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RESUMO

Nanoparticulas de alumina apresentam toxicidade atenuada quando em
contato com micro-organismos, sendo um material inorganico valioso para a
modificacdo com moléculas antimicrobianas. Peptideos antimicrobianos podem
ser ferramentas biotecnolégicas de grande importancia tanto nas ciéncias de
alimentos como na agricultura. Nanoestruturas metélicas como a alumina séo
insollveis em meios aquosos, portanto os ensaios tradicionais de atividade
antimicrobiana néo distinguem a absorbancia oriunda da proliferacdo de micro-
organismos do espalhamento de luz causado pelas nanoparticulas. Neste
trabalho, o peptideo antimicrobiano HSP2 foi sintetizado pelo método de fase
sélida, purificado por cromatografia de fase reversa e caracterizado por
espectrometria de massa. As nanoparticulas de alumina foram sintetizadas,
derivatizadas e ligadas ao peptideo sintético HSP2 (H-GILEAIKAIAKAAG-NH,).
Em seguida, as nanoestruturas obtidas foram caracterizadas por difracdo de
raios-X, espectroscopia de infravermelho, adsorcdo e dessorcao de nitrogénio,
microscopia eletrénica de transmissdo e submetidas a ensaios de viabilidade
celular e de avaliacdo do potencial antimicrobiano. Os resultados obtidos pela
caracterizacao fisico-quimica ndo foram suficientes para determinar o grau de
modificagcdo das nanoparticulas, contudo o0s ensaios de atividade
antimicrobiana e de viabilidade celular foram eficientes em identificar as
culturas de células que tiverem seu crescimento inibido pela presenca de

nanoparticulas conjugadas ao peptideo antimicrobiano.

Palavras-chave: nanoestruturas de alumina, ensaio de

atividade antimicrobiana, peptideo antimicrobiano.



ABSTRACT

Alumina nanoparticles show low toxicity when in contact with
microorganisms, which makes them a valuable material to be derivatized with
antimicrobial molecules. Antimicrobial peptides are important biotechnological
tools used either in medical sciences or in agriculture and food sciences or .
Metallic nanostructures such as alumina are insoluble in liquid medium,
therefore the traditional assay used for evaluation of the antimicrobial potential
does not distinguish the absorbance of the microorganisms proliferation from
the light scattering caused by the nanopatrticles. In this work, the antimicrobial
peptide HSP2 (H-GILEAIKAIAKAAG-NH;) was synthesized, purified, and
characterized. Alumina nanoparticles were synthesized, superficially changed
with an amino group and bound to the synthetic peptide HSP2. After completing
the synthesis, the obtained nanostructures were characterized by X-ray
diffraction, infra-red spectroscopy, nitrogen adsorption and desorption,
transmission electron microscopy and submitted to the cellular viability assay
and antimicrobial potential evaluation. The results based on the characterization
were not enough to determine the modification degree of the nanostructures,
nevertheless the antimicrobial activity assay and the cellular viability assay were
efficient to identify the cell cultures that had their growth inhibited by the

conjugated nanoparticle-peptide presence.

Keywords: alumina nanostructure, antimicrobial activity assay,

antimicrobial peptide.
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1. INTRODUCAO

1.1. As nanoparticulas

O termo “nanoparticula” designa todo material produzido
intencionalmente com ao menos uma de suas dimensdes medindo até 100 nm.
A obtencdo de materiais em escala nanoestruturada pode fornecer
propriedades aos materiais que anteriormente ndo eram encontradas quando
eles eram obtidos em escala microscopica ou molecular, devido a mudanca
nas suas propriedades fisicas e quimicas. Essas mudancas vém sendo
empregadas para a obtencdo de materiais tanto para a area da saude quanto

para aplicacdes em eletrénica (WILSON, 2002).

As mudancas fisicas e quimicas ocorridas no material sdo devidas
principalmente a modulacéao do transporte de carga. As cargas em um material
percorrem uma distancia L que depende da velocidade v e do tempo, t, sendo
definida como, L=v.t, até encontrar um defeito ou impurezas no cristal que
funciona como resistor. Quando ocorre a reducdo do tamanho do material
ocorre simultaneamente um aumento na sua pureza e uma diminuicdo nos
seus defeitos Por outro lado, quando materiais condutores de elétrons em
escala macroscépica sdo obtidos, os elétrons transitam livremente de forma
desorganizada no material e quando o tamanho do material é reduzido a escala
nanomeétrica em todas as dimensdes ocorre o confinamento quantico,
restringindo os elétrons a esse espaco. A modulagcdo da condutividade na
nanotecnologia é bastante interessante para industrias de materiais eletronicos,
fotbnicos e antimicrobianos (POOLE ; OWENS, 2003).

Pode-se verificar uma vasta aplicacao para nanoparticulas metalicas, um
exemplo a ser citado é a obtencdo de polimeros e ceramicas dopados com
nanoparticulas metalicas (SCHMITT et al., 1997). A dopagem € um processo
eletrbnico no qual adicionam-se “impurezas” em metais semicondutores para

gue estes apresentam condutividade especifica.



Ha nanoparticulas utilizadas no tratamento de esgoto e na remocéo de
contaminantes da agua potavel. Entre as nanoparticulas utilizadas destacam-
se as de titania, silica, alumina e a prata. Neste processo, observou-se uma
reducado das incrustacdes sobre as membranas utilizadas, levando ao aumento
da qualidade da permeabilidade de membranas e do fluxo de agua, o que
melhora o desempenho do processo. (KIM ; VAN DER BRUGGEN, 2010).

Outra vertente de utilizagdo das nanoparticulas é em eletroanalises. A
grande vantagem das nanoparticulas, neste caso, provém da sua capacidade
de diferenciar com maior nitidez sinais eletronicos de ruidos de fundo
(CAMPBELL; COMPTON, 2010). Nanoparticulas de prata, ouro, platina,
paladio, ruténio, cobre e niquel sdo estudadas para identificar sob quais
condicdes cada elemento tende a ser mais estavel, o que € fundamental para
que sejam utilizados como ferramentas na eletroandlise. Outra vantagem
importante das nanoparticulas metalicas € a facilidade de métodos de
modificacdo de sua superficie, permitindo a ligacdo covalente de moléculas
organicas e biomoléculas e produzindo assim materiais hibridos organico-
inorganicos. Reacdes quimiosseletivas e que podem ser conduzidas em
condi¢cBes brandas dependem da escolha adequada de eletrofilos e nucleéfilos
e alguns exemplos amplamente utilizados podem ser citados como a reacao
entre um tiol e um maleimida para a formacdo de um tioéter, a reacao entre
uma amina e um epoxido para a formacéo de uma hidoxilamina, a formacéo de
amida entre um derivado ativado de acido carboxilico e uma amina e a
moderna reacao de cicloadi¢do de Click, por meio de condensacdo entre uma
azida e um alcino, mediada por Cu(l) (SAPSFORD et al., 2013). Conjugadas a
biomoléculas, nanoparticulas biodegradaveis estdo sendo sintetizadas e
estudadas para atuarem como carreadoras de farmacos e genes para células e
tecidos (PANYAM; LABHASETWAR, 2012) e nanoparticulas de prata
biogénicas estdo sendo ligadas a peptideos antimicrobianos catibnicos para
agir contra micobactérias (MOHANTY et. al., 2013).

Mesmo com tantas aplicacbes, ha grandes desafios na sintese de
nanoparticulas: controlar o tamanho da particula, modular as propriedades da
superficie e, quando presente, a liberacdo controlada de algum farmaco

associado para atingir sitios especificos em doses terapéuticas ainda séo
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obstaculos que ndo foram totalmente alcancados (BURDA et al., 2005;
MOHANRAJ; CHEN, 2006). Nos ultimos anos a sintese de nanoparticulas por
meio de micro-organismos tem facilitado o controle de algumas caracteristicas
fisicas das nanoparticulas. BYRNE et. al. (2011) conseguiram controlar o
tamanho de nanoparticulas de magnetita produzidas por Geobacter
sulfurreducens ao ajustar o total de biomassa introduzida no inicio do processo

de bioproducéo.

Devido a sua &rea superficial extremamente elevada em relagéo ao seu
volume existe um grande desafio em obter materiais em escala nanométrica,
uma vez que esses materiais podem apresentar-se na forma metaestavel
(GOPALAKRISHNAN, 1995), Uma maneira de arquitetar as nanoestruturas &
através da tdo conhecida metodologia “bottom up”, que consiste em unir
atomos ou moléculas de uma forma consolidada e organizada. Normalmente
essa obtencdo ocorre por reacfes quimicas controladas por catalises ou por
automontagem. Esse processo é amplamente encontrado na biologia, onde as
enzimas podem ser o0s catalisadores para controlar a formacdo de
nanoestruturas ou nanoestruturas podem ser formadas por auto-associacao de
peptideos (LIU et al., 2009; WILLIAMS et al., 2010). Contrastando com essa
metodologia encontra-se a estratégia “top-down” que parte de um material de
dimensBes macroscépicas que € reduzido a escala manométrica. A técnica
mais utilizada nesta metodologia € a litografia, que consiste em irradiar uma
superficie em pontos especificos, onde a parte ndo modificada é recoberta com
material ndo fotossensivel (WILNER; WILNER, 2010).1

1.2. O potencial antimicrobiano das nanoparticulas metélicas

Os mecanismos de agdo antimicrobiana das nanoparticulas metalicas
nao sdo plenamente conhecidos, mas estudos com nanoparticulas de prata
indicam a ligagéo dessas a parede celular e & membrana plasmatica dos micro-
organismos. Sabe-se que esta interacdo ocorre por meio de uma associacao
diferenciada com oligossacarideos e peptideoglicanas superficiais, o que
ocasiona alteragdes morfolégicas na célula bacteriana. lons de prata,
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especificamente, interagem eletrostaticamente com as peptideoglicanas
presentes na parede celular de bactérias, havendo ainda evidéncias de captura

de moléculas por meio de associacdo com grupamento tiol (FENG et al., 2000).

As enzimas também podem interagir com nanoparticulas,
especificamente as de prata ou de ouro, por meio dos grupos sulfidricos, o que
inativa a proteina e consequentemente o metabolismo celular, ja que muitas
destas enzimas participam do transporte ativo de ions e energia. Esta
inativagdo acaba bloqueando o processo de respiragcdo celular e da
transferéncia de elétrons. Ainda em relacdo as nanoparticulas de prata, a
interacdo com o &cido desoxirribonucleico (DNA) é possivel por meio do
deslocamento das ligacdes de hidrogénio entre as bases purina e pirimidina, o
que impede a replicacdo do material genético (SONDI; SONDI, 2004).

Além da acdo antimicrobiana natural que algumas nanoparticulas
metdlicas apresentam, h4 a possibilidade de um mesmo tipo de material ser
submetido a diferentes tipos de modificacdes superficiais e funcionalizacdes
moleculares, aumentando consideravelmente o numero de novos materiais
antimicrobianos. SAPFORD et. al (2013) discorrem sobre diferentes métodos
de modificacdes, entre elas a interagdo puramente eletrostatica entre a
nanoparticula com um ligante negativamente carregado e uma regido cationica
de um peptideo e a conjugacdo de nanoparticulas a peptideos utilizando-se de

um grupamento tiol que se liga diretamente a nanoparticula.

E importante destacar que a eficiéncia da acdo antimicrobiana de
nanoparticulas metéalicas esta diretamente vinculada a sua grande area
superficial, pois as chances de contato entre a nanoparticula e a membrana
plasmatica sdo maiores, 0 que aumenta e favorece a entrada da nanoestrutura
na célula (BELLANTONE et. al, 2002; FENG et. al 2000; ARAUJO, 2010).
Ainda assim, a atividade antimicrobiana varia muito dependendo da
composicdo quimica, pois enquanto nanoparticulas de Ag sdo amplamente
usadas como produtos antimicrobianos, a alumina tem baixa acao
antimicrobiana e a agéo de outras nanoestruturas inorganicas ainda néo é tao
conhecida (RAI et al., 2009).
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1.3. Toxicidade de Nanoparticulas de Alumina

Em relacdo as nanoestruturas oOxidas, como o caso da alumina, o
potencial antimicrobiano ainda esta sendo investigado. Estudos de toxicidade
destas nanoparticulas foram conduzidos por SADIQ et al. (2009); foram
testadas concentracdes variando de 10 a 1000 pg.mL™ de nanoparticulas
contra a bactéria gram-negativa Escherichia coli. SADIQ et al. observaram

acdo inibitéria moderada de crescimento celular & concentracdo de 1000

ng.mL™.

Desta forma, acredita-se que as nanoparticulas de alumina apresentam
toxicidade extremamente atenuada quando em contato com micro-organismos,
sendo assim um material inorgéanico valioso para a modificagdo com moléculas
antimicrobianas. Deve-se considerar ainda que a superficie hidroxilada da
alumina tem carater nucleofilico, a qual pode reagir com grupamentos
eletrofilicos de moléculas organicas ou biomoléculas. A substituicdo da
hidroxila por outro nucledfiolo como amina ou sulfidrila também pode ser
conduzida em condi¢des reacionais brandas, em uma Unica etapa (CHAUBE et
al., 2005; SAPSFORD et al., 2013).

1.4. A prevencéo de doencas infecciosas pelo controle de micro-
organismos

A prevencao de doencas infecciosas é um desafio global, pois os micro-
organismos distribuem-se ao redor do mundo e espalham-se das formas mais
variadas, tal como pelo consumo de agua ou comida contaminadas. Os
organismos patogénicos espalham-se também por meio das doencas
hospitalares ou epidemias. Além disso, bactérias e fungos possuem
capacidade reprodutora elevada e séo transportados com facilidade de um
ambiente para outro e, apesar de muitas vezes serem especificos em relacéo

ao habitat, esses organismos podem apresentar formas esporulares e inertes
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que permitem sua sobrevivéncia nos ambientes até que as condi¢cdes sejam
favoraveis a retomada da atividade metabdlica. Outro fato importante que vem
contribuindo para o aumento de casos de doengas infectocontagiosas
causadas por micro-organismos € o uso indiscriminado de antibioticos, ja que
esta pratica favorece a selecdo de linhagens resistentes de bactérias, fungos
e/ou virus (PRESCOTT, 2002).

Além disso, sabe-se que estes micro-organismos evoluem a taxas
aceleradas devido aos seus ciclos de vida curtos, permitindo, por selecdo
natural, a prevaléncia de linhagens resistentes (HUGHES; ANDERSSON,
2012). Outro fator que contribui, nos dias de hoje, para um aumento na
proliferacdo de micro-organismos patogénicos é o aumento populacional e a
falta de saneamento basico nas regides mais pobres do mundo. Com o
aumento da populacdo, é mais facil que o ser humano entre em contato com
um micro-organismo e este desenvolva resisténcia a determinados
mecanismos de defesa. Trata-se, aqui, de uma questédo probabilistica, j& que o
aumento de micro-organismos aliado ao aumento populacional aumentam as
chances de interacao entre eles. A falta de saneamento basico leva a formacéo
de nichos adequados para a proliferacdo destes organismos (PRESCOTT,
2002).

Neste contexto, por mais controverso que seja, é de extrema importancia
a busca de agentes antimicrobianos capazes de atenuar os efeitos dos micro-
organismos. Contudo, a busca de novos agentes antimicrobianos ndo € objeto
final de pesquisa; € necesséario também buscar entender como esses agentes
antimicrobianos atuam sobre bactérias, por exemplo. Compreendendo melhor a
forma de atuacédo torna-se mais facil desenvolver farmacos e outros materiais

antimicrobianos mais eficazes. (LI et al., 2008).

1.5. Os peptideos antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos sé@o produzidos naturalmente entre os mais

diversos tipos de organismos, sendo uma estratégia preventiva de plantas,
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animais e de outros micro-organismos. A maioria dos peptideos
antimicrobianos compartilha algumas caracteristicas fisico-quimicas em
comum, como o carater catibnico e anfifilico, com cadeia peptidica variando
entre 10 e 50 residuos de aminoacidos (HANCOCK; SAHL, 2006; SNYDER;
WOROBO, 2014).

Atualmente ja € bem estabelecida a etapa inicial da interacdo peptideo-
célula. Esta interagcdo € basicamente uma atracao eletrostética entre o peptideo
(catidnico) e os fosfolipidios aniénicos da membrana celular. O que ocorre em
seguida acredita-se que seja a insercdo do peptideo na parte hidrofébica da
bicamada lipidica (ZASLOFF, 2002; BECHINGER, 2009;). Desta forma os
peptideos antimicrobianos interagem diretamente com as membranas,
causando perturbacgdes e desestabilizacdes que podem resultar no rompimento
da membrana celular, levando ao extravasamento do material do citoplasma e
a morte da célula (ZASLOFF, 2002; BECHINGER, 2009;).

Peptideos antimicrobianos podem ser ferramentas biotecnolégicas de
grande importancia em diversos campos, como has ciéncias de alimentos, na
agricultura ou mesmo no combate a organismos fitopatogénicos (BADOSA et
al., 2007; MONTESINOS, 2007; SNYDER; WOROBO, 2014). Um campo de
atuacao vinculado diretamente a saude publica esta relacionado ao aumento
em todo o mundo do numero de patdégenos resistentes a diversos tipos de
antibiéticos, o que leva a comunidade cientifica a buscar por novos compostos
antimicrobianos (AOKI; UEDA, 2013; BRANDELLI, 2012).

Desta forma, os peptideos antimicrobianos sdo uma alternativa
promissora, pois SAo menos susceptiveis a possivel resisténcia adquirida pelos
patbgenos como ocorre com 0s antibioticos, o que permite sua utilizagdo de
diferentes maneiras até mesmo como revestimento de materiais cirdrgicos
(BRANDELLI, 2012), podendo reduzir consideravelmente os casos de

infecgdes hospitalares.

Contudo, a escolha de peptideos antimicrobianos com acgédo elevada
contra bactérias e fungos depende da compreensdo de seu mecanismo de
acao, incluindo ai o aspecto de como a composi¢éo lipidica das membranas

interfere na acao litica destas biomoléculas. Sabe-se que a presenca de
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colesterol e uma composicao especifica de fosfolipidios, por exemplo, reduzem
a acdo de alguns peptideos antimicrobianos (VERLY et al., 2008, 2009),
entretanto outras sequéncias curtas de aminoacidos mostram-se nao seletivas
para ceélulas animais, vegetais ou bacterianas. Aspectos fisico-quimicos da
interacado de peptideos antimicrobianos com bicamadas lipidicas ainda tém sido
investigados para revelar a importancia de fenbmenos como agregacdo do
peptideo ou de lipideos da membrana, modo e extensdo de insercdo do
peptideo na bicamada lipidica e mecanismo de acdo por meio de formacéo de
poros ou por acao detergente (SEELIG, 1997; ZASLOFF, 2002; BECHINGER;
LOHNER, 2006; BECHINGER, 2009; VERLY et al., 2008; DOMINGUES et al.,
2013)

1.6. Nanoestruturas hibridas organico-metalicas

A bionanotecnologia € a interface entre os sistemas bioldgicos e os
nanomateriais. Este campo da nanotecnologia é Unico e a relacao entre seus
componentes (biomoléculas e nanomateriais) pode ocorrer em dois sentidos
distintos dependendo do objetivo buscado, ja que as biomoléculas podem ser
hora as ferramentas auxiliares para a criacdo de novos materiais (WILNER;
WILNER, 2010), hora as ferramentas realmente funcionais para a derivatizacao
de materiais inorganicos como silica, alumina, ouro e prata (SAPSFORD et al.,
2013). Na pratica, significa dizer que existem basicamente dois objetivos
funcionais dentro da bionanotecnologia. Pode-se, portanto, utilizar de
biomoléculas para obtencdo de nanoparticulas que apresentem funcdes que
nao sejam estritamente bioldgicas e podem-se utilizar nanoparticulas que
possam apresentar funcdes similares aquelas das biomoléculas, especialmente
por meio da diversidade de funcionalizagdo quimica disponivel para as
nanoparticulas inorganicas (HARTGERINK et al.,, 2002; SAPSFORD et al.,
2013). O primeiro objetivo funcional em bionanotecnologia relaciona-se ao
reconhecimento especifico e as propriedades cataliticas das biomoléculas para
a obtencdo de nanomateriais. Como exemplo, temos a utilizacdo de acidos

nucleicos para controlar a ordem e a posicédo de nanoparticulas (NPs), criando,
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desta forma, uma Unica “nanomolécula” ou nanoestruturas moleculares
eletrdnicas especificas em escala sublitografica (WILLNER & WILLNER, 2010).

No segundo objetivo,, 0s nanomateriais seriam usados como
mediadores ou monitores da interacdo entre farmaco/biomolécula funcional e
biomoléculas alvas. (SAPSFORD et al., 2013)

E cada vez mais comum a utilizacido de nanoestruturas hibridas,
constituidas de partes organicas e de partes inorganicas, usualmente
metalicas, em bionanotecnologia. Uma das estruturas inorganicas que atrai
muito interesse é a nanoparticula formada a partir de éxidos coloidais, devido a
versatilidade e a facilidade com que essas podem ser modificadas e
conjugadas com materiais que apresentam atividades biolégicas (NAKAMURA
& ISHIMURA 2007; KNOPP et al., 2009; EL HAMZAOUI et al., 2010;
SAPSFORD et al.,, 2013). Entretanto, existe uma ampla literatura sobre
materiais hibridos organico-inorganicos baseados em silica (HOFFMANN et al.,
2006), mas materiais derivados de alumina sdo menos estudados (LEARY
SWAN et al.,, 2005), o que abre novas perspectivas de investigacdo. Vale
ressaltar que alumina é um material importante para a imobilizacdo de
enzimas, mas normalmente a imobilizacdo €é conduzida por adsorcdo
(TRECCANI et al., 2013). Considerando-se ainda a baixa atividade
antimicrobiana da alumina nanoestruturada relatada até o momento (SADIQ et
al., 2009), esse oxido metalico (Al,O3) torna-se uma boa escolha para a sintese

de materiais hibridos antimicrobianos.

O numero de nanoestruturas inorganicas conjugadas a biomoléculas é

cada vez maior e alguns exemploes sao apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 Aplicacdes e modificacbes de nanomateriais combinados a biomoléculas
(modificado de SAPSFORD et. al., 2013).

Material

Nanoparticulado Biomolecula Aplicagéo

Terapia génica/ Entrega de

Ouro Lipideos/ DNA DNA em células
Prata Anticorpos Deteccao de superficies
celulares
Oxido de ferro Proteinas/ peptideos CRnEEEE=o d_e ST RS
terapia
Silica DNA/ farmacos Entrega de farmacos e DNA
Diéxido de titanio DNA Marcacéo de organelas
Oxido de niquel Proteinas Biocatdlise
Nanotubos de carbono Proteinas/ enzimas Entrega de farmacos

Sendo assim, pode-se, por exemplo, escolher um peptideo
antimicrobiano seletivo para bactérias, optar por um método de sintese de
nanomateriais dentre o0s varios descritos em literatura e preparar uma
nanoestrutura inorganica derivatizada com a biomolécula seguindo a rota de
modificacdo mais apropriada, o que dara origem a uma nanobioestrutura
funcional diferente e repleta de novos questionamentos sobre sua estrutura,
composi¢do e comportamento em meios especificos. Conforme mencionado
anteriormente, a preparacao desse material pode ser conduzida por métodos
mais simples e compativeis com a quimica de peptideos (LEARY SWAN et al.,
2005; SAPSFORD et al., 2013)

Polimeros de peptideos e proteinas sdo muito promissores ja que estas
biomoléculas podem organizar-se em suas estruturas nativas secundarias ou
terciarias e apresentarem suas caracteristicas de forma complementar umas as
outras. Contudo, as limitacbes fisicas destas biomoléculas, como a
sensibilidade a temperatura, pH e solventes organicos pode reduzir sua
atividade. Desta forma, é necessario que, quando conjugados a hanoparticulas,
estas sejam compativeis e eficientes, por exemplo, em reduzir a interacdo entre

as biomoléculas e o meio externo (DUNCAN, 2003; HARRIS; CHESS, 2003).
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1.7. O peptideo sintético HSP2

O peptideo sintético HSP2 foi desenhado tendo como modelo o
composto polipeptidico de 14 residuos de aminoacidos, anfifilico e com
estrutura em a-hélice denominado Hylaseptina P1 (HSP1). Este peptideo foi
extraido, purificado e caracterizado a partir de compostos encontrados em
secrecdes da pele do anfibio Hypsiboas punctata. Devido a sua versatilidade e
a variedade de ambientes ao qual estdo expostos, as peles de anfibios anuros
tem grande potencial antimicrobiano, e o HSP1 mostrou-se ativo contra
culturas de Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa e nao apresentou nenhum efeito litico contra
hemacias ou linfécitos (PRATES et. al. 2004).

O desenho escolhido para o HSP2 parte do pressuposto de que a
substituicdo do residuo de acido aspartico encontrado na sequéncia do HSP1
por um residuo de &cido glutdmico traria maior eficiéncia para as reacfes de
conjugacdo entre as nanoparticulas e os peptideos, a despeito da insercdo
somente de uma unidade de metileno como espacador. Além disso, a alteracéo
ndo traria grandes mudancas nas caracteristicas do peptideo ja que ambos
residuos sdo polares e acidos (PRATES et. al. 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

Materiais nanoestruturados podem apresentar propriedades fisico-
quimicas e aplicacGes especiais simplesmente devido as propriedades novas
gue surgem em escala nanométrica, tal como a relacdo superficie/volume
elevada e a possibilidade do controle especifico de relagdes intermoleculares.
(BURDA et al., 2005; KNOPP et al.,, 2009). Devido a sua versatilidade, a
prospeccado e caracterizacdo destas estruturas sdo fundamentais para a

compreensao e desenvolvimento da nanobiotecnologia.

Peptideos antimicrobianos sdo uma ferramenta da defesa de animais e
plantas contra microrganismos e patégenos. Desta forma, aplicacbes variadas
destas biomoléculas podem ser vislumbradas, tais como a producéo de plantas
transgénicas com acdo antibacteriana e até mesmo antiviral (BHARGAVA et
al., 2007) ou mesmo a utilizacdo de peptideos antimicrobianos para o combate
de doencas de plantas (MONTESINOS, 2007; ZEITLER et al., 2013). Outra
aplicacdo importante € a incorporacdo de peptideos antimicrobianos a
embalagens de alimentos com o objetivo de reduzir o risco de contaminacao e,
consequentemente, aumentar o tempo de prateleira desses produtos.
(APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

Além disso, a sintese de alumina é um procedimento simples e
relativamente barato e as etapas de modificacbes também sdo de fécil
execucdo. Deste modo, aplicacdbes do material hibrido em embalagens de

alimentos e outros produtos biotecnolégicos podem ser vislumbradas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Construir e caracterizar estruturalmente e funcionalmente quanto a

atividade antimicrobiana nanoestruturas de alumina e peptideo antimicrobiano.

3.2. Objetivos especificos

« Sintetizar pelo método de fase sélida, purificar por cromatografia de
fase reversa e caracterizar por espectrometria de massa 0 peptideo
antimicrobiano HSP2 amidado (H-GILEAIKAIKAIAKAAG-NH,)

o Sintetizar particulas nanoestruturadas de alumina e derivatiza-las

com um grupamento funcional amina.

o Ligar covalentemente o peptideo amidado HSP2 a nanoparticula de
alumina derivatizada com grupo amino por meio de formacdo de uma ligacéo
amida com o grupamento carboxila da cadeia lateral do residuo de acido

glutédmico.

o Caracterizar as nanoestruturas obtidas por técnicas fisico-quimicas
como a difragdo de raios-X, espectroscopia de infravermelho, adsorcdo e

dessorgdo de nitrogénio e microscopia eletrénica de transmisséo.

e Elaborar e conduzir ensaios de atividade antimicrobiana do peptideo
HSP2 amidado e das nanoparticulas derivatizadas com o peptideo
antimicrobiano contra bactérias. O ensaio elaborado devera ser especifico para
materiais nanoestruturados, que podem apresentar turbidez a despeito da

escala nanométrica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Os derivados de aminoacidos (Fmoc-aminoacidos), resinas e o reagente
tetrafluoroborato de [benzotriazol-1-iloxi(dimetillamino)metilideno]-dimetilazanium
(TBTU) utilizados para a sintese dos peptideos eram produtos da Peptides
International (Louisville, EUA). AI(NO3)s, (3-aminopropil)trietoxissilano, KBr, 4-
metilpiperidina,  diisipropilcarbodiimida, =~ N,N’-diisopropiletilamina  (DIPEA),
triisopropilsilano eram produtos da Sigma-Aldrich (St Louis, EUA). NaCO; e o
etanol anidro eram produtos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os solventes acido
acético, metanol, 2-propanol e N,N-dimetilformamida (DMF) eram produtos de
grau P.A. da VETEC (Rio de Janeiro, Brasil), sendo que a DMF (ponto de
ebulicdo, 146 °C) era destilada antes do uso. A acetonitrila (grau cromatogréfico),
a solucdo de peroéxido de hidrogénio 30% (em volume) e o tolueno eram produtos
da JT Baker (Phillipsburg, Estados Unidos). A agua utilizada era do tipo 1, Milli-Q
(Millipore-Waters, Billerica, EUA). 3-(etiliminometilidenoamino)-N,N-
dimetilpropano-1-amino (EDC) era um produto da GE-Healthcare (Uppsala,

Suécia).

4.2. Sintese, purificacdo e caracterizacdo do peptideo antimicrobiano H-
GILEAIKAIKAIAKAAG-NH2.

4.2.1. Sintese de peptideo em Fase Sélida

O peptideo H-GILEAIKAIAKAAG-NH, denominado de HSP2 foi
desenhado a partir de uma modificacdo na sequéncia de aminoacidos do
peptideo H-GILDAIKAIAKAAG-NH, (HSP1) — a substituicdo do residuo de
acido aspartico por acido glutamico, ambos polares e acidos o que permitiu a
manutencao da estrutura do peptideo original, com atividade antimicrobiana ja
determinada (PRATES et al., 2004), A sintese foi feita pelo método de fase
sélida, com estratégia Fmoc (CHAN; WHITE, 2000; FIELDS; NOBLE 1990)
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com a utilizacdo da resina Fmoc-PAL-PEG-OS (NovaBiochem-Merck,
Darmstadt, Alemanha). As reacoes de desprotecao do grupamento Fmoc foram
conduzidas com uma solucdo de 4-metilpiperidina em N,N-dimetilformamida
(DMF) a 25% (em volume) durante 30 minutos. Os acoplamentos para
formacdo das ligacbes peptidicas foram realizados com 1,3-
diisopropilcarbodiimida  (DIC)/1-hidroxibenzotriazola  (HOBt) ou com
hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
(TBTU)/N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) em DMF durante 90 minutos. Ao final
da sintese, a reacdo de desprotecao final e desligamento entre o peptideo e a
resina foi conduzida em uma solucao de &cido trifluoracético (90% em volume)
triisopropilsilano (5% em volume) e agua (5% em volume). O tempo de reacao
foi de 120 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagens com éter
diisopropilico, o sobrenadante foi descartado e os peptideos foram extraidos

com mistura de 4gua e acetonitrila (1:1, v:v) e liofilizados (figura 1).
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4.2.2. Purificacao por Cromatografia Liquida de Fase Reversa

O peptideo foi purificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
cromatografo modelo LC8A ( Shimadzu, Kyoto, Japdo). Apoés liofilizada, a
amostra foi ressuspendida em agua MILLI-Q na concentracédo de 1 mg.mL™ e
injetada no cromatégrafo em trés etapas com volume de 400 pL cada injecéo.
Entre as injecOes sucessivas, era dado um intervalo de dois minutos para
permitir a passagem da amostra por um loop e reduzir a perda de material. A
amostra percorreu parte do sistema do cromatografo e manteve-se retida em
uma coluna Vydac C18, 10 x 250 mm, 5 um (Grace-Vydac, Deerfield, IL, EUA)
e a sua deteccéo foi conduzida por absorgéo a 216 e 280 nm. O fluxo foi de 3,0
mL.min™ e a corrida cromatografica foi conduzida & temperatura ambiente. A
condicdo de variacdo de solvente utilizada foi a seguinte: H,O:ACN:TFA
(95:5:0,1, wviviv) durante 5 minutos, seguido de gradiente linear até
H,O:ACN:TFA (30:70:0,1, v:v:v) durante 65 minutos.

4.2.3. Caracterizacéo por Espectrometria de Massa

O peptideo sintético HSP2 foi caracterizado em relacdo a sua massa
molecular (mais especificamente a relacdo entre massa (m) e carga (z) da
molécula), por espectrometria de massa na modalidade MALDI-ToF (TANAKA,
2003). O equipamento utilizado foi Ultraflex Ill ToF-ToF, (Bruker Daltonics,
Bilerica, EUA). Ap6s a purificagdo da amostra, o material foi liofilizado e
ressuspendido em agua deionizada e adicionado a matriz composta por acido
a-ciano-4-hidroxi-cinamico (1:3 v:v). A solugdo de acido a-ciano-4-hidroxi-
cinamico foi preparada a 10 mg mL™ (50 mmol.L™") em solucdo aquosa de
acetonitrila (1:1, v:v), contendo acido trifluoroacético a 0,3% em volume. A
mistura de matriz e amostra foi aplicada em triplicata em uma placa de leitura
de &cido inoxidavel e cristalizada a temperatura ambiente. O produto esperado
teve sua massa molecular determinada com calibracdo externa feita por meio
de uma mistura de peptideos padréo fornecida pelo fabricante do equipamento
(Peptide Calibrant Il, Bruker Daltonics, Bilerica, MA, EUA).
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4.2.4. Quantificacao do peptideo HSP2 amidado

A guantificacdo do peptideo HSP2 foi feita segundo o método descrito
por MURPHY; KIES (1960), no qual a absorbancia da solucdo em diluicbes
diferentes € medida nos comprimentos de onda de 205, 215 e 225nm e a
concentracéo final é determinada pela seguinte equacao obtida empiricamente:

X= (A215 - A225). 144
Y = (Azos). 31

[Peptideo] = [(X + Y)/2, pg.mL™

4.2.5. Ensaio de atividade antimicrobiana do peptideo sintético HSP2

ApoOs a quantificacdo do HSP2, seguiu-se 0 ensaio antimicrobiano. Para
0 ensaio, utilizou-se a bactéria Escherichia coli (ATCC 8739) obtida a partir das
culturas estoque da Universidade Catodlica de Brasilia. O bioensaio foi realizado
na presenca de sete concentracdes (256, 128, 64, 48, 24, 12 e 6 pmol.L™) do
HSP2. As concentracdes foram determinadas a partir da quantificacdo feita
anteriormente. O ensaio foi conduzido em uma placa de cultura tecidos de 96
pocos com fundo chato e estéril de fabrica (Techno Plastic Products Ag, Zollstr,
Trasadingen, Suica). Em cada poc¢o foram adicionados 50 pL do inoculo de
bactéria e 50 pL de meio de cultura com o HSP2 ou a nanoparticula nas
diferentes concentracdes testadas. O controle positivo de crescimento consistiu
de 50 pL de inoculo e 50 pL de meio de cultura estéril. O controle negativo foi
realizado com a adicdo de 50 pL de antibidtico (tetraciclina 20mg.mL™ ou
cloranfenicol 20mg.mL™) sobre os 50 pL do inoculo. A placa foi entdo colocada
em um leitor de microplacas sob agitagéo constante a 37°C para o crescimento
das bactérias por 12-13 horas. As leituras foram conduzidas a 630 nm e 490

nm a cada 30 minutos.
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4.3. Preparacdo da nanoparticula de alumina, derivatizacdes quimicas e
ligacéo do peptideo H-GILEAIKAIKAIAKAAG-NH2.

Todos os solventes e reagentes utilizados nas etapas descritas nesta

secado sao de grau analitico e foram empregados sem purificacdo adicional.

Obtencao das particulas de alumina: A nanoparticula de alumina foi obtida
pela mistura de nitrato de aluminio e carbonato de sodio. Inicialmente, uma
solucdo de nitrato de aluminio a 0,041 mol.L™ foi preparada pela solubilizagéo
de 7,8 g de AI(NO3); (Sigma-Aldrich, USA) em 200 mL de agua Milli-Q. A
solucéo foi transferida para um funil de adicdo. Em outro funil de adicao, foi
adicionada uma solucdo de NaCO3 (Merk, Darmstadt, Alemanha) a 0,075
mol.L™, preparada pela solubilizacdo de 4,0 g de NaCO3 em 200 mL de &gua
Milli-Q. As duas solucdes foram adicionadas, gota a gota, sobre um baldo de
fundo redondo contendo 100 mL de agua Milli-Q, o qual foi mantido a 70 °C
durante as adicbes de AI(NOs3); e NaCOs;. Completada a reagdo, o solido
gelatinoso obtido (provavelmente boehmita ou AIOOH, POTDAR et al., 2007)
foi recolhido por filtracdo e lavado com agua Milli-Q e acetona e seco a
temperatura ambiente. A conversdo de boehmita em alumina (Al,O3) foi
conduzida por calcinagao a 550 °C durante cinco horas em mufla modelo da
Quimis (Diadema, Brasil) (figura 2).
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Ativacdo da superficie da alumina com peroxido de hidrogénio:
Aproximadamente 1,0 g das nanoparticulas de alumina foi suspendido em 100
mL de peréxido de hidrogénio 30% dentro de um baléo de fundo redondo de
500 mL. Um sistema de refluxo foi montado e a suspenséo foi mantida em
agitacdo durante 15 minutos. A contagem do tempo para a oxidacdo da
nanoparticula foi iniciado somente ap6s a observacdo da condensacdo. Em
seguida, o excesso de H,0O, foi removido por lavagens e seguido centrifugacao
a 1485 x g por seis minutos. Apos a eliminacdo do sobrenadante, as
nanoestruturas foram lavadas cinco vezes com agua desionizada e cinco vezes
com etanol anidro (Merck, Darmstadt, Alemanha), sendo as lavagens
recolhidas por centrifugagéo a 1485 g por quatro minutos. O solvente (EtOH) foi
removido a 80°C por 40 minutos e o solido foi resfriado a temperatura ambiente

por 20 minutos.

Modificacdo da superficie da alumina com grupo amino: Em seguida, as
nanoestruturas foram suspensas em 10 mL de tolueno (J.T. Barker, Center
Valley, EUA) e transferidas para um baldo de fundo redondo de 250 mL. Mais
20 mL de tolueno foram adicionados ao cadinho onde estava a nanoparticula
para que o restante do material fosse transferido. Foram adicionados entéo
mais 10 mL de tolueno e 2,5 mL de (3-aminopropil)trietoxissilano (Sigma, St
Louis, EUA) j& no baldo volumétrico. O sistema foi mantido em refluxo por
duas horas. Posteriormente o tolueno foi eliminado por centrifugacéo (1485 g, 5
minutos, 25°C) e foram conduzidas as seguintes etapas de lavagens em banho

ultrassom por dois minutos:
1) Duas vezes com tolueno;
2) Duas vezes com 2-propanaol ;
3) Duas vezes com N,N-dimetilformamida;
4) Trés vezes com EtOH,;

5) Trés vezes com agua deionizada.
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Apoés a lavagem com agua, o material foi colocado em um dessecador
por 48 horas. E importante lembrar que apés cada lavagem o material era

centrifugado a 1485 g por trés minutos.

Modificacdo da superficie da alumina aminada com o peptideo
antimicrobiano: A insercdo do peptideo a nanoparticula ocorreu com a
ressuspensdo de 100mg de nanoparticulas aminadas e 10mg do HSP2
purificado em 3mL de &gua Milli-Q. Foram adicionados 1, 5 mg de 1-
hidroxibenzotriazola (HOBY) e 15 pL de 1-Eeil-3-(3-
dimetilamonopropil)carbodiimida (EDC). A reacdo ocorreu por 3 horas em um
béquer sob agitacao constante e aquecido a 45°C. Apéds o periodo de reacao, a
solucéo foi centrifugada (1485 g, 5 minutos, 25°C) e lavada com agua Milli-Q e
EtOH (figura 3).
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4.4. Caracterizacdo das nanoparticulas de alumina, de alumina aminada e
das nanoestruturas hibridas.

A caracterizacdo das nanoestruturas foi conduzida utilizando-se de trés
métodos distintos: a microscopia eletrbnica de transmissdo, a analise de
tamanho de particula e de dimensdo de poros e a espectroscopia de

infravermelho.

4.4.1. Microscopia Eletronica de Transmisséo

Para observacdo no Microscépio eletrénico de transmissdo (MET), a
amostra ressuspendida em agua desionizada a 1mg.mL™ foi pipetada (3 pL)
em um filme de Formvar colocado sobre a tela de cobre utilizada para inserir as
amostras no microscopio. Apés a secagem, cada um dos quatro lotes de
preparacdes independentes de alumina foi analisado e suas imagens foram
comparadas para verificar a semelhanca morfolégica dos agregados de
nanoparticulas. O microscoépio utilizado foi modelo 10-11 da JEOL (Tokyo,

Japao).

4.4.2. Adsorcéo e Dessorcdo de Nitrogénio

A adsor¢cdo de nitrogénio analisa a superficial e a porosidade das
particulas por meio da adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio nos poros das
nanoparticulas. E um processo isotérmico, com variagbes de pressio e volume
apenas. Foi utilizado um analisador volumétrico de adsor¢cdo de gas,
Quantachrome NovaWin version 10.01 manufaturado pela Quantachrome
Instruments (Boynton Beach, EUA). As teorias de Brunauer-Emmett-Teller
(BET) e Barrett-Joyner-Halend (BJH) foram utilizadas para calcular a area

superficial e o tamanho do poro, respectivamente (KRUK et al.,, 1997). A
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analise foi conduzida pela Maria Betania d'Heni Teixeira, analista quimica do

Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia.

4.4 3. Difracdo de Raio X de P6

A medida de raio x do po6 foi conduzida através da radiacdo de CuKa, 40
kW de voltage e 30 mA de corrente sobre a superficie do p6é depositado no
porta-amostra. A medida foi realizada utilizando o instrumento RigakuD/Max-B
da Rigaku, Tokyo, Jap&o. Os espectros foram obtidos com incremento de
0,02°. O equipamento utilizado é encontrado na Central Analitica do Instituto de

Quimica da Universidade de Brasilia.

4.4.4. Espectroscopia de Infravermelho

A andlise de espectroscopia de infravermelho foi conduzida na Central
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia. O brometo de
potassio (KBr) foi seco a uma temperatura de 200°C durante doze horas. Para
a analise foi preparada uma pastilha de KBr ao se misturar uma pequena
aliqguota da amostra com brometo de potassio que foram macerados
vigorosamente com o auxilio de um almofoariz com pistilo até a formacao de
um po fino. Em seguida, o material macerado foi pressionado utilizando-se uma
prensa manual, a fim de que fosse formada uma pastilha transparente para ser
analisada. Os espectros foram obtidos em um espectrometro modelo 640-IR
FT-IR da Varian-Agilent (Santa Clara, EUA).

4.4.5 Avaliacdo do Ensaio Colorimétrico como Teste de Viabilidade
Celular.

Para avaliar a viabilidade de se utilizar o teste colorimétrico proposto por

MOSMANN, 1983, foram conduzidos diferentes ensaios prévios variando-se a
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quantidade do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazélio
(MTT). Foram testados volumes de 40 pL; 50 pyL e 60 pL do reagente em 100
mL de solucdo tampéo fosfato-salina estéril em culturas de Escherichia coli
(ATCC 8739). Uma solucdo estoque de MTT foi preparada a 4% (p/v) em
solucédo tampao fosfato-salino. Além disso, verificou-se se a nanoparticula por
si ndo iria reagir com o MTT e mascarar os resultados, entdo se conduziu
ensaio estéril contendo apenas a nanoparticula e o MTT. Outro fator importante
a ser observado era se a faixa de absorbancia apds o crescimento bacteriano
nao seria alta o suficiente para extrapolar a faixa de leitura dos equipamentos
utilizados e nao fornecer informacdes Uteis. Para isso, foi conduzido um ensaio
colorimétrico de oito horas com andlise amostral periddica a cada hora para
verificar a escala de absorbancia que a cultura de células apresentava durante
o periodo de incubacdo e apods reagir com o MTT. Foram realizadas trés
diluigbes da amostra de forma que, quando t;= 0 horas, a concentragdo de
células inicial do ensaio fosse igual a 1,5x10°; 1,5x10* e 1,5x10° bactérias/mL.
Esta quantidade de células/mL é baseada na escala de McFarland, que
consiste na medida periddica de absorbancia a 600 e a 630nm do meio de
cultura inoculado. A absorbancia observada reflete a turbidez do meio causada
pelo aumento de células bacterianas (ANVISA, 2006). Quando a absorbancia é
de 0,5 entende-se que a quantidade de bactérias é de 1,5 x 108 bactérias/mL.
A partir desta quantidade em suspenséao, sao feitas mais trés diluicdes (1:10;
1:100 e 1:1000) para que a quantidade de bactérias utilizada no ensaio fosse
de 1,5 x 10° bactérias/mL. Esta é a quantidade de bactérias determinada para
iniciar o ensaio propriamente dito, permitindo a obtencdo da curva de

crescimento ideal para o ensaio de atividade antimicrobiana.

Como dito anteriormente, a cada hora era retirada uma aliquota de 500
uL da amostra que era colocada em tubos eppendorfs de 2 mL e adicionado 40
uL de solugcéo de MTT a 4% (p/v) em solucdo tampao fosfato-salino (5 mg/mL)..
Em seguida o tubo contendo a amostra era incubado por 3 horas a 37 °C
sendo adicionados 500 pL de 2-propanol:HCI a 0,4 mol.L™ (1:0,003; v:v)
posteriormente para a diluicdo do formazan. As leituras de absorbancia foram

conduzidas em um espectrofotdmetro a 595nm.

34



4.4.6. Teste de Atividade Antimicrobiana e de Viabilidade Celular na
Presenca de Nanoparticulas

O crescimento bacteriano foi monitorado utilizando-se o ensaio
tradicional (atividade antimicrobiana) e o método colorimétrico (viabilidade
celular) proposto por MOSMANN, 1983 com algumas adaptacdes adequadas a

utilizacdo do método na presenca de nanoparticulas e de bactérias.

Apés as andlises prévias destacadas no topico anterior, os testes de
viabilidade celular e de atividade antimicrobiana foram feitos utilizando-se
cultura estoque de Escherichia coli (ATCC 8739) e Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), cedidas pela Universidade Catdlica de Brasilia. As quantidades
em suspensao de nanoparticulas de alumina livre (NPA), nanoparticulas de
alumina amidada (NPAA), obtidas apds a reacdo de derivatizacdo com (3-
aminopropil)trietoxissilano; e nanoparticulas de alumina modificadas com o
peptideo sintético HSP-2 (NPP) testadas nos ensaios foram de 16, 8, 4, 2, 1 e
0,5 mg.mL™. A quantidade de MTT utilizada no ensaio foi de 40 pL (a uma
concentracdo de 4% em solucdo tampéo fosfato-salina) e as culturas foram
diluidas em dez vezes apés a incubacdo com o material nanoparticulado para

realizacdo do ensaio colorimétrico. Mais detalhes s@o descritos a seguir.

Inicialmente, as bactérias foram plaqueadas em agar Mueller-Hinton
(HIMEDIA, Mumbai, india) e incubadas por 12-24 horas. Em seguida, as
bactérias foram inoculadas em um tubo de polipropileno estéril de 15 mL
contendo 5 mL de meio de cultura Mueller-Hinton estéril com auxilio de uma
alca bacteriolégica estéril. Os meios ja inoculados foram incubados a 37°C
sobagitacdo constante por 12-24 horas. Posteriormente, um mililitro da cultura
de bactérias foi diluido em 100 mL de meio de cultura estéril e novamente
incubado por quatro a seis horas. Nesta etapa, o crescimento das bactérias foi
monitorado pelo método McFarland (ANVISA, 2006).
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Em seguida, inocularam-se 400 microlitros da cultura de células a 1,5 x
10° bactérias/mL em 3,6 mL de meio de cultura estéril contendo as diferentes
quantidades em suspensdo de NPs. O ensaio foi feito em tubos estéreis de
polipropileno de 15mL e o crescimento microbiano foi analisado por meio das

variacOes de absorbancia das amostras a 595 nm.

Apoés incubacdo das bactérias por 8-12 horas realizou-se 0 ensaio
colorimétrico adaptado de MOSMANN (1983). O ensaio foi conduzido em tubos
eppendorfs de 2 mL contendo 450 pL de meio de cultura Mueller-Hinton esteéril
nos quais foram adicionados 50 pL das amostras. Esta diluicdo adicional foi
necessaria para que a absorbancia ndo extrapolasse a faixa de leitura do
equipamento espectrofotométrico utilizado. Em seguida, foram adicionados 40
puL de solucdo de MTT e os tubos eppendorfs foram novamente incubados a
37°C por trés a quatro horas. Apds o periodo de incubacdo, observou-se a
formacdo de formazan, um sal insolUvel de coloracdo purpura. Para a diluicao
do formazan, foram adicionados 500 pL de 2-propanol em HCl a 0,4 mol.L™
(1:0,003; v:v) para dissolver os cristais formados. As amostras foram agitadas
em vortex e centrifugadas por cinco minutos. Foram retirados 200 pL do
contetido do eppendorf e colocados em uma placa multipogos de acrilico para

leitura da absorbancia a 595 nm (figura 4).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo da alumina (Al,O3)

O carater nanoestruturado do material obtido foi demonstrado
inicialmente por andlise de difragcdo de raio-X (Figura 5). Utilizando-se o
formalismo de Bragg foi possivel identificar e indexar os picos de difracdo do
difratograma da figura 5. A comparacéo das intensidades e posi¢cdes dos picos
mostra que, em comparacdo com o padrdo ASTM, a amostra sintetizada tem
como principal fase a y-alumina (Al,O3). Além disso, o perfil do difratograma
obtido é similar ao mostrado na literatura (POTDAR et al., 2007), que trata de
amostra de dimensédo comparavel e obtida pelo mesmo processo de sintese. A
analise do pico de maior intensidade do difratograma em termos da equacao de
Scherrer (Equacao 1) permitiu determinar o diametro médio das particulas (D).
Para tal, o referido pico foi ajustado matematicamente a partir de uma fungéo
denominada de pseudo-voigth e os parametros obtidos foram inseridos na
equacao. Neste caso, B € a largura a meia altura do pico centrado em 45,89°
(em 20), cujo valor da largura intrinseca do equipamento foi descontado. O

didmetro médio encontrado para as particulas foi de 7,1 nm.
Equacéao 1:

D - K.
~ B.cos b
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Figura 5. Espectro de difrac@o de raio-X da particula de y-alumina (Al,O3).

A isoterma de adsorcdo de dessorcdo de nitrogénio da alumina esta
apresentada na Figura 6. Pela classificacao IUPAC, o perfil da isoterma esta de
acordo com o do tipo Il. Nesse perfil ndo esta presente na isoterma um ponto
de inflexdo e quase ndo se verifica histerese. Esse tipo de isoterma é
caracteristico de material ndo poroso com area superficial elevada (Barton et
al., 1999). A area superficial foi calculada pela metodologia do BET como
sendo de 412 m2.g™. Como esperado, ndo foi possivel determinar tamanhos de
poros através da metodologia BJH, indicando que as particulas ndo sao

porosas ou Sdo microporosas.
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Figura 6. Isoterma de adsorcéo e dessorcao de nitrogénio da Alumina Al,Os.

5.2. Sintese, purificacéo e caracterizacdo do peptideo antimicrobiano H-
GILEAIKAIKAIAKAAG-NH2.

O peptideo foi sintetizado com sucesso por meio da sintese em fase
sélida. O cromatograma analitico do peptideo bruto obtido é apresentado na
figura 7. A separagdo foi conduzida por cromatografia de fase reversa
utilizando-se de uma Coluna semipreparativa Grace-Vydac (10 x 250 mm, 5
um), fluxo a 3,0 mL min™ e deteccdo a 216 nm ou 280 nm. A fracdo majoritaria
(tempo de retencéo de 46,6 minutos) corresponde ao produto esperado como
se pode observar pelo espectro de massa obtido (figura 8) O produto esperado
(M+H+ = 1324,8) corresponde ao pico mais intenso com seus respectivos
adutos de Na* e de K*. Esse dado ¢ confirmado pela figura 9 que apresenta o
espectro da fragmentacdo do produto (M+H" = 1324,8) foi obtido e a sequéncia
obtida corresponde ao peptideo H-GILEAIKAIAKAAG-NH,
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Figura 7 Cromatograma do peptideo sintético bruto H-GILEAIKAIAKAAG-NH,. O
produto de tempo de retencdo préximo a 40 minutos corresponde ao peptideo esperado.
Condicbes analiticas: (10 x 250 mm, 5 pm). Fluxo a 3,0 mL.min™, deteccéo a 216 e 280 nm,
temperatura ambiente. H,O:ACN:TFA (95:5:0,1, v:v:v) durante 5 minutos, seguido de gradiente
linear até H,O:ACN:TFA (30:70:0,1, v:v:v) durante 65 minutos.
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5.3. Quantificacédo do peptideo HSP2 amidado

Os valores de absorbancia obtidos apds a diluicdo 1/20 do estoque

estao discriminados abaixo:

A Absorbéancia
205 1,14
215 0,37
225 0,14

Desta forma, a solucdo estoque do peptideo para os ensaios de
atividade antimicrobiana foi determinada em 690 pg.mL™ (5,2 x 10 mol.L™})

5.4. Preparacdo da nanoparticula de alumina, derivatizacdes quimicas e
ligacédo do peptideo H-GILEAIKAIKAIAKAAG-NH2.

5.4.1. Caracterizagéo por Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Apbs a sintese das nanoparticula de alumina, uma amostra do material
foi levada ao microscopio eletrébnico de transmissdo (MET) modelo 10-11 da
JEOL na Universidade de Brasilia onde foi possivel verificar suas dimensbes e

o tipo de organizacao (figuras 10 e 11).

Apés as modificacbes das nanoparticulas, novas imagens foram
adquiridas utilizando o MET. As amostras de Al,O3+APTES apresentaram um
grau de agregacdo um pouco maior, dificultando a aquisicdo das imagens. As
amostras de Al,O3HSP2 apresentaram um grau de agregacéo téo intenso que

as nanoparticulas isoladas nao foram observadas
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Sabemos que pelo menos a reacdo de incorporacdo do APTES ocorre de

maneira eficiente pois observamos que a particula aminada reage com

ninhidrina e liga-se a Fmoc-Ala-OH; desta forma, o aumento da agregagcéo com

0 aumento da carga da particula, apés incorporacao de amina e de peptideo,

nao é esperado (figuras 12, 13, 14 e 15)

Figura 10 Micrografia eletrbnica de
transmissdo das nanoparticulas de
alumina.  Arranjo  micrométrico  de
nanoparticulas de alumina. Aumento de
40.000 vezes.

Figura 11 Micrografia eletrbnica de
transmissdo das nanoparticulas de
alumina. Arranjo  nanométrico de
nanoparticulas de alumina. Organizacéo
em "cachos". Aumento de 300.000 vezes.
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Figura 14 Micrografia eletrénica de
transmissdo das nanoparticulas de
- alumina modificadas e conjugadas
ao HSP2. Arranjo nanométrico €
indistinguivel e a formagdo de

' aglomerados  micrométricos €&
: predominante. Aumento de
0.2 pym 150.000 vezes.

Figura 15 Micrografia eletronica de
transmissdo das nanoparticulas de
Al,O3;HSP2. A formacao de
agregados devido as reacdes de
acoplamento. Aumento de 300.000

200'nm e
T ——————— %
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5.4.2. Caracterizacado por Espectroscopia de Infravermelho

A andlise por espectroscopia de infravermelho das amostras de
nanoparticula de alumina mostrou com clareza a presenca dos picos
indicadores das diferentes coordenac¢des do elemento Al da alumina (figura 162
e 16b). A coordenacgdo octaédrica é caracterizada por dois picos entre 500 e
750 cm™; e a conformacao tetraédrica é apresentada por um “ombro” préximo a
800 cm™ e uma linha seguindo até 890 cm™. Os picos em 3458 e 1632 indicam
as distor¢cdes sofridas pela ligagdo O-H (estiramento e torsdo) presente nas
moléculas de 4gua que estavam adsorvidas na amostra (POTDAR et al., 2007).

Os resultados apresentados na analise por espectroscopia de
infravermelho da amostra de alumina, das amostras de nanoparticulas apos as
reacbes de modificacdo superficial com APTES e ap6s a ligagdo com o
peptideo sintético HSP2, ndo apresentaram as bandas caracteristicas da
presenca de ligagcéo peptidica (Figuras 17 e 18). Esse comportamento pode ser
justificado pela alta absorcdo das bandas da alumina. As moléculas de
peptideos ligadas na superficie estdo presente em uma relacdo muito menor
que as regides inorganicas de alumina e absorbancia do peptideo pode estar
sendo mascarada pela da alumina. Técnicas mais sofisticadas, como a
espectroscopia de infravermelho com reflexdo totalmente atenuada ou anélises
de aminoacidos poderiam resolver esse problema. Essas metodologias

deverao ser testadas futuramente.
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Figura 16a. Espectro de Infravermelho - Al,Os. (A) 590 — 750 cm™; (B) 800-890 cm™ e (C) 1632
cm™ e 3458 cm™. Espectrdmetro modelo 640-IR (FT-IR) da Varian.
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5.5. Ensaios de atividade antimicrobiana do peptideo HSP2 amidado, da
nanoparticula de alumina e da nanoparticula de alumina aminada.

O ensaio tradicional de crescimento microbiano baseado em
turbidimetria por leitura da absorbancia em 595-600 nm nao € eficaz para
analisar nanoestruturas contendo alumina ja que as nanoparticulas interferem
na transmissdo da radiacdo eletromagnética através da amostra causando
espalhamento de luz e dificultando a interpretacdo dos dados. As figuras 19 e
20 comparam os resultados do ensaio por turbidimetria conduzido para o
peptideo sintético HSP2 e para a nanoparticula de alumina (i.e. antes da
reagdo de derivatizagdo com (3-aminopropil)-trietoxissilano). As leituras
realizadas na presenca de alumina foram erraticas e néo forneceram
informacBes claras sobre a viabilidade celular dos microorganismos na
presenca das nanoparticulas. J& o ensaio antimicrobiano do peptideo sintético
HSP2 resultou na determinacdo da concentragdo minima inibitéria (MIC) do
peptideo. Pela anélise dos dados, o MIC ficou estabelecido em 68 umol.L™
Prates et al. (2004) encontraram MIC de 24,4 umol.L™* para o peptideo
sintético analogo ao HSP2, o HSP1, extraido e purificado a partir da secrecao

da pele do anfibio Hypsiboas punctata.

E importante salientar que o crescimento celular ocorreu a uma taxa
anormalmente baixa em ambos o0s ensaios (a absorbancia final ficou abaixo do
esperado), mas isso nao impediu a observacdo do efeito da concentracdo do

peptideo HSP2 sobre a cultura de bactérias.
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Figura 19 Curva de crescimento apresentada em cultura de E. coli na presenca de diferentes

concentragdes de nanoparticulas de alumina apés 13 horas de incubacao.
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Figura 20 Curva de crescimento apresentada em cultura de Escherichia coli na presenca de

diferentes concentracdes do peptideo antimicrobiano HSP 2 ap6s 13 horas de incubacéo.

ApOGs a realizagdo do teste de viabilidade celular por meio do ensaio
colorimétrico, percebeu-se que os resultados obtidos tanto no ensaio de
crescimento microbiano com o HSP2 como a leitura do ensaio colorimétrico
eram equivalentes em todos os pontos (figura 21) enquanto as leituras
referentes aos ensaios com nanoparticula apresentaram resultados destoantes
(figura 22). Enquanto no ensaio de crescimento microbiano o aumento da
quantidade de nanoparticula em suspensdo levava ao aumento da
absorbancia, o ensaio colorimétrico mostrou 0 oposto: 0 aumento na
concentragdo de nanoparticula inviabiliza a divisdo celular da cultura de
Escherichia coli e reduz a geracdo do formazan que é indicador de
metabolismo celular (MOSSMAN, 1983, KUHN et al, 2003).
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Figura 21 Ensaio de crescimento microbiano por turbidimetria do HSP2 em meio de cultura

Mueller-Hinton na presenca da bactéria gram negativa Escherichia coli. A concentragdo minima

inibitéria (MIC) de crescimento é de aproximadamente 60 pmoI.L'1
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Figura 22 Leitura de absorbancia do ensaio por turbidimetria para as nanoparticulas de

alumina em suspenséo em meio de cultura Mueller-Hinton
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5.6. Avaliacdo do potencial do ensaio colorimétrico como teste de
viabilidade celular na presenca de nanoparticulas

O ensaio de viabilidade celular pelo método colorimétrico pode sanar
alguns problemas apresentados quando se utiliza somente o ensaio por
turbidimetria, entretanto, devido a alta taxa de divisdo celular que a bactéria E.
coli apresenta, sua atividade metabdlica, ao final do ensaio colorimétrico, acaba
extrapolando a capacidade de leitura do espectrofotdbmetro e impede a
correlacédo entre a producéo de formazan e a viabilidade celular. Sendo assim,
realizou-se uma curva de crescimento bacteriano de oito horas em condi¢cbes
favoraveis para que se pudesse estabelecer qual é a quantidade de bactérias
em suspensao necessaria para efetuar a leitura do ensaio de maneira eficaz.

Os resultados destas leituras sao vistos no grafico abaixo:
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Figura 23 Crescimento bacteriano de Escherichia coli apés incubacgéo de oito horas a partir de
guantidades diferentes de células/mL iniciais -1,5x10°, (em preto) 1,5x10* (em cinza) e 1,5x10°
(em cinza claro). As curvas sdo referentes a producdo de formazan apds a interacao das

células com MTT por trés horas. Foram coletadas amostras a intervalos de um hora.

Baseando-se nos resultados obtidos, os ensaios colorimétricos
passaram a ser conduzidos apos a diluicdo da suspenséo bacteriana a 1,5 x
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10° em dez vezes para que as leituras de absorbancia estivessem em uma
escala interpretavel, ja que, em meio de cultura Mueller-Hinton, a partir de
quatro horas de incubacdo ndo era mais possivel determinar se havia ou ndo
divisao celular, pois a atividade metabdlica celular era suficiente para extrapolar

a capacidade de leitura do método de absorcao de luz.

5.7. Ensaio de atividade antimicrobiana e ensaio de viabilidade celular na
presenca de nanoparticulas de alumina (Al,O3), nanoparticulas de alumina
aminada (Al,O3NH,) e nanoparticulas de alumina modificadas com o HSP2

O MTT ¢é reduzido em formazan em células funcionais e
metabolicamente ativas, nas quais a reducédo do NADH e do NADPH (o NADH
e o0 NADPH j& sédo as formas reduzidas dos cofatores de desidrogenases) é
catalisada por enzimas oOxido-redutoras que transferem elétron para o MTT
levando a producdo de formazan (N’-anilino-N[4,5-dimetil-1,3-tiazol-2-
ilimino]benzenocarboxiimidamida), um composto lilds e insolavel. Em casos
em que nao ha a producao de formazan, simplesmente nao ha fluxo de energia
ou metabolismo (BERRIDGE et al., 2005).

N ~ mitochondrial Q
7 °N reductase /N ~N
N=N*
=

NI enzymes H
> N=N
S >= N
N

MTT - yellow tetrazolium
formazan dye - purple

Figura 24 Esquema bésico de atuacdo do MTT 2-(3,5-difeniltetrazolium-2-il)-4,5-dimetil-1,3-

tiazola) em contato com células animais metabolicamente ativas.

Apoés definida a forma metodologica que seria seguida, 0S ensaios

antimicrobianos para averiguar o potencial das nanoparticulas foram realizados
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com os trés tipos de nanoestruturas obtidas: nanoparticulas de alumina, as
nanoparticulas de alumina aminada com (3-aminopropil)trietoxissilano e as
nanoparticulas ligadas covalentemente ao HSP2. Os resultados referentes ao
crescimento bacteriano na presenca destas estruturas estdo representados nas
figuras 25a, 25b, 26a e 26b.

E. coli
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
Quantidade de Nanoparticulas (mg.mL)

Figura 25a Resultado do teste de viabilidade celular por meio de monitoramento de reducédo de
MTT. Variacdes referentes as leituras de absorbancia em cultura de E. coli na presenca de
nanoparticulas de alumina e nanoparticulas de alumina aminada (Al,O; em azul e Al,O3NH, em

vermelho e Al,OsHSP2 em verde).
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Figura 25b VariacGes referentes as leituras de absorbancia em cultura de Escherichia coli na

presenca de nanoparticulas de alumina, nanoparticulas de alumina aminada e nanoparticulas
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modificadas com o HSP2. Os valores representados no eixo Y correspondem a absorbancia

maxima em porcentagem ao final dos ensaios e os valores no eixo X representam o aumento

da quantidade de nanoparticulas em suspensdo nos ensaios (1=0 mg.mL™; 2=0,50 mg.mL™;

3=10 mg.mL™"; 4=20 mg.mL™; 5=40 mg.mL™"; 6=80 mg.mL™" e 7=160 mg.mL™)

P
(93]
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14

16

Figura 26a Resultado do teste de viabilidade celular por meio de monitoramento de reducdo de

MTT. Variacdes referentes as leituras de absorbancia em cultura de S. aureus na presenca de

nanoparticulas de alumina e nanoparticulas de alumina aminada (Al,O; em azul e Al,Os;NH, em

vermelho e Al,OsHSP2 em verde).
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Figura 26b VariagGes referentes as leituras de absorbancia em cultura de Staphylococcus
aureus na presenca de nanoparticulas de alumina, nanoparticulas de alumina aminada e
nanoparticulas modificadas com o HSP2. Os valores representados no eixo Y correspondem a
absorbancia maxima em porcentagem ao final dos ensaios e os valores no eixo X representam
o aumento da quantidade de nanoparticulas em suspens&o nos ensaios (1=0 mg.mL™; 2=0,50
mg.mL™; 3=10 mg.mL™; 4=20 mg.mL™; 5=40 mg.mL™; 6=80 mg.mL™" e 7=160 mg.mL™)

A faixa de acdo da nanoparticula foi restrita as quantidades em
suspensdo de 0,5, 1, 2, 4, 8 e 16 mg.mL™. Em estudos preliminares tinha-se
observado que somente a nanoparticula aminada a 2mg.mL™ apresentava por
si s6 acdo antimicrobiana, mas conforme os ensaios eram replicados, esse
resultado néo foi confirmado. O resultado final mostra que as nanoparticulas
aminadas em culturas de Staphylococcus aureus em quantidade de 16mg.mL™
apresentaram atividade antimicrobiana, mas em outras concentracées e nos

ensaios realizados com Escherichia coli ndo houve efeito semelhante.

Quando o peptideo HSP2 foi ligado covalentemente a nanoparticula de
alumina o que foi observado foi uma reducdo drastica na concentracdo das
células bacterianas, indicando um potencial antimicrobiano ndo observado até

entdo para a nanoestrutura hibrida.
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6. CONCLUSOES

A sintese da nanoparticulas pelo método proposto por POTDAR et. al
(2007) é eficiente e permite a producdo de nanomaterial em tamanho
semelhente e organizados na forma de pequenos cachos com nanoparticulas

em formato de elipses.

A sintese de peptideo em fase solida foi realizada com sucesso e o
ensaio de avaliacdo do potencial antimicrobiano do HSP2 confirmou seu

potencial antimicrobiano.

N&o foi possivel caracterizar com clareza as nanoestruturas apos as
modificacdes realizadas para a conjugacdo das nanoparticulas com o peptideo
apesar de, durante os ensaios de viabilidade celular, estas nanoestruturas
apresentarem  resultados relativamente  significativos de  atividade

antibacteriana.

O ensaio colorimétrico utilizado como forma de determinacdo da
atividade celular na presenca de nanoparticulas foi satisfatério e permite a
identificacdo e diferenciacdo de culturas metabolicamente ativas daquelas néo

ativas.
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