, que é equipado com um laser de diodo de
alta poténcia de 35 mW. As amostras foram colocadas em uma cubeta de
poliestireno e apds, foram submetidas a leitura no equipamento em milivolts (mV),
sendo que uma média de 5 leituras foi realizada, a uma temperatura de 25°C, em
solucdo tampao HEPES 10 mM, em pH 7,4. A amostra é irradiada pelo laser e um
campo elétrico é incidido, atribuindo as particulas movimento de translacéo
associado ao movimento browniano, que ira fornecer um valor medido, dando
importantes informacdes a respeito da estabilidade da particula.

A medida do potencial zeta foi utilizada para investigar a interagdo do PAM
Ocellatina PT1 com as micelas poliméricas do F127, como também para avaliar a
estabilidade de tais micelas. Para avaliar o potencial, inicialmente se analisou as
amostras de Plurénico F127 puro, em diferentes concentracdes (0,25 mM, 0,50 mM,
0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM e 1,5 mM) e em seguida, a mistura do Plurénico F127
(nas diferentes concentragdes ja citadas), com uma concentragao fixa de 50 yM do
PAM Ocellatina PT1, em solucédo tampao HEPES 10 mM, em pH 7,4.

4.4 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.4.1 Preparo das solugdes de Ocellatina PT1 e Ocellatina PT1 + Plurdnico
F127

Inicialmente foi preparada uma solucdo estoque do peptideo de 1 mL, e
posteriormente foi feita a diluicAo para as quatro concentragbes (400, 600, 800 e

1000 pg/ml) de ocellatina testadas. As solugcbes com o F127 foram preparadas
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pesando o F127 em cada tubo de centrifuga de 1,5 mL, na respectiva concentracao
desejada (0,0176 mg) e posteriormente feita a diluicdo com o tampao HEPES. Logo

apos, as solucdes foram agitadas até a solubilizacdo, com auxilio de agitador vortex.

4.4.2 Ensaio deinibicao

Neste ensaio foram utilizadas placas de petri previamente autoclavadas, que
receberam cada uma 18 mL de meio agar BHI. Apds a solidificacdo (30 minutos), a
placa foi inoculada com auxilio de um swab estéril, cobrindo-se toda a superficie do
agar. Em seguida foram perfurados 4 pocos, em cada placa, utilizando uma ponteira
estéril de pipeta de 20 uL, distribuidos em pontos afastados onde foram depositados,
em cada um, 10 puL da solucdo na concentracdo a ser testada. Foi comparada a
inibicdo do PAM ocellatina frente ao agregado OCEL PT1 + F127.

Como controles de atividade antimicrobiana foram utilizados discos do
antibiotico ciprofloxacino. Também foi realizado o controle da atividade
antimicrobiana do plurénico puro em poco. Os ensaios antimicrobianos foram
realizados em triplicata e os controles em duplicata. As placas foram incubadas e
observadas ap6s 15 e 24 horas. Os resultados foram documentados e os halos de
inibicdo foram medidos utilizando régua milimétrica.

Os ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana da Ocellatina PT1 foram
realizados na presenca e auséncia do plurénico F127 utilizando a técnica classica de
plagueamento e difusdo em agar por pocos, adaptada da norma técnica do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Foi investigada a inibicdo de uma cepa de
Escherichiacoli obtida de colecdo de cultura da FioCruz, RJ (ATCC10536). Os
ensaios foram realizados em colaboracdo com o laboratério de Microbiologia, do
Departamento de Ciéncias Biologicas (DCB) da UESC.

Em todos os procedimentos foi utilizado meio Brain Heart Infusion (BHI) da
marca Kasvi, (Liofilchem, Italia) em caldo e em agar. As solu¢cbes de cultivo foram
previamente preparadas, e assim como todo o material utilizado, foram esterilizadas
em autoclave por 15 minutos a 121 "C. Os ensaios foram montadosem camara de
fluxo laminar previamente limpa e esterilizada com alcool 70% e luz ultravioleta, e a

incubacéo foi realizada em estufa microbiolégicapor 24 h, a 35 °C.
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Previamente aos ensaios, foi realizada a ativacao e a confirmacédo da pureza
do cultivo original através da técnica de plaqueamento. Para tanto, o material foi
transferido para tubos contendo caldo BHI que foram incubados nas condicdes pré-
determinadas. Depois de 24 horas, uma aliquota foi transferida com auxilio de al¢a
de platina para placa de Petri, contendo agar BHI, mediante a técnica de estriamento
por esgotamento. Apds incubacéo de 24 horas foram observadas a morfologia das
colénias e logo procedeu-se a observacdo da morfologia das células, em
microscopia Optica sob imerséo, utilizando coloragdo de Gram. Neste caso obteve-se

material de uma Unica coldnia para confeccédo de esfregaco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC) DO
PLURONICO F127 NA PRESENCA E AUSENCIA DO PEPTIDEO
ANTIMICROBIANO OCELLATINA PT1

O estudo por DSC foi realizado para determinar a CMT e a entalpia de
micelizacdo do plurénico F127 em diferentes concentracées (0,25 mM, 0,50 mM,
0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM e 1,5 mM), tanto na auséncia como na presenca do
peptideo antimicrobiano Ocellatina PT1, a uma concentragéo fixa de 50 yuM, como
também para avaliar a possivel interacédo de tal peptideo com o plurénico F127.

Copolimeros em tribloco, como o F127, apresentam comportamento bem
definido quando em solucdo aquosa, que é resultado de interagcfes intermoleculares
bem como de suas caracteristicas estruturais. Uma das caracteristicas apresentadas
por eles é a capacidade de se auto organizar em micelas espontaneamente quando
estdo acima da CMC e/ou da CMT, abaixo destas, tendem a se apresentar na forma
de unimeros (NEACSU et al., 2016; PATINO AGUDELO, 2015).

O processo de micelizagdo ocorre numa determinada concentracao
conhecida como concentracdo micelar critica (CMC), desde que alguns parametros,
como temperatura e pressao estejam constantes (PATINO AGUDELO, 2015). Neste
trabalho, foi adotada a CMC do F127 utilizado em 0,45 mM, com base em estudos
prévios realizados por Souza (2018). Vale ressaltar que a CMC do F127 possui
valores diferentes na literatura, e que isto pode ocorrer tanto pelo método para
determinacdo da CMC utilizado, como também pelo grau de pureza apresentada
pelo produto (SEZGIN; YUKSEL; BAYKARA, 2006), como o produto utilizado neste
trabalho apresentava as mesmas caracteristicas do utilizado por Souza (2018),
adotamos a CMC no valor ja citado anteriormente.

A CMC de determinada substancia pode ser afetada quando ha variacdo na
temperatura, sendo que pode ocorrer uma reducao nesses valores a medida que ha
um aumento na temperatura do sistema. Isso se deve, provavelmente, ao fato das
interacdes copolimero-agua serem menos favoraveis em temperaturas maiores,
contribuindo para o processo de micelizagdo. A micelizacdo de copolimeros triblocos

também sofre influéncia e € depende da estrutura deles. Batrakova et al. (1999)
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estudou uma lista de 21 copolimeros (dentre eles o F127), e observou que uma
reducdo da CMC era notada, a medida em que ocorria um aumento nha massa molar
total como também na massa molar do bloco hidrofébico (PPO), o autor ainda cita
que o processo de micelizacao é influenciado pelo tamanho do segmento PPO.

O processo de micelizagcdo como ja citado, ndo s6 ocorre quando variacdes
na concentracdo da molécula anfifilica acontecem, mas também quando ha
variagbes na temperatura, sendo esta denominada temperatura critica de
micelizacdo (CMT) (DUTRA, 2012; PATINO AGUDELO, 2015). Alguns trabalhos
vém demonstrando que os valores da CMT para o F127 diminuem, quando ha um
aumento na concentracdo de tal copolimero (DUTRA, 2012; FEITOSA; WINNIK,
2010; LEMOS:; 2015; PATINO AGUDELO, 2015).

E de suma importancia a caracterizacdo destes parametros (CMC, CMT,
entalpia de micelizacdo), visto que é durante esse processo de micelizacdo que a
solubilizacdo dos farmacos nas micelas poliméricas acontece (KABANOV; ZHU;
ALAKHOV, 2005), e que a depender de suas caracteristicas estas substancias
podem ser solubilizadas em locais diferentes. No caso das micelas do F127, seu
nacleo hidrofébico é composto de PPO, o que permite que substancias que sejam
apolares possam ser solubilizadas nele. Caso apresentem caracteristicas polares, as
substancias podem ser solubilizadas na coroa hidrofilica de tal micela, que é
composta de PEO. Caso o composto apresente uma taxa hidrofébica/hidrofilica
intermediaria, a solubilizacdo pode ocorrer na interface nucleo-coroa (TORCHILIN,
2001).

Para a analise dos resultados foi utilizado os termogramas da terceira e da
quarta varredura, que eram idénticos aos da primeira e da segunda varredura,
porém como um maior tempo de equilibrio das amostras analisadas. As curvas dos
termogramas de DSC do plurbnico F127 apresentaram tanto no aquecimento
(endotérmicas - scan 3), quanto no resfriamento (exotérmicas - scan 4), um Unico
evento de transicdo nas diferentes concentracdes de F127 testadas (0,25 mM, 0,5
mM, 0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM,1,5 mM), como pode ser observado naFigura 4.
Sendo que este evento de transicdo, que € representado por um unico pico, tanto na
varredura de aquecimento quanto na varredura de resfriamento, esta torno de uma
mesma CMT, demonstrando um perfil idéntico (imagens em espelho), nos quais os
picos apresentam simetria, sendo um indicativo que o processo demonstrado é

termo reversivel.
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O evento endotérmico do aquecimento demonstra 0 processo de micelizacao
do plurénico F127. Acima da CMT os unimeros de F127 tendem a se agregar e
formar as micelas. Caso ocorra uma redugao na temperatura e ela figue em um valor
menor que a CMT, as micelas que haviam sido formadas tenderdo a se desagregar
e voltar a forma de unimeros, ocorrendo assim o processo da desmicelizacéo.
Segundo Feitosa, Winnik (2010), um indicativo de que o0 processo

micelizacdo/desmicelizacéo é reversivel é a auséncia de histerese térmica.

Figura 4 — Termogramas de DSC do plurénico F127 em tamp&o HEPES 10 mM, pH
7,4 obtidos por aquecimento (scan 3) e resfriamento (scan 4), com tempo de pré -
varredura de 15 min e taxa de varredura 60°C/h
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Resultados semelhantes observados nos trabalhos de Feitosa, Winnik (2010)
e no de Liu, Li (2015) quanto a termorreversibilidade do processo de micelizagéo e
também sobre a interferéncia do aumento da concentracdo do plurénico F127 na
CMT também foram encontrados nesse estudo. Na Figura 4, pode-se observar que
com o0 aumento da concentragdo de F127, um pequeno deslocamento do centro do
pico para a esquerda € notado, indicando uma reducéo na CMT dele, o que pode ser
justificado pelo fato de que com o aumento da concentracdo de F127, fica mais facil
para que ocorra o colapso das gaiolas de moléculas de agua que circundavam 0s
unimeros, levando ao rompimento delas e favorecendo a formagéo das micelas.

Quanto aos termogramas das curvas de DSC da interacdo do peptideo
Ocellatina PT1, a 50 pM com o plurdnico F127 em diferentes concentragdes (0,25
mM, 0,5 mM, 0,75 mM, 1,0 mM, 1,25 mM,1,5 mM) (Figura 5), observa-se também,

gue somente um evento de transicdo pdde ser notado em todas as concentracdes
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testadas, tanto no evento de aquecimento (scan 3) quanto no resfriamento (scan 4).
O evento endotérmico representa o processo de micelizacdo do F127 na presenca
do peptideo Ocellatina PT1. Nota-se que tal evento também foi reversivel, uma vez
que nao foi notada histerese térmica. Acredita-se que este Unico pico de transicdo
apresentado no termograma, represente a interacdo do peptideo antimicrobiano
Ocellatina PT1 (50 pM) com as micelas do plurbnico F127 nas diferentes
concentracdes testadas, pois quando o peptideo Ocellatina PT1 foi submetido ao
experimento de calorimetria diferencial de varredura (dados ndo mostrados), ele nao

apresentou nenhum pico de transicdo que indicasse sua desnaturacao.

Figura 5 — Termogramas de DSC da interacéo do plurénico F127 em diferentes
concentracbes em tampédo Hepes 10 mM, pH 7,4, com o peptideo Ocellatina PT1, a
0 uM, obtidos por aquecimento (scan 3) e resfriamento (scan 4), com tempo de pré -

varredura de 15 min e taxa de varredura 60°C/h
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Os fatos mencionados acima podem ser mais bem visualizados na Figura 6,
em que se nota um declinico da CMT a medida que a concentracdo do plurénico
F127 aumenta. Essa tendéncia (comportamento) esta presente para o F127 sozinho
como para quando a ocellatina foi adicionada, e pode ser visto tanto no scan 3 como
no 4. O valor da CMT encontrado na menor concentracéo (0,25 mM) de F127 foi de
29,8°C (scan 3) e 28,7°C (scan 4), ao passo que na maior concentragdo de F127
(1,5 mM), a CMT foi de 26,4°C (scan 3) e 25,8°C (scan 4). Para o F127 com a
adicao do peptideo, os valores encontrados foram 29,8°C (scan 3) e 28,9°C (scan 4)
para o F127 na concentracédo de 0,25 mM, e na maior concentracdo de F127 (1,5
mM), a CMT foi de 26,4°C (scan 3) e 25,9°C (scan 4).
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Para as concentracdes de F127/OCEL PT1 (0,5 mM, 0,75 mM e 1,0 mM) a
CMT foi igual a do F127 sozinho, sendo respectivamente 27,8°C, 27,2°C e 26,8°C
(scan 4). Para a endoterma de aguecimento (scan 3), nas concentracdes (0,25 mM,
0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 mM) ndo houve alteracdo na CMT quando o peptideo
Ocellatina PT1 foi adicionado as micelas do F127.

E perceptivel ainda, que o acréscimo do peptideo provocou discreta mudanca
nos valores da CMT para algumas das concentracdes testadas. No scan 4, a CMT
do F127/OCEL PT1, nas concentracdes (0,25 mM, 1,25 mM e 1,5 mM) foi um pouco
maior que para o F127 sozinho nas mesmas concentracdes. Nas concentracdes de
0,75 mM e 1,25 mM houve uma discreta mudanca na CMT (scan 3), sendo que na
concentracédo de 0,75 mM a CMT do F127 foi um pouco maior do que quando o
peptideo foi adicionado (27,6°C F127 e 27,5°C F127/OCEL PT1). Ja na
concentracdo de 1,25 mM a CMT foi um pouco maior na presenca do peptideo
(26,7°C F127 e 26,8°C F127/OCEL PT1). Apesar do peptideo antimicrobiano
utilizado ser diferente do deste estudo, resultados semelhantes foram encontrados
no trabalho de Souza (2018), em que uma discreta mudanca na CMT foi observada
quando o peptideo Jeleina | foi incorporado ao F127. Vale ressaltar ainda, que
embora discreta essa variacdo observada nos valores da CMT do F127/OCEL PT1
quando comparado ao F127 sem a presenca do peptideo, demonstra que
possivelmente houve interacdo do peptideo antimicrobiano Ocellatina PT1 com as

micelas do plurénico F127.
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Figura 6 — Variacdo da Temperatura Micelar Critica (CMT) em funcéo da
concentragdo de F127 (mM), na auséncia e na presenca do peptideo Ocellatina
PT1, a 50 uM, obtidos por aquecimento (scan 3) e resfriamento (scan 4), com tempo
de pré - varredura de 15 min e taxa de varredura 60°C/h

30,0 4 3 SCAN —n— 30,0 + 4 SCAN —a—
. "Mt gy = Cmt gy

29,5 4 —® CMt ka7 4 oCEL PTL50 uM 29,5 - —® CM k197 4 OCEL PTL50 M

29,0 4 29,0
28,5 28,5

28,0 4 28,0

CMT (°C)
CMT (°C)

27,54 27,5

27,0 4 27,0 4

26,5 26,5

26,0 4 26,0

25v5 T T T T T T 2515 T T T T
0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1

[F127] (mM) [F127] (mM)

Tal fato pode ser confirmado quando se investiga a entalpia de micelizacao
(AHm) do F127 e do F127 na presenca do peptideo Ocellatina PT1 a 50 uM
(F127/OCEL PT1), (Figura 7). Tanto no scan 3 quanto no 4, € notoria variagdo na
entalpia de micelizacdo tanto quando houve acréscimo na concentracdo do F127,
como quando o peptideo Ocellatina PT1 foi adicionado.

A influéncia da concentracdo do F127 e o reflexo na variacdo da entalpia de
micelizacdo podem ser explicados pelo fato de que com o aumento da concentragao
F127, a formacdo das micelas é facilitada, devido ao colapso das moléculas de
agua. Patifio Agudelo (2015) cita que a for¢a motriz para a formacdo de micelas dos
copolimeros em tribloco, como é o caso do Plurénico F127, é de natureza entropica,
ou seja, devido ao efeito hidrofébico.

Quando moléculas de agua solvatam regides hidrofobicas, elas devem ser
estruturadas de modo que possam realizar o maior numero de ligagcbes de
hidrogénio possiveis, 0 que leva a uma orientacdo especifica da agua fazendo com
que seus graus de liberdade sejam reduzidos. Quando ha um aumento na
hidrofobicidade, as moléculas come¢cam a se associar, € no momento em que isto
acontece moléculas de agua sao liberadas com consequente aumento na entropia
do sistema. O valor da entalpia padrdo de micelizagdo é um indicativo da magnitude

do efeito hidrofébico e para copolimeros em solucdes diluidas o valor é alto,
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podendo variar entre 150 a 350 kJ/mol, o que concorda com a faixa de valor
encontrado nesse trabalho (DUTRA, 2012).

As diferencas no tamanho das micelas, morfologia, nimero de agregados
formados e interacdes intermoleculares, dentre outros fatores, podem ter levado a
valores distintos de entalpia para as diferentes concentracdes testadas.

Quando se analisa o scan 3 (aquecimento) do F127 sem a presenca do
peptideo, nenhum padrdo/tendéncia quanto a variagdo da entalpia de micelizagdo
pode ser notada (grandes variacbes na AHm entre uma concentracdo e outra estao
presentes). Ao passo que quando o peptideo foi adicionado, nota-se que a medida
que hd um aumento na concentracdo do F127, um aumento na entalpia de
micelizacdo também é observada, o que pode indicar que na presenca do peptideo
Ocellatina PT1, o processo de micelizacdo ocorre de forma mais lenta, necessitando
assim de um maior gasto de energia para que 0s mondmeros comecem a se agregar
e formar as micelas, a Unica excecao € quando o F127 muda da concentracdo de
1,0 mM para a concentracdo de 1,25 mM, pois nessa concentracdo houve uma
reducdo na AHm, mas que novamente aumenta quando ha um incremento na
concentracdo de F127. Vale ressaltar que nas concentracdes de (0,50 mM, 0,75 mM
e 1,0 mM) do F127/OCEL PT1, os valores da entalpia de micelizacdo foram quase
constantes.

No scan 4 (resfriamento), observa-se que a medida em que aumenta a
concentracdo de F127, um aumento na entalpia de micelizacdo também € notada,
iSso ocorre tanto para o F127 sozinho como também para o F127/OCEL PT1, o que
mais uma vez pode ser um indicativo que a concentracdo do copolimero também
pode interferir no processo de micelizacdo, sendo que a medida em que ha um
aumento na concentracao dele, ha uma tendéncia de que o processo de micelizagédo
ocorra de forma mais lenta, necessitando assim de um maior gasto de energia para
gque os mon6meros comecem a se agregar e formar as micelas. Patifio Agudelo
(2015) cita que a medida em que ha um aumento na concentracdo do copolimero,
h& uma tendéncia a ocorrer uma saturagdo energética no sistema, fazendo com que
0s unimeros se difundam para a parte interna de tal sistema, levando a formacéo

dos agregados micelares.
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Figura 7 — Entalpia micelizagao (AHm) pela concentragédo de F127 (mM), na
auséncia e na presenca do peptideo Ocellatina PT1 a 50 uM, obtidos por
aguecimento (scan 3) e resfriamento (scan 4), com tempo de pré - varredura de 15
min e taxa de varredura 60°C/h
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E perceptivel também, que a presenca do peptideo também contribuiu para o
aumento da AHm, a Unica reducdo no valor da entalpia de micelizacdo ocorreu
quando o F127/OCEL PT1 muda da concentracdo de 1,0 mM para a concentragao
de 1,25 mM, pois nessa concentracdo houve uma reducdo na AHm, mas que
novamente tende a aumentar quando ha um incremento na concentragdo de F127,
fato que também foi observado no scan 3. Essa reducao na entalpia de micelizacdo
para o F127 na presenca do peptideo (da concentracdo de 1,0 mM para a
concentracdo de 1,25 mM), também foi observada no trabalho de Souza (2018),
utilizando o peptideo Jeleina I (JI).

Comparando os valores da AHm do F127 sozinho e com o acréscimo da
Jeleina | uma reducdo na AHm do F127+JI foi encontrada, fato contrario ao
observado neste estudo com a Ocellatina PT1. A autora ainda cita que a adicédo do
peptideo Jeleina |, favoreceu o processo de micelizacdo, pois um menor gasto
energético foi necessario para agregar ou desagregar os monémeros. Vale ressaltar
gue as caracteristicas apresentadas pelos peptideos podem ter influenciado nesse
processo de micelizacdo. A JI € um peptideo curto, com apenas 8 residuos de
aminoacidos na sua sequéncia primaria: PFKISIHL-NH2, sua massa molecular é
953,24 Da, ao passo que a OCEL PT1 é um peptideo longo, com 25 residuos de
aminoacidos na sua sequéncia primaria: GVFDIIKDAGCQLVAHAMGKIAEKV-NH2 e
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sua massa molecular € 2639,1 Da. Ambos sao considerados peptideos catidnicos,
apresentam um C-terminal amidado, como também sequéncias hidrofobicas. As
diferencas de tamanho, massa, quantidades de sequéncias hidrofébicas levam a
formacdo de diferentes arranjos estruturais, alterando as forcas de interacéo
presentes o que pode favorecer ou ndo o processo de formacao das micelas.

Vale ressaltar ainda, que o presente trabalho teve como objetivo o estudo das
caracteristicas fisico-quimicas para entender a possivel interacdo do peptideo com
as micelas do F127. Mas, levando em consideracdo a CMT encontrada para esse
sistema que variou entre 26°C e30°C aproximadamente, nas diferentes
concentracfes testadas, € valido pensar em uma possivel aplicacdo no organismo
humano, visto que segundo Dutra (2012), a faixa de temperatura considerada de
interesse para a aplicacao farmacoldgica é de 25°C a 37°C.

A taxa de liberagdo do farmaco pode ser afetada pelo estado fisico das nanoparticulas,
isso porque a forca de interacdo entre o farmaco e o nucleo micelar pode ser influenciado.
Sabe-se também, que uma caracteristica apresentada pelo F127 é que quando esta
em uma temperatura de transicdo na faixa entre a temperatura ambiente e a
corporea ele tem a tendéncia a formacdo de géis, desde que esteja em uma
concentracdo adequada, o que torna tais misturas interessantes para uma
administracdo subcutanea de medicamentos. No estado gel é esperado uma maior
interacdo entre o farmaco e o ndcleo em decorréncia do maior empacotamento do sistema,
fazendo com que sua mobilidade fique mais restrita e a taxa de liberacdo do farmaco ser
melhor controlanda (DUTRA, 2012). Logo, como a variacdo no valor da CMT foi muito
discreta, mais estudos ainda sdo necessarios (como por exemplo, microscopia
eletrbnica, para avaliar o formato das micelas, comportamento reoldgico, dissolucao,
dentre outras), para se definir o mecanismo de interacdo e as caracteristicas do
sistema formado por OCEL PT1/F127. Além disso, também podem ser analisados
outros fatores que possam interferir ou modificar as caracteristicas desse sistema

podendo levar a melhor compreensao e possiveis aplicacdes dele.

5.2 ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)

Pode-se observar na andlise por DLS, que o diametro hidrodinamico meédio

das micelas de todas as concentracdes de F127 a 25 °C foi menor quando
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comparado ao das micelas de F127+OCEL PT1, para a mesma concentracdo de
F127 (Figura 8), resultado semelhante também foi encontrado por Souza (2018),
embora tenha utilizado um peptideo antimicrobiano diferente do deste estudo. O
didmetro médio (Dn) do sistema formado por F127+OCEL PT1 variou de
aproximadamente 22,9 a 50,1 nm, enquanto que o do F127 puro ficou entre 15,6 a
32,9 nm (Tabela 3). Observa-se também que nos intervalos (0,25 — 0,75 mM) e (1,00
— 1,50 mM), pequenas altera¢gdes no (Dn) podem ser notadas.

Um aumento mais significatico no (Dn), ocorre entre 0,75 a 1,00 mM, como
pode ser observado na Figura 8, e pode ser decorrente da presenca de
nanoagregados com maiores diferencas de formatos. Santos (2014) cita que as
interacdes interfaciais podem interferir na curvatura e formato assumido pela micela,
e gue isso pode impactar tanto no tipo, tamanho e distribuicdo dos nanoagregados
formados. Sabe-se também, que as caracteristicas dos surfactantes utilizados e das
condicbes do meio em que eles se encontram também sdo de fundamental
importancia. Um mesmo surfactante pode formar diferentes geometrias de micelas,
e essas geometrias diferenciadas podem impactar tanto nas propriedades
termodindmicas do sistema, como também na capacidade para serem

transportadas.



Figura 8 — Diametro hidrodinamico das micelas do Plurénico F127 (0,25 mM; 0,5

56

mM; 0,75 mM; 1,0 mM; 1,25 mM e 1,5 mM) na auséncia e na presenca do peptideo

antimicrobiano Ocellatina PT1, na concentracdo 50 uM, a 25°C
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Tabela 3 — Diametro médio (D) das micelas de F127 e do F127+Ocellatina PT1 a

50 uM, na temperatura de 25°C

[F127] (MM)

Du (nm) F127, 25°C

D+ (nm) F127+OCEL PTL,

25°C
0,25 18,4 22,9
0,50 16,4 23,4
0,75 15,6 23,7
1,00 27,4 43,7
1,25 31,6 44,9
1,50 32,9 50,1

O tamanho de particula € um fator de suma importancia durante a formulacéo

de sistemas carreadores de farmacos, uma vez que podem influenciar na cinética de

liberacdo dos ativos, bem como nos perfis de biodistribuicdo e posterior eliminacao
(VALENZUELA OSES, 2016). Os valores para o diametro médio das micelas

poliméricas do plurbnico F127 na temperatura de 25°C, estdo de acordo com a

literatura, a qual relata que o didametro das micelas de plurbénico pode variar de 10 a



57

100 nm (ANDRADE et al., 2015; BATRAKOVA; KABANOV, 2008; TRONG;
DJABOUROV; PONTON, 2008).

E sabido que a temperatura pode afetar significativamente o tamanho das
micelas, sendo que ha uma tendéncia de que com o aumento da temperatura as
micelas reduzam de tamanho. Essa tendéncia tem sido justificada pelo fato de que
em temperaturas menores a energia cinética das moléculas de agua é menor e,
portanto, as interagdes de hidrogénio com a porcdo de PEO presente nas micelas
seja favorecida, resultando em um maior didmetro hidrodinamico delas, ao passo
gque o aumento na temperatura pode levar a desidratacdo da porcdo de PEO e
consequente diminuicdo no tamanho das micelas (VALENZUELA OSES, 2016).Essa
redugdo no tamanho das micelas de F127 influenciados pelo aumento da
temperatura tem sido reportado na literatura em trabalhos prévios (AKKARI et al.,
2016; ANDRADE et al, 2015; TRONG; DJABOUROV; PONTON, 2008;
VALENZUELA OSES, 2016). Segundo Basak e Bandyopadhyay (2013), isso ocorre
porque o0 aumento da temperatura expulsa o solvente do nucleo micelar, levando a
um aumento na hidrofobicidade desse nucleo, o que acaba resultando em uma
micela mais compacta e consequentemente com menor tamanho.

Os resultados do Du das micelas poliméricas de F127 + OCEL PT1 a 25 °C,
nao podem ser comparados com outros dados, por ndo existir relatos na literatura
com tal peptideo. No entanto, os resultados encontrados séo positivos, por indicarem
que uma possivel interacdo entre 0 F127 e o peptideo Ocellatina PT1 ocorreu, uma
vez que apos a adicdo do peptideo houve um aumento do tamanho de tais micelas.
Além do fato de que como tais micelas apresentaram um diametro entre 22 a 50 nm,
podem ter aplicacdo na entrega de farmacos, pois de acordo com a literatura,
micelas poliméricas com didmetro entre 10 a 100 nm sdo excelentes para 0 uso em
aplicacfes farmacéuticas, como no sistema de entrega controlada de farmaco (drug
delivery) (TORCHILIN, 2001). Segundo Yokoyama (2011), a escala de tamanho das
micelas com diametro médio < 80 nm (como as obtidas neste estudo), é considerada
ideal para alcancar a estabilidade e maior tempo de circulagéo do sistema carreador
na corrente sanguinea, uma vez que com tal tamanho essas micelas conseguem
evadir a filtracdo renal o que faz com que o seu tempo de circulagéo sistémica seja
aumentado sem que ocorra o risco de bloquear os vasos sanguineos. O autor ainda
cita que com o passar do tempo as cadeias que formam o copolimero serao

dissociadas em monOmeros, para posterior excrecao renal.
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53 POTENCIAL ZETA (2)

E o potencial eletrostatico na superficie de cisalhamento de particulas
coloidais, e que serve para determinar a mobilidade de tais particulas quando um
campo elétrico esta presente. O ({) € uma técnica que fornece informagdes do
estado eletronico da superficie, importante na compreensdo da estabilidade das
dispersdes coloidais (LEMOS, 2015; OLIVEIRA, 2014).

Assim, o potencial zeta foi utilizado para avaliar a estabilidade das micelas do
plurénico F127 em diferentes concentracdes (0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM, 1,0 mM,
1,25 mM e 1,5 mM), na auséncia e na presenca do PAM Ocellatina PT1 (50 uM), a
25°C (Figura 9). Os resultados de C encontrados para o F127 sem a presenca do
peptideo variaram de - 2.0 mV a - 14,0 mV. Resultados semelhantes para o ¢ de
F127 foram relatados nos trabalhos de Souza 2018 (- 4,8 mV a -10,8 mV) e Sezgin,
Yukssel e Baykara (2006) (- 3 mV a -11 mV). Pode-se notar no presente estudo que
a medida em que a concentracdo de F127 aumenta, uma reducao para o potencial
(C) é observada. Essa tendéncia também foi observada por Lemos (2015), que ainda
justifica que tal reducdo pode ter ocorrido em funcédo da alteragdo na densidade
superficial das cargas.

Os valores do potencial para o F127+OCEL PT1 variaram de (- 15 mV a - 27
mV). A interacdo do PAM Ocellatina PT1 50 uM com as micelas de F127 resultaram
na mudanca de potencial das micelas em todas as concentracdes testadas do F127,
sendo que houve uma reducédo no ¢ na presenga de tal peptideo. Essa mudancga
pode ter sido influenciada pela carga do peptideo que € positiva, 0 que pode ter
provocado mudancas na interface entre o sistema particulado e o meio dispersante,
que podem ter sido provocadas em razdo da dissociacdo de grupos funcionais
presentes na superficie das particulas ou da adsorcéo de espécies ibnicas presentes

no meio aquoso de disperséo (RIBEIRO, 2016).
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Figura 9 — Potencial Zeta das micelas do Plurénico F127 (0,25 mM; 0,5 mM; 0,75
mM; 1,0 mM; 1,25 mM e 1,5 mM) na auséncia e na presenca do peptideo
antimicrobiano Ocellatina PT1, na concentracdo 50 uM, a 25°C
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Pode-se observar que nas concentracdes de 0,25 mM, 0,5 mM e 0,75 mM, os
valores do potencial foram semelhantes (em torno de -15 mV). Uma mudanca mais
significativa foi notada quando o F127 teve sua concentracdo aumentada de 0,75
mM para 1,0 mM (variagao do { de -15 mV para -24 mV), fato também observado no
estudo por DLS, e que mais uma vez pode ser pela presenca de nanoagregados
com maiores diferencas de formatos, acabando refletindo no tamanho das micelas
formadas. E os formatos adquiridos pelas micelas nessa faixa de concentracéo
podem ter auxiliado para melhorar a estabilizacdo delas. Um exemplo de alteracéo
no formato, refletindo em caracteristicas que podem impactar na estabilidade do
sistema formado € citado por Santos (2014), em que a viscosidade de um
nanoagregado em solugbes aquosas contendo micelas cilindricas é
significativamente maior do que solu¢cdes com micelas com formatos globulares e
esféricas. Nas concentracdes de 1,0 mM, 1,25 mM e 1,5 mM a mudanca de
potencial n&o foi tdo significativa, tendo variado de -24 mV a -27 mV.

Levando em conta que para um coldide ser considerado estavel, o valor
absoluto do potencial { deve ser maior ou igual & 30 mV (RIBEIRO, 2016), nas
concentracbes testadas, as que apresentam valores mais proximos para tal
estabilidade foram 1,0 mM (-24,47 mV), 1,25 mM (-24,78 mV) e 1,5 mM (-26,87

mV).Vale ressaltar ainda, que embora os valores do ({) estejam fora dos parametros
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de estabilidade das particulas, esta ndo € uma regra, uma vez que durante a
preparacao delas, materiais que proporcionem uma carga as particulas, impedindo
fendmenos de agregacao podem ser acrescidos.

Além disso, embora ndo seja o caso dos resultados apresentados neste
estudo, alguns trabalhos vém demonstrando algumas vantagens quando particulas
apresentam cargas de superficie proximas da neutralidade, pois podem ser
utilizadas para aplicagcdo de nanocarreadores para sistema de drug delivery, como
por exemplo por via parenteral, uma vez que, por promoverem menores taxas de
opsonizacao, podem aumentar o tempo de circulacdo desses nanocarregadores na
corrente sanguinea. Particulas que apresentam superficies neutras ou relativamente
negativas, ndo conseguem interagir com proteinas do soro e nem com o sistema
imunolégico, o que segundo (AGGARWAL, 2009; MARTINS, 2011; ZUPANCICI, et
al.,, 2014) podem garantir um maior tempo de circulacdo, maior protecdo e
estabilidade para tais particulas. Owens e Peppas (2006), também afirmam que
superficies formadas por cadeias hidrofilicas longas, como a dos polimeros néo

ibnicos (plurénicos), também ajudam a reduzir o efeito da opsonizacao.

5.4 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana da Ocellatina nas concentra¢des de 400, 600, 800
e 1000 pug/ml, na presenca e auséncia do plurdénico F127 foi investigada utilizando a
técnica classica de plagueamento e difusdo em agar por poc¢os, adaptada da norma
técnica do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para a andlise foi
investigada a inibicdo de uma cepa de Escherichia colli. Como controles de atividade
antimicrobiana foram utilizados o plurénico puro (Controle 1) e discos do antibiético
ciprofloxacino (Controle 2). Como pode ser visualizado na Figura 10, observou-se
um marcado halo de inibicdo ao redor do controle 2 e nenhum halo de inibicdo ao
redor do controle 1, o que demostrou a falta de atividade do plurénico puro (Figura
10).
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Figura 10 — Controles utilizados nos testes biolégicos

CONTROLE 1 CONTROLE 2
(Plurénico F127) (ciprofloxacino)

Os resultados observados nas placas foram documentados, entretanto, como
os valores das medi¢des dos halos foram inferiores a 2 mm, optou-se por analisar o
aspecto do crescimento ao redor do poco. Nas primeiras 15 horas, nas
concentracdes de 600, 800 e 1000 pg/mL, tanto para a OCEL PT1 quanto para o
agregado OCEL PT1 + F127, foi observado uma inibicdo ao redor do poco (dados
nao mostrados), que ndo se manteve ao final das 24 horas. Ao final das 24 horas de
ensaio, ndo foram observados halos bem definidos ao redor dos pogos 0 que pode
indicar baixa atividade ou nenhuma inibicéo, tal como pode ser visualizado na Figura
11.

Os testes antimicrobianos com a Ocellatina pura e com a adicdo do F127
mostraram que, nas concentraccbes de 800 e 1000 pg/mL, uma interferéncia
negativa no crescimento do tapete microbiano de E. coli pode ser evidenciada, pois
uma distribuicdo diferenciada ao redor dos pocos pode ser notada, e, que a
presenca do plurénico ndo potencializou tal atividade. Observou-se também que a
ocellatina teve atividade sob altas concentracdes, mas que a interacdo com o
plurbnico ndo potencializou a atividade antimicrobiana no ensaio de difusdo em
placa realizado. Estes resultados demonstram a necessidade de ampliacdo deste
estudo incluindo outros testes antimicrobianos (como atividade hemolitica, MIC com
outras cepas, com concentra¢cdes maiores que 1000 pg/ml de ocellatina PT1), além
de testar a atividade contra outros patégenos.
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Figura 11 — Teste de atividade antimicrobiana: Resultados apos 24 horas, contra E.

colli (ATCC10536), utilizando o peptideo Ocellatina PT1 nas concentragcfes de 400,

600, 800 e 1000 pg/ml, na presenca (lado esquerdo) e na auséncia (lado direito) do
Plurénico F127
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Embora a ocellatina PT1 apresente uma atividade relativamente menor
guando comparada com outros PAMs provenientes da secrecdo de anuros, ela pode
ser importante por ser seletiva para microorganismos e ndo para ceélulas de
humanos (Marani et al., 2015). Essa reducdo de toxicidade para humanos, € um
requisito importante do ponto de vista do potencial para aplicacées futuras (MARANI
et al., 2015). Além disso, a terapia combinada com antibiéticos ja disponiveis € um
topico que também pode ser explorado, pois PAMs podem agir sinergicamente
promovendo uma melhoria da acdo do farmaco (MARANI et al., 2015). Um exemplo
classico para os fatos mencionados € a associacdo da amoxicilina + clavulanato de
potassio. Hoje, varias décadas apds a descoberta da penicilina, este grupo ainda
contém os agentes mais comumente utilizados na pratica clinica, como exemplo a
amoxicilina (AZEVEDO, 2014). Este farmaco possui amplo espectro de atividade
antibacteriana, apresenta boa eficacia clinica e seguranca, e atua na enzima
transpeptidase, Unica em bactérias (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).
Porém, algumas bactérias adquiriram a capacidade de produzir “beta-lactamases”,
que sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel beta-lactamico, inativando a acéo
deste antibiético e de outros das classes das penicilinas (AZEVEDO, 2014). Para
melhorar a acdo deste farmaco e prevenir possiveis quadros de resisténcia, foi
acrescido em algumas formulacbes, os inibidores de B-lactamases, como por
exemplo o clavulanato de potassio (AZEVEDO, 2014). Este inibidor, quando
associado ao antibiético da classe das penicilinas pode recuperar, e muitas das
vezes ampliar, a sua acdo contra bactérias produtoras desta enzima (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010). Alguns outros exemplos de farmacos associados e que
tiveram seu potencial de acdo aumentado sdo as sulfonamidas e trimetoprim,
tazobactam e piperacilina, sulbactam e ampicilina, dentre outros (AZEVEDO, 2014;
GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Pode-se ainda investigar o potencial para aplicacdo de tal peptideo para
patogenos ambientais (ROLLINS-SMITH et al., 2005). Estes PAMs podem ser
importantes para o sistema de defesa do hospedeiro, e poucos estudos tém sido
conduzidos sobre cepas de bactérias que ocorrem naturalmente no ambiente, tais
como as que estdo presentes na pele de anfibios (ROLLINS-SMITH et al., 2005).
Outro fato interessante € que normalmente a producdo dos PAMs ocorre em
grandes quantidades nestes anuros. Essa grande producdo, pode compensar a

menor efetividade, visto que sua concentragcdo pode exceder em massa o valor de
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CIM de muitos patdégenos para o qual o animal pode ser exposto na hatureza
(ROLLINS-SMITH et al., 2005).

A poténcia de um peptideo particular contra um microrganismo é determinada
por uma interagdo complexa de fatores como carga liquida, hidrofobicidade,
conformacao (grau de helicidade), anfipaticidade, a composi¢cdo de aminoacidos,
dentre outrosfatores (MARANI et al.,, 2015; YEAMAN; YOUNT, 2003). Alteracoes
e/ou acréscimos na sequéncia dos aminoacidos podem levar a diferencas nos
potenciais de atividades antimicrobianas. A presengca de uma carga negativa
proveniente do acido aspartico na posicéo 8 da Ocellatina PT1, produz uma reducao
do conteudo da a-hélice anfipatica. Essa alteracdo pode ser a causa da baixa
atividade antimicrobiana encontrada nesta ocellatina, em comparacdo com as
ocellatinas PT4, PT7 e PT8 (MARANI et al.,, 2015). Além disso, como ja citado,
alteracdes na estrutura da Ocellatina PT1 podem ser realizadas, de modo que uma
melhora da atividade antimicrobiana possa ser obtida.

Apesar dos resultados microbiolégicos ndo terem sido conclusivos sobre a
real influencia do F127 para a melhora na eficiéncia microbiologica, essa ndo € a
Gnica finalidade de incorpora-lo a um peptideo. As micelas do F127 podem servir
para proteger o peptideo da degradacao enziméatica, melhorar a permeabilidade nas
membranas bioldgicas, aumentar a meia-vida, oferecer protecéo e direcionamento a
alvos especificos no organismo, melhorando a biodisponibilidade do ativo. Nesse
sentido, mais estudos ainda devem ser conduzidos para melhor compreender o
impacto dessas micelas e a interferéncia que podem causar a nivel molecular como
tambémos possiveis impactos e aplicacdes desses sistemas, a fim de otimizar suas
atividades biologicas, estruturais, podendo levar ao desenvolvimento de

nanomateriais com aplicacdes na area farmacologica e/ou ambiental.
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6 CONCLUSOES

Foi possivel observar a interacdo do peptideo antimicrobiano Ocellatina PT1
com as micelas poliméricas n&o-i6nicas do F127, por diversas técnicas através da
caracterizagdo fisico-quimica. Algumas das caracteristicas apresentadas pelos
nanoagregados F127/OCEL PT1 foram: diametro micelar adequado (variando de 22
nm a 50 nm), carga de superficie com alguns valores proximos da estabilidade (-15
mV a -27 mV), pequenas alteracdbes na CMT e mudangas mais significativas na
entalpia quando o peptideo foi adicionado as micelas do F127 (endoterma de
aguecimento variando de 29,8°C a 26,4°C e endoterma de resfriamento variando de
28,9°C a 25,9°C), sendo que uma reducdo na CMT foi notada a medida que a
concentracdo de F127 aumentava. Tais caracteristicas sdo importantes e podem
servir para o desenvolvimento de nanocarreadores para sistemas de entrega
controlada de farmaco.

Com relacdo a atividade antimicrobiana, foi observado que a ocellatina
PTltem atividade sob altas concentracdes e que o F127 ndo levou a uma
potencializacdo da atividade do peptideo, o que demonstra a necessidade de
ampliacdo deste estudo incluindo outros ensaios antimicrobianos e outros
patdgenos.

Diante disso, acredita-se que no futuro com estudos complementares, 0s
nanoagregados micelares de F127 poderdo ser utilizados como nanocarreadores
para o peptideo antimicrobiano Ocellatina PT1, com potencial uso terapéutico no
desenvolvimento de um novo antibidtico seja para terapia isolada e/ou combinada,
gue é de suma importancia diante do quadro de bactérias resistentes vivenciados na

atualidade.
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