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Oliveira, J.E. Estudos de caracterizacdo e aplicacao de lipossomas associados
a peptideo antifungicos derivados da Histatina-5 visando o combate de Candida
albicans. [Dissertacdo de mestrado em biotecnologia]. Araraquara. Instituto de
Quimica.

Resumo

Os lipossomas PEGuilados apresentam capacidade de duragéo in vivo capaz
de realizar a liberacao prolongada de moléculas, esta acéo, pode ser um fator
capaz inibir o crescimento de microrganismos patogénicos e a formacéo de
biofilme. Assim, a proposta deste trabalho consiste no desenvolvimento de
formulagbes PEGuiladas associada ao derivado de Histatina-5, OWHistatina-5,
para tratamento de candidiase oral e inibicdo de biofilmes orais formadas por
Candida albicans. Para isso, foi aplicado o método de sintese de peptideo em
fase sdlida, utilizada a cromatografia de alta eficiéncia e caracterizacdo em
espectrometria de massas com ionizacdo por eletrospray modo positivo
(LC/ESI-MS+) para obtencédo dos derivados de OWHistatina-5 e 1WHistatina-5,
com obtencéo dos peptideos foram realizadas as anélises antimicrobianas de
concentracdo inibitéria minima (CIM), no qual OWHistatina-5 demonstrou
atividade inibitéria a 1,03 pg/mL, sendo o peptideo escolhido para as demais
andlises. Para os sistemas lipossomais foi proposto o método de evaporacao
em fase reversa, o qual, permitiu a associacao aos derivados peptidicos em até
88,65% de eficiéncia para o peptideo OWhistatina-5. Visando a caracterizacao
morfologica, os lipossomas foram analisados por técnica de espalhamento de
luz dindmico com estabilidade a 4°C por 42 dias, tendo como desestruturacao
em pH 4,5 sendo um fator de seletividade. As andlises de variacdo de
temperatura de 0°C a 100°C por calorimetro diferencial de varredura e
dicroismo circular evidenciaram a interacdo entre o sistema lipossomal
PEGuilado e o peptideo OWhistatina-5. Para curva de crescimento e cinética
de morte, ensaio de morte celular, viabilidade celular por resazurina
(AlamarBlue®) e microscopia confocal com aplicacdo de calcofluor-white,
Concavalina A e isocianato de fluoresceina foi utilizada a cepa ATCC 10231
resistente ao fluconazol e produtora de biofilme orais. Tais, técnicas permitiram
inferir que a formulacdo composta por fosfolipidio e polietilenoglicol (PP) gerou
a liberacdo prolongada do peptideo antifungico OWhistatina-5 ap6s 12 horas
com inibicdo parcial do microrganismo, assim como as ceélulas presente no
biofilme. Portanto, o método de evaporacéo reversa demonstrou-se eficiente
para associacdo de macromoléculas em sistemas lipossomais de segunda
geracdo, como os lipossomas PEGuilados gerando efeito prolongado do
peptideo OWHistatina-5.

Key-words: Lipossomas, liberacdo prolongada, peptideos catidnicos, peptideos

antimicrobianos, Candida albicans.
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Abstract

PEGylated liposomes have the ability to last in vivo capable of carrying out the
prolonged release of molecules and this action may be a factor capable of
inhibiting the growth of pathogenic microorganisms and the formation of
biofilms. Thus, the purpose of this work is the development of PEGylated
formulations associated with the Histatin-5 derivative, OWHistatin-5, for the
treatment of oral candidiasis and inhibition of oral biofilms formed by Candida
albicans. For this, the solid phase peptide synthesis method was applied, using
high performance chromatography and characterization in positive mode
electrospray ionization mass spectrometry (LC/ESI-MS+) to obtain the
OWHistatin-5 and 1WHistatin-5 derivatives to obtain the peptides, antimicrobial
analyses of minimal inhibitory concentration (MIC) were performed, in which
OWHistatin-5 showed inhibitory activity at 1.03 pg/mL being the peptide,
OWHistatin-5 chosen for the other analyses. For liposomal systems, the
reversed-phase evaporation method was proposed, which allowed the
association with peptide derivatives in up to 88.65% efficiency for the
OWhistatin-5 peptide. Aiming at morphological characterization, the liposomes
were analysed by dynamic light scattering technique with stability at 4°C for 42
days, with destructuring at pH 4.5 being a selectivity factor. The analysis of
temperature variation from 0°C to 100°C by differential scanning calorimeter and
circular dichroism showed the interaction between the PEGylated liposomal
system and the OWhistatin-5 peptide. For the growth curve and death kinetics,
cell death assay, cell viability by resazurin (AlamarBlue®) and confocal
microscopy with application of calcofluor-white, Concavalin A and fluorescein
isocyanate, fluconazole-resistant strain ATCC 10231 was used oral biofilm.
Such techniques allowed us to infer that the formulation composed of
phospholipid and polyethylene glycol (PP) generated the prolonged release of
the antifungal peptide OWhistatin-5 after 12 hours with partial inhibition of the
microorganism, as well as the cells present in the biofilm. Therefore, the reverse
evaporation method proved to be efficient for the association of macromolecules
in second-generation liposomal systems, such as PEGylated liposomes,
generating a prolonged effect of the OWHistatin-5 peptide.

Keywords:Liposomes, extended release, cationic peptides, antimicrobial
peptides, Candida albicans.
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1. Introducéo

Os fungos patogénicos de maior prevaléncia nas infecgbes de mucosas
bucais e vaginais ocorrem através da espécie Candida albicans, levedura
dimérfica, comensal presente na microbiota geniturinaria, gastrointestinal e
oral. Contudo, frente a um desequilibrio do sistema imunolégico dos individuos
ou comprometimento do tecido mucocutaneo por lesdes e ulceracbes este
fungo tornar-se invasivo, desenvolvendo células com capacidade de viruléncia
(DOMINGUEZ et al., 2019).

Na fase de patogenia de Candida albicans os tecidos epiteliais sao
afetados e como consequéncia ha o surgimento do processo infeccioso. A¢ao
em que as manifestacfes clinicas podem variar de auséncia de sintomas ao
surgimento de alteracdes locais, como descamacao tecidual, dor, vermelhidao,
prurido. Além disso, a forma invasiva de Candida albicans pode disseminar e
promover a infeccdo sanguinea, estado que ocasiona desequilibrio
homeostéatico nos hospedeiros e comprometimento nas funcdes fisioldgicas
dos 6rgaos, um quadro clinico que pode evoluir a septicemia e possivel morte
do individuo infectado (HENRIQUES e WILLIAMS, 2020).

As infeccBes micoticas geradas por Candida albicans, devem-se ao
fato, deste microrganismo possuir adaptacdo metabdlica, morfolégica e
genética, caracteristicas que conferem adesdes e estabilidade a diferentes
tecidos e aos materiais sintéticos; alteracdes pos traducional nas quais
permitem a interacdo com hospedeiro; modificacdes estruturais resultantes do
crescimento celular e a presenca de mecanismo de resisténcia aos antifiingicos
(BARVEDO e SGARBI, 2010; CALDERONI e FONZI, 2001).

Entre os diferentes mecanismos de resisténcia gerado por Candida
albicans decorrem a formacao do biofilme. Constituido a partir da agregacéao
celular, o biofilme € um mecanismo de resisténcia extracelular composto, em
sua maior parte, por polissacarideos e permite a estabilizagdo das células as
superficies ocasionando também em protecdo e coesdo do microrganismo.
Como resultado sdo geradas novas células com capacidade de viruléncia,
habeis para aderir a novos locais (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004; NOBILE;
JOHNSON, 2015; TALAPKO et al., 2021).
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Na cavidade os biofilmes orais sdo gerados a partir do
comprometimento do tecido da mucosa e também através da associagdo aos
biofilmes polimicrobianos, como o0s ocasionados por bactérias como
Streptococcus mutans. Os biofilmes polimicrobianos séo rigidos e complexos,
dentro da estrutura sdo exercidas interacbes mutualisticas entre o0s
microrganismos que possibilita o fungo a aderéncia na cavidade bucal
(CHEVALIER et al., 2018; MUKHERJEE; CHANDRA, 2004; NOBILE;
JOHNSON, 2015;).

Em individuos saudaveis os biofilmes orais formados por Candida
albicans podem ser inibidos devido a atividade salivar. A saliva € um fluido
biolégico com capacidade de desempenhar inUmeras funcbes com alta
relevancia para manutencdo da saude bucal. Sendo composta por minerais,
eletrdlitos, agua, tampbes, peptideos antimicrobianos entre outros
componentes. A saliva permite, entre diversas fung¢des, a digestdo de
alimentos, pH neutro, remineralizardo dos dentes e especificamente através
dos peptideos antimicrobianos impede a aderéncia dos microrganismos
patogénicos (HUMPHREY; WILLIAMSON, 2001; PUY,2006).

Os peptideos antimicrobianos sao moléculas formadas por 12-50
residuos de aminoacidos unidos entre si por ligagdes amida (denominadas
peptidicas), apresenta carga liquida positiva (+2 a +9) em pH fisiol6gico e uma
estrutura anfipatica (LAl; GALLO, 2009). Os peptideos antimicrobianos sao
capazes de agir sobre os microrganismos patogénicos por meio da interacao
com as superficies das membranas microbianas ou constituintes celulares. Ao
depositar na membrana os peptideos causam lise, levando as células a morte.
Alguns peptideos como os presentes na familia das histatinas ultrapassam a
membrana plasméatica e atuam sobre organelas impedindo a funcionalidade
das células (HELMERHORST et al., 2006; PURI; EDGERTON, 2014).

As histatinas corresponde uma familia de 12 peptideos antimicrobianos
com baixo peso molecular, ricas em histidina. Presentes na saliva humana, as
histatinas exibem atividades contra ao desenvolvimento de fungos patogénicos,
como Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Aspergillus fumigatus. Em
relacdo a Candida albicans, especificamente a histatina-5 pode gerar efluxo de

ATP e desequilibrio osmético nas mitocondrias de Candida albicans, entre
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outros mecanismos nao totalmente elucidados, impedindo a célula de executar
a respiracdo celular e liberar componentes extracelulares como o0s
exopolissacarideos. (HELMERHORST et al., 2006; PURI; EDGERTON, 2014)

Devido a atividade anticandida gerada pela histatina-5, este peptideo
torna-se uma alternativa terapéutica ao antifiUngicos existentes atualmente que
apresentam baixa sensibilidade devido ao desenvolvimento de biofilme
(HELMERHORST et al., 2006; MOFFA et al., 201; PURI; EDGERTON, 2014;
SHARMA et al., 2021).

No entanto, imunossupressdo, neoplasias, baixa producédo salivar e
idade diminuem a producéo de histatina-5, o que aumenta a incidéncia de
infec¢des fungicas orais. Ao associar o peptideo a formulacdes lipidicas, como
os lipossomas, podem ser gerados transportadores e agente de protecdo
contra acdo de enzimas proteoliticas levando a histatina-5 aos locais de
infeccdo (ZAMBOM et al., 2020).

Os lipossomas sdo formulag@es lipidicas, constituidas por camadas
unilamelares ou multilamelares, automoldaveis, circundadas por um
compartimento central aquoso (CARITA et al., 2018). Em razdo da presenca de
fosfolipidios em sua composicdo, os lipossomas podem se agrupar em
bicamadas formando uma estrutura mimética as membranas celulares. A
constituicdo dos lipossomas pode ocorrer de forma diversificada, com
modificacdes na estrutura por PEGuilacdo. A adicdo de polietilenoglicol
aumenta o tempo de circulacao dos lipossomas, a hidrofilicidade e diminui uma
possivel toxicidade dos ativos associados (ELERAKY et al., 2020; GUPTA et
al., 2019).

Nas ultimas décadas, a aplicacdo de lipossomas para liberacdo de
farmacos implica em melhorias farmacocinéticas e farmacodinamicas para
compostos encapsulados ou associados. Portanto, o presente estudo visa
realizar a associagéo do derivado da histatina-5 (OWhistatina-5) ao lipossoma
PEGuilado, com o objetivo de compreender as possiveis modificacbes
estruturais realizadas em Candida albicans para prevenir a formacédo de

biofilme na cavidade oral e o desenvolvimento de candidiase oral.
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1.1 Candidiase oral e fatores de viruléncia

1.1.1 Adesédo a mucosa oral

A candidiase oral € a infeccdo mais comum presente nas mucosas
bucais e, nas ultimas décadas, tem demonstrado aumento significativo na
populacdo, sendo Candida albicans responsavel por 80-95% dos casos. A
candidiase oral pode afetar a mucosa bucal e em conjuncdo aos biofilmes
polimicrobianos proporciona o desenvolvimento de céarie dental e periodontites
(DANGI et al., 2010; GARCIA-CUSESTA et al., 2014, VILA et al., 2018).

Os fatores predisponentes na populacao, tais como a sindrome da
imunodeficiéncia humana adquirida (AIDS), alterac6es enddcrinas, xerostomia,
uso de corticosterdides, antibiéticos de amplo espectro, neoplasias também
proporcionam o desenvolvimento oportunista de Candida albicans (EPSTEIN
etal., 2002; FARAH et al., 2000; FARAH et al., 2010; GONSALVES, et al., 2007;
SCULLY, 2003).

As infeccBes micoticas decorrentes de Candida albicans sdo geradas
principalmente, ao fato deste microrganismo possuir adaptacdo metabdlica,
morfologica, genética e alteracdes pos-traducionais que conferem adesdes e
estabilidade a diferentes tecidos e materiais sintéticos (BARVEDO; SGARBI,
2010, CALDERONI; FONZI, 2001). Tais adaptacdes partem inicialmente da
adesdo do microrganismo no tecido da mucosa, o qual necessita de uma
somatoria de fatores para ocorrer em razdo da incompatibilidade de cargas
superficiais entre C. albicans e a mucosa bucal (KAPTEYN et al.,, 2000;
WILLIAMS et al., 2013).

Em parte, as interacdes de Van-der-Waals, movimentos brownianos e
repulsdo da dupla camada das membranas formam a base para teoria de
Derjaguin Landau Verwey Overbeek (DLVO), que descreve que a forca
repulsiva entre duas superficies carregadas negativamente envoltas por um
liquido interposto, somada a energia livre das superficies tornam a
termodindmica das células do microrganismo e mucosa oral estaveis
(WILLIAMS et al., 2013)
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A estabilidade termodinamica permite que as moléculas adesinas
presentes em Candida albicans fagcam interacdo com a mucosa oral. Proteinas
com sequéncia semelhante a aglutinina (Als), principalmente Als3 possuem
sequéncias repetidas ricas em aminoacidos polares como treonina e serina,
nas quais, ancoram glicosilfosfatidilinositol e, através da exposicdo nas
superficies de Candida albicans, ligam-se de forma covalente a parede celular
da mucosa (GAUR; KLOTZ et al., 1997; LIU; FILLER et al., 2011; WILLIAMS et
al., 2013).

A proteina HWP1 presente na parede celular das hifas também possui
grande relevancia para a adesdo de Candida albicans na mucosa oral.
Codificada pelo gene hwpl, a proteina liga-se covalentemente ao
glicosilfosfatidilinositol da parede celular do fungo. Apos realizar esse processo
permite que as regides N-terminais dos aminoacidos da proteina fiquem livres
para realizar as interagdes com as transglutaminases dos hospedeiros, fazendo
uma ligacdo cruzada da proteina com a superficie das células dos individuos.
As interacdes da célula do microrganismo e célula da mucosa geradas pela
proteina HWP1 permitem a adesao e o inicio da formacao do biofilme (ENE;
BENNETT, 2009; NOBILE et al., 2006; ORSI et al., 2014).

1.1.2 Biofilme de Candida albicans

O biofilme € o principal fator de patogenicidade na cavidade oral, sendo
dividido em quatro estagios sequenciais. No primeiro estagio ocorrem as
adesbes das ceélulas planctdnicas na mucosa oral. Em seguida, no segundo
estagio, as divisbes celulares assexuadas como brotamento geram a
proliferacdo celular que, consequentemente, acarreta na agregacdo das
células. No terceiro estagio sado liberados exopolissacarideos (EPS)
responsaveis pela matriz extracelular, que apos um periodo de maturacao
formam o biofilme. No quarto e ultimo estagio ocorrem rupturas no biofilme com
a liberacdo de novas células, como pode ser observado na Figura 1
(CHEVALIER et al., 2018; MAYER et al., 2013; VILA et al., 2018).
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Figura 1. Visé@o geral da formacdo do biofilme da levedura C. albicans estruturada em
quatro etapas (A). (1) Fixacdo de células de levedura plancténicas a uma superficie, (2)
agregacdo e proliferacdo de células, (3) formacdo de um biofiime maduro com matriz
extracelular, (4) e desprendimento de células de levedura do biofiime para formar mais
biofilmes. Micrografias fotografadas com luz de transmissé@o usando um microscopio codificado
Leica DMi8 (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Alemanha) ap6s 24 h de crescimento a
37 °C. Biofilme de C. albicans (B) e células plancténicas (C).

Fonte: AMANN et al., 2021.

A formagdo do biofilme por microrganismos patogénicos confere
vantagens como captacdo de nutrientes, estabilidade, protecao das células
imunolégicas do hospedeiro a acdo dos antimicrobianos, a radiacdo e
desidratacdo. Ao longo do periodo de maturacdo do biofilme a estrutura
polimérica modifica-se, os componentes da matriz extracelular de Candida
albicans compostos por polissacarideos B-1,3-glucanos, B-1,6-glucanos,
mananos e quitina sdo alterados em um periodo 24-48 horas (FINKEL;
MITCHELL, 2010). A estrutura da parede celular que comp&em o biofilme pode
ser observada na Figura 2.
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== Mannan @ N-acetylglucosamine
== Cell wall protein @ 0~(1,3)-mannose

B-(1,6)-glucan @ 0-(1,2)-mannose
= -(1,3)-glucan © 0-(1,6)-mannose
== Chitin © B-(1,2)-mannose

O B-{14)-mannose

O B-(1,6)-glucose
@ B-(13)-glucose

Figura 2. Estrutura da parede celular de Candida albicans. O esquema mostra 0s principais
componentes da parede celular e suas distribuicdes. B-(1,3)-glucana e quitina (poli-B-(1,4)-N-
acetilglucosamina) sdo os principais componentes estruturais, e estes estdo localizados no
interior da parede celular. A camada externa é enriquecida com proteinas da parede celular
(CWP) que sao ligado a este esqueleto principalmente via glicosilfosfatidilinositol
remanescentes de 3-(1,6)-glucano ou, para manoproteinas com dominios de repeti¢éo internos
(Pir-CWP), através de ligagdes sensiveis a alcalis para 3-(1,3)-glucano. As inser¢des mostram
a estrutura dos componentes glucano € manano.

Fonte: NETEA et al., 2008.

Em razdo da complexidade dos biofilmes sdo exigidas maiores
produgbes das glicoproteinas B-1,3-glucanos, os quais, ficam préximo a
membrana e exercem a ligagcao aos [-1,6-glucanos (GARCIA-RUBIO et al.,
2020). A glicoproteina B-1,6-glucano esta presente na camada externa e exerce
a interacao com proteinas, como as responsaveis pela adesdo e alongamento
das hifas. Além disso, as B-1,6-glucanos realizam interacfes com as mananas
e quitina presente na parede celular; (GARCIA-RUBIO et al., 2020; NETT et al.,
2007).

As mananas e manoproteinas em conjunto com a quitina compdem
40% do peso seco das leveduras, sendo as principais glicoproteinas
responsaveis pela adesao, regulacdo e permeabilidade da célula. Em virtude
da conservacao estrutural, tornam-se imunoestimuladoras de citocinas e
células T (NETEA et al., 2008). Embora as atua¢des de mananas e quitinas ndo

estejam totalmente elucidadas, acredita-se que possam contribuir para a
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alteracdo morfolégica da levedura para hifas (DALLE et al., 2003; D’ENFERT
et al., 2020; MAYER et al., 2013;).

As proteinas de membranas também sdo grandes contribuidoras para
o desenvolvimento do biofilme. Essa classe de proteinas de Candida albicans
pode ser dividida em duas categorias: as proteinas secretadas e as proteinas
de parede celular (CWP-cell wall protein). As proteinas de parede fazem a
interacdo aos polissacarideos. J& as proteinas secretadas podem possuir
atividades enzimaticas que contribuem para a adeséo e obtencéo de nutrientes
por C. albicans (CHAFFIN, 2008).

Como exemplo dessas atividades enziméticas sdo as exercidas por
enzimas hidroliticas como as aspartato hidrogenases (Sap), que atuam em pH
acido e promovem a quebra de colageno, laminina, fibronectina, mucina e a
lactoferrina salivar. Ja as enzimas fosfolipases, hidrolisam uma ou mais
ligagbes em glicerofosfolipideos do hospedeiro permitindo a invasédo das hifas
formadas por C. albicans. Os transportes das enzimas extracelulares sao
realizados via vesiculas intermembranas e extracelulares, as quais, também
realizam o transporte de lipideos, RNA e DNA configurando na maturacdo do
biofilme (GIL-BONA et al., 2018).

Além da matriz extracelular a formacao do biofilme de Candida albicans
pode ocorrer através da interacdo com os biofilmes bacterianos (METWALLI et
al., 2013). Na cavidade oral os biofilmes bacterianos sdo predominantemente
formados pelo género Streptococcus sp., 0s quais aderem aos dentes e
gengivas causando doencas orais como carie dental (WILLEMS et al, 2018).
Esta bactéria produz glicosiltransferases que sintetizam polimeros de glicano
sollveis e insolUveis a partir da sacarose. Tal atividade permite a proliferacao
celular e a colonizacéo de bactérias cariogénicas que sao capazes de promover
a formacdo de biofilme na superficie dos dentes e a interagdo com Candida
albicans (BAMFORD et al., 2009; SOUZA et al., 2020).

O desenvolvimento do biofilme polimicrobiano conduz para formacao
de uma estrutura complexa e rigida que pode ser mediada pelas interacdes
eletrostaticas, proteina-proteina, lecitina-carboidratos e interacdes de Van-der-
Waals as quais permitem que os microrganismos estabelecam uma relacao
mutualistica (SHIRTLIFF et al., 2009).
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Através da atividade respiratoria de Candida albicans, os altos niveis
de oxigénio que seriam nocivos para as bactérias, sdo reduzidos, enquanto
Streptococcus sp., fornece adeséo e estabilidade para o fungo. Outra relagcéo
estabelecida pelos microrganismos é a acidez do meio, devido a atividade
metabdlica de Streptococcus sp., liberar 4cidos organicos ao meio extracelula.
A acidez do meio aumenta a interacdo do zinco, um metal essencial para
crescimento e C. albicans. (METWALLI et al., 2013; MORALES; HOGAN,
2010).

A associacao entre Streptococcus sp. e C. albicans gera aumento na
capacidade de viruléncia da cérie dental e das doengas na mucosa que podem
ser acompanhadas por processos inflamatorios e estomatites (METWALLI et
al., 2013; O'DONNEL et al., 2015), evoluindo para o desenvolvimento de carie
severa em criancas com completa destruicdo dos dentes (HAJISHENGALLIS
et al., 2017), como pode ser observado no biofilme de Streptococcus mutans,

Streptococcus oralis e Candida albicans na Figura 3.

S. oralis C. albicans S. oralis+C. albicans

L
W _ ' Streptococcus |
Candida mutans

T

iy

S. mutans UA159

Figura 3. Interacbes Candida-estreptocOcicas e doencas bucais. A. Imagens de
microscopia de fluorescéncia confocal de C. albicans—S. mutans em biofilmes mistos, ilustrando
arelacao espacial entre C. albicans (azul), S. mutans (verde) e exopolissacarideos (vermelho).
B. Imagens de dentes de ratos infectados com S. mutans, C. albicans, ou coinfectados. As
setas pretas indicam lesdes cariosas graves de coinfec¢des nas quais 0 esmalte estd ausente,
0 que expde a dentina subjacente. Essa carie desenfreada foi ausente nos animais infectados
apenas por S. mutans ou C. albicans. C. Imagens de microscopia de fluorescéncia de linguas
de camundongos infectadas com S. oralis (vermelho, apontado nas setas), C. albicans (verde)
e ambos. A coinfeccdo aumentou substancialmente o acimulo de biofilme bacteriano-flingico
e a invasao de tecidos moles que gerou resposta inflamatéria. Imagens originais fornecidas
pela Dra. Anna Dongari-Bagtzoglou; adaptado de Sobue T. e colegas, Methods Mol Biol.
1356:137-52, 2016, com permissdo. EPS, exopolissacarideos.

Fonte: KOO et al., 2018.
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1.1.3 Dimorfismo celular

A morfologia das células de Candida albicans encontra-se diversificada
nos biofilmes (SUDBERTY, 2011). A capacidade de transitar de levedura para
pseudohifas ou para forma hifal, permite a adaptacao aos diferentes ambientes
como; pH, nutrientes, temperatura, baixa concentracdo de oxigénio (O2), alta
concentragcdo de gas carbbnico (CO2) e pequenas moléculas de sinalizacéo,
que estimulam ou reprimem a formacéo das hifas (D' ENFERT et al., 2021).
Tais fatores também contribuem para as modificacdes das células plancténicas
comensais para células com capacidade de viruléncia (KADOSH; RIBOT, 2013;
LU et al., 2013).

Devido a esta diversidade morfoldgica é exigido um ambiente fenotipico
transitorio (switching) capaz de modificar a forma e também a coloracédo das
células de Candida albicans que passam de branca, verde a opaca (POLKE et
al.,, 2015). Os fendtipos presentes no polimorfismo sdo controlados por
diferentes genes como Worl e Efgl responséaveis pela cor ou Nrgl promotor
da regidao HAGs (genes associados a transcricao de hifas) responsaveis por
recrutar histonas deacetilase Hdal, que por sua vez, remodelam as cromatinas
das células (LU et al., 2011).

A maioria das variacfes morfolégicas de Candida albicans possuem
capacidade de viruléncia. As leveduras em ambiente acido e alta densidade
celular podem disseminar e realizar invasées em novos locais da mucosa. Ja
em ambiente alcalino, as células possuem a forma de pseudohifas e séo
encontradas extensivamente em feridas. Os clamidésporos ndo possuem
capacidade de viruléncia definida, porém ocorre em ambientes complexos com
alta concentracdo de acucar e baixa concentracdo de oxigénio, enquanto as
hifas estdo presentes no processo de invasdo tecidual, crescem em
temperaturas superiores a 36°C e na alta concentracdo de gas carbdnico, como
pode ser observado na Figura 4 (D'ENFERT et al., 2021; GOW et al., 2002;
STAIB, MORSCHHAUSER, 2007; SUDBERY; GOW, 2004).
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ﬁjg 10 pm suspensor cell
10 pm —

Figura 4. Polimorfismo de Candida albicans. A transicdo de células de levedura (brancas)
para pseudo-hifas a hifas é estimulada por uma ampla variedade de fatores ambientais, que
incluem temperaturas elevadas, pH e peptidoglicano. Pseudo-hifas podem ser distinguidas de
hifas com base na posi¢éo da juncao septal entre uma célula-mée de levedura e seu filamento.
A Candida albicans pode ser induzida a formar clamidésporos sob condi¢cdes ambientais
especificas, mas o significado desta forma de crescimento permanece obscuro.

Fonte: Adaptado de D'ENFERT et al., 2021).

1.1.4 Manifestacdes clinicas

Além da morfogénese, a Candida albicans apresenta diversidade nas
manifestacdes clinicas geradas pelas infec¢cdes do microrganismo. Na mucosa
oral a candidiase pode ser acompanhada pela auséncia de sintomas ou
apresentar diferente sintomas que podem ser classificados em: manifestacao
aguda, manifestacéo cronica e sindromes associadas a candidiase (FARAH et
al.,2010; VILA et al., 2018).

As manifestacbes agudas sdo formadas por pseudomembranosa
caracterizada pelo aparecimento de manchas brancas arredondadas ou
disformes nas regides palatais, labios, lingua e mucosa oral, sendo frequente
nos pacientes recém-nascidos, usuarios de inaladores esteroidais,
imunocomprometidos e aos individuos com baixa producéo salivar (FARAH et
al., 2010). Em alguns casos ha evolucao para candidiase eritematosa, a qual &
caracterizada pelo aparecimento de manchas avermelhadas em toda regiéao
bucal, acompanhada por inchaco, dor e dificuldade de degluticao resultante da
resposta inflamatoria aguda (HELLSTEINS; MAREK, 2019).

O diagnostico tardio contribui para o desenvolvimento das infeccbes
cronicas por Candida albicans (FARAH et al., 2010). No estado crbnico, a
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infeccdo é capaz de gerar alteracdes na estrutura celular da mucosa do
hospedeiro com o desenvolvimento da hiperplasia. Os sintomas podem ser
acompanhados por dor, sangramento, halitose, xerostomia (BAILLIE et al.,
2000; KHAN et al., 2010; RAMAGE et al., 2001; ZARNOWSKI et al.,2014).

A candidiase cronica € também frequentemente encontrada em
individuos que apresentam imunodeficiéncia humana adquirida (HIV) ou sao
portadores de protese dentaria (FARAH et al., 2010; VILA et al., 2018). Em
meédia 75% dos usuarios de protese dental desenvolvem candidiase cronica,
devido a méa higienizacdo, uso continuo, baixo fluxo salivar e os ajustes
incorretos das proteses dentérias que auxiliam o crescimento oportunista de
Candida albicans (GENDREAU; LOEWY, 2011). Além disso, o material acrilico
presentes na composicao de préteses dentarias torna-se um reservatério para
o desenvolvimento do biofilme que, por sua vez, provoca constante resposta
inflamatéria no local tornando a candidiase eritematosa em hiperplasica
(GENDREAU; LOEWY, 2011; VILA et al., 2018; WILLIAMS et al., 2000;).

Outros fatores associados podem gerar candidiase como o observado
em queilite angular que afeta os angulos ou comissuras da boca e apresenta
eritema, maceracao, fissuras e crostas. O desenvolvimento de queilite angular
esta associada a alta disseminac¢do ou autoinfecgcdo, sendo um local propicio
para infecgcdes bacterianas como as causadas por Staphylococcus aureus
(LOMBARDI; OUANOUNOU, 2020; MILLSORP et al., 2016; VILA et al., 2018).

A queilocandidiase esta associada a constante umidade da cavidade
oral, que pode ser gerada por produtos quimicos a base de petrolato como os
presentes em protetores bucais, lambedura crénica de labios ou acompanhada
pelo habito de chupar os dedos, 0s quais, resultam no desenvolvimento crénico
de candidiase com formacao de crostas e ulceracdes nos labios (LOMBARDI;
OUANOUNOU, 2020, VILA et al., 2018;)

A glossite rombo6ide mediana, também conhecida como glossite atrofica
apresenta-se como uma area central eliptica ou rombdide no dorso da lingua.
A condicdo é frequentemente associada ao uso frequente de inaladores de
esterodides ou tabagismo. Ja a sindrome de candidiase ocorre por processo de
reinfeccdo sendo comum em pacientes com debilidades imunoldgicas,

neoplasias que afetam a regido da cabeca e pescoco, baixa ou total auséncia
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de producéo salivar presente em pacientes com xerostomia, como pode ser
observado na Figura 5 (MILLSOP et al., 2016; LOMBARDI; OUANOUNOU,
2020, VILA et al., 2018;).

Figura 5. Manifestagdes clinicas da candidiase oral. (A) Candidiase orofaringea
caracterizada por placas brancas. (B) Candidiase pseudomembranosa em um individuo
positivo para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Mdltiplas placas brancas elevadas
coalescentes na mucosa palatina dura. (C) Estomatite protética, manifestando-se clinicamente
como candidiase eritematosa da mucosa palatina dura média em um usuério de protese parcial.
(D) Queilite angular apresentando-se como eritema bilateral e maceracdo dos angulos da boca.
Imagens clinicas de consentimento para pacientes que frequentam a Faculdade de
Odontologia da Universidade de Maryland.

Fonte: VILA et al., 2018.

1.2 Peptideos antimicrobianos
1.2.1 Peptideos de saliva humana

Na cavidade bucal o crescimento de Candida albicans assim como os
demais microrganismos pertencentes a microbiota oral, podem ser limitados. A
forca mastigatéria, descamacao tecidual, a correta higienizacdo bucal e,
principalmente, a produgdo salivar impedem a proliferacdo ou invasdo dos
microrganismos no tecido da mucosa oral nos individuos saudaveis
(HELMERHORST et al., 2006).
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A producdo salivar exercida pelas glandulas submandibulares,
parétidas e sublinguais secretam um fluido translicido capaz de lubrificar e
proteger a cavidade bucal (LAMKIN; OPPENHEIM, 1993). A saliva produzida
por essas glandulas pode desempenhar a funcdo tamponante, auxiliar na
limpeza dos dentes, dissolucao dos alimentos e, por meio das acdes bactericida
e fungicida promovida por peptideos antimicrobianos presentes naturalmente
na saliva, realiza a protecdo na cavidade bucal (ARWEILER; NETUSCHIL,
2016; FRANK; DOWD, 1999).

Os peptideos antimicrobianos tais como a lactoferrina, siliperoxidase,
mucinas, lisozima e a familia das histatinas atuam nas membranas ou em
organelas das células dos patégenos causando a morte celular e, por isso, sdo
responsaveis pela primeira linha de defesa nos individuos. Para Candida
albicans as atividades inibitérias sdo, majoritariamente, formadas pela familia
das histatinas (ARWEILER; NETUSCHIL, 2016).

1.2.2 Familia das histatinas

As histatinas sdo peptideos de cadeias pequenas, inferiores a 50
aminoacidos, sendo ricas em residuos de histidina e lisina que configuram as
cadeias polipeptidicas, o carater catidnico. As principais cadeias das histatinas
sdo compostas pelos peptideos histatina-1 (Hst-1), histatina-3 (Hst-3), os quais
sao clivados por enzimas proteoliticas gerando cadeias menores que variam
de histatinas 2, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 e 12, como pode ser observado na Figura
6 (KAVANAGH; DOWD, 2010; OPPENHEIM et al., 1988;).
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Familia das Sequéncias

histatinas

Histatina 1 DSpHEKRHHGYRRKHEKHHSHREFFYGDYGSNYLYDN

Histatina 3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHHRGYRSNYLYDN

Histatina 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
Fragmentos

presentes na saliva

Histatina 2 RKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN
Histatina 4 KFHEKHHSHRGYRSNYLYDN
Histatina 6 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYR
Histatina 7 RKFHEKHHSHRGY

Histatina 8 KFHEKHHSHRGY

Histatina 9 RKFHEKHHSHRGYR

Histatina 10 KFHEKHHSHRGYR

Histatina 11 KRHHGYKR

Histatina 12 KRHHGYK

Figura 6. Familia das histatinas e os fragmentos menores.
Fonte: KHURSHID et al., 2016.

Estas atividades proteoliticas podem ocorrer de forma intracelular e
extracelular. Em histatina-1 a clivagem d& origem a histatina-2, enquanto as
clivagens em histatina-3 geram as cadeias peptidicas de histatina 4 a 12. Nas
cadeias menores as enzimas proteoliticas exercem quebra das ligacdes
peptidicas até completa inativacdo e desestruturacdo dos peptideos
(KAVANAGH; DOWD, 2004; WANG, 2014).

A obtengdo das histatinas foi realizada inicialmente, por meio das
técnicas de extracao, purificacdo e identificacdo que permitiram obter histatina-
1, histatina-3 e histatina-5 (Hst-5) (WANG, 2014). No entanto, tais técnicas
podem gerar baixo rendimento e alto consumo de solventes.

Porém, o método de sintese de peptideo em fase sdlida (SPFS)
proposto por Merrifield (1963) permite a otimizacdo e obtencdo de peptideos
sintéticos de forma precisa. Através do meio reacional sédo realizadas
interacdes covalente na regido C-terminal de um aminoacido a um suporte

polimérico insolavel, os quais, realizam a iniciagdo das cadeias peptidicas. De
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forma distinta a sintese classica, a SPFS utiliza aminoacidos que apresentam
regibes protetoras que ficam livres no meio reacional. Para diminuir a
contaminacdo, sao adicionados somente 0 amino&cido presente na sequéncia
da cadeia, 0 que potencializa o0 processo sintético e permite o desenvolvimento
dos polipeptideos desejados. Para completa obtencéo da cadeia peptidica, ao
final do processo, sao realizadas clivagem permitindo a separagéo do peptideo
de interesse do suporte polimérico. Através do método de peptideo em fase
sélida é possivel obter peptideos catidbnicos como Histatina-5, os quais, podem
sem rapidamente degradados por atividade hidroliticas ou enzimatica

existentes nas técnicas de extracdo e purificagéo.

1.2.3 Atividade anticandida de Hst-5

As fungbes exercidas pelas histatinas Hst-1, Hst-3 e Hst-5 séo
diversificadas podendo variar de desintoxicacdo de elementos prejudiciais
presentes nos alimentos, inibicdo da desmineralizacdo do esmalte e,
especificamente histatina-1, auxilia na adesdo das células epiteliais
melhorando a capacidade de cicatrizagao tecidual. Por sua vez, as Histatina-3
e Histatina-5 (Hst-5) sdo caracterizadas quanto as atividades antifingicas em
Candida albicans (TORRES et al.,2018).

A Hst-5 proveniente de protedlise de Hst-3, apresenta maior
capacidade anticandida em comparacdo com Hst-3. Alguns mecanismos de
Hst-5 reportados na literatura indicam a disrupcdo das membranas das
mitocbndrias, geracdo de espécies reativas de oxigénio e efluxo de ATP, que
sao fatores que pode levar a morte celular de Candida albicans (SWIDERGALL;
ERNST, 2014, ZAMBOM et al., 2020).

Em altas concentracdes extracelulares de Hst-5 sdo gerados acumulos
na membrana dos blastoporos de Candida albicans e por meio de
transportadores, como as proteinas de choque térmico Ssa 1p/2p
independentes de ATP e Dur3 e Dur31l dependentes de ATP, o peptideo é
captado para meio citoplasmatico (MOCHON et al., 2008; PURI; EDGERTON,
2014).
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As acbes de Hst-5 no meio citoplasmatico séo diversificadas.
Swidergall e Ernst (2014), reportam que a Hst-5 possui um papel eficiente nos
blastosporos de Candida albicans, ao bloquear os canais transportadores de
potassio Trkl. Koshlukova e colaboradores (2000) sugeriram que Hst-5 atua
como antagonista das proteinas purinérgicas P2X existentes nas membranas
celulares de Candida albicans (DI VIRGILIO et al., 2001; ROBSON et al., 2006).

As proteinas purinérgicas funcionam como receptores ionotrépicos,
metabotropicos e realizam a mediacdo entre ATP intracelular e extracelular.
Hst-5 ao interagir de forma antagonista a estes receptores gera aumento do
efluxo de ATP e consequentemente desregulacdo das atividades metabdlicas
das células de Candida albicans levando a morte celular (KOSHLUKOVA et al.,
2000; SHARMA et al., 2021).

Ainda, Hst-5 pode induzir a formacao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) capaz de gerar citotoxicidade para células de Candida albicans que, por
consequéncia, induz a morte celular. Helmerhorst e colaboradores (2000),
apontou que os mecanismos da acdo de Hst-5 necessitam de mais estudos
para serem totalmente compreendidos. No entanto, foi possivel associar nas
analises Helmerhorst e colaboradores (2000) que em Candida albicans as ROS
mitocondriais sdo formadas através NADH: ubiquinona redutase (complexo 1) e
ubiquinol: citocromo ¢ redutase (complexo Ill) (KOSHLUKOVA et al., 2000).

Tais enzimas redutases sao capazes de liberar radicais livres e que
através da transferéncia de elétrons dos citocromos (b566 e b562), presentes
na cadeia respiratoria de Candida albicans, sdo neutralizados. Entretanto a
inibicdo dos citocromos leva ao acumulo de radicais livres que séo capazes de
reagir ao oxigénio (HELMERHORST et al., 2001; SHARMA et al., 2021)

Como resultado as espécies reativas de oxigénio geram estresse
oxidativo em proteinas quinases MAP quinase e no gene Hog 1, moléculas
responsaveis pelas sinalizacdes mitocondriais para transcricdo celular. Ainda,
0 estresse oxidativo em Hog 1 pode também gerar a fosforilagdo da molécula
induzindo a producéo de glicerol e consequentemente leva a morte celular. O
estresse em Hog 1 também € capaz de induzir as alteracdes morfogenéticas

que geram a filamentacdo e a formacdo de clamidésporos. Todos os
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mecanismos sdo observados na Figura 7 (ALONSO-MONGE et al., 2003;
MONGE et al, 2006).

Membrana celular

Citosol

< Histatina-Sz T hhly A .
éstatina-séa 1 /2>

ATP\

Figura 7. Modo de agédo do Hst 5 através de diferentes mecanismos. (1) Ligacao e captacéo
do Hstn 5; (1.1) Direcionamento de intracelulares componentes; (2) Efluxo do conteldo
intracelular; (3) morte celular mediada por ATP e mitocéndria; (3.1) Exsudacéo de ATP; (3.2)
Geracao de ROS; (4) A sinalizacdo MAPK induziu a morte celular.

Fonte: Adaptado, SHARMA et al., 2021.

Apesar dos mecanismos de acao de Hst-5 ainda ndo serem totalmente
elucidados, a compreensdo existente na literatura demonstrou que este
peptideo se torna um potencial candidato para aplicacdo terapéutica para
tratamento de candidiase (HELMERHORST et al, 2001; MOFFA et al., 2015)

Além disso, Hst-5 assume estruturas secundarias que diferem dos
peptideos antimicrobianos. De maneira geral, os peptideos antimicrobianos
apresentam estrutura secundaria em alfa hélice e sdo ativos nas membranas
dos patdgenos, porém Hst-5 apresenta dificuldade para estruturar em alfa
hélice em ambientes hidrofébicos, como o0s presentes nas membranas
celulares (SHARMA et al., 2021; SITU, 2000).

A propria interacdo de Hst-5 nas membranas das mitocéndrias ou
blastoconidios de C. albicans n&do resulta em lise celular ou despolarizacdo
macica dos fosfolipidios, 0 que torna possivel sua aplicacdo em formulacdes
lipidicas como os lipossomas (HELMERHORST et al, 2001).
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1.2.4 Histatina-5 e a veiculagéo a sistemas lipidicos

As veiculagbes de histatina-5 aos sistemas lipidicos, como
lipossomas, podem conferir seletividade ao peptideo, uma vez que o0s
lipossomas apresentam diferentes componentes e estruturas fosfolipidicas
capazes de gerar sensibilidade ou resisténcia as alteracdes de pH, interacdes
eletrostaticas e solubilidade diversificada, o que permite o desenvolvimento
de formula¢cBes norteadoras para liberacdo dos compostos ativos nos locais
de acéo.

Tal acdo permite que o0s lipossomas oferecam vantagens
farmacocinética e farmacodinamica, como o aumento da biodisponibilidade,
bloqueio do efeito de primeira passagem e inibicdo das acdes de enzimas
proteoliticas. Além disso, os lipossomas podem agir permeando os tecidos
das mucosas.

De fato, Hertog e colaboradores (2004) observaram em estudos com
histatina-5 e derivados de histatina-5 associados a lipossomas anidénicos que
0s peptideos foram capazes de translocar sobre a bicamada de fosfolipideos
sem a intervencao de sistemas de transportes dependentes de ATP. Zambom
e colaboradores (2019) relataram que o derivado de histatina-5 denominado
Owhst-5, preserva a atividade antifingica contra cepa ATCC 90028 de
Candida albicans, tornando-se um peptideo promissor para o combate da

candidiase oral.

1.3 Lipossoma associado ao peptideo
1.3.1 Estrutura lipossomal

Os lipossomas sédo formulacdes lipidicas, consistindo em camadas
unilamelares ou multilamelares, auto moldavel, envolta a um compartimento
central aquoso (HERBRECHT et al., 2020). Em virtude da presenca de
fosfolipidios em sua composi¢do, os lipossomas podem se agrupar em
bicamadas formando uma estrutura anfifilica mimética as membranas

celulares.
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A natureza anfifilica deste sistema permite que a cabeca hidrofilica do
fosfolipidio determine as propriedades de superficie dos lipossomas, enquanto
a cauda hidrofobica, interna a bicamada, determina a fluidez das membranas
lipossomais (AHMED et al., 2019). Tais, caracteristicas realizam interacdes
tanto com camada externa quanto com a regido central, enquanto as
substancias hidrofobicas realizam interag6es com os acidos graxos insaturados
e saturados presentes nas regibes hidrofébicas do fosfolipidio, como
consequéncia, diversos compostos podem ser encapsulados ou associados a
este sistema.

Ainda, diferentes das demais formas farmacéuticas, os lipossomas
possuem transi¢des de fase (Tc) em que passam de uma estrutura rigida para
uma estrutura fluida permitindo a liberacéo das substancias nos locais de acéo,
uma propriedade que também auxilia no aumento da eficiéncia de
encapsulacdo (AHMED et al., 2019).

Além da transicéo de fase, os lipossomas podem ser classificados de
acordo com carga superficial geradas pelos fosfolipideos, tamanho vesicular e
guantidade de camadas. Sendo divididos em neutro, positivo e negativo para
as cargas superficiais e unilamelares e multilamelares na formacéo de
vesiculas, 0s quais, sdo subdivididos em quatro categorias principais:
multilamelares  (MLV), vesiculas oligolamelares (OLV), vesiculas
multilamelares (MVV) e vesiculas unilamelares (ULV). Além disso, o ULV pode
ser dividido em grupos de vesiculas unilamelares gigantes (GUV), vesiculas
unilamelares grandes (LUV), vesiculas unilamelares médias (MUL) e vesiculas
unilamelares pequenos (SUV), com base no tamanho, como representado na
Figura 8. (NAKHAEI et al., 2021).
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Figura 8. Estrutura de bicamada lipidica e tipos de lipossomas: MLVs, MVVs, ULVs. Além
disso, os ULVs podem ser subclassificados como LUVs e SUVs.
Fonte: Adaptado de GOMEZ-HENS e FERNANDEZ-ROMERO, 2004.

1.3.2 Associacgéo e encapsulacao

A interiorizacdo dos principios ativos e bioativos devem estar em
adequacao as propriedades dos lipossomas, 0s quais variam de acordo com
tamanho, carga superficial, composi¢do fosfolipidica e numero de lamelas.
Essas caracteristicas modificaveis sdo essenciais para estabelecer 0 método
para a formacdo da estrutura e aplicagcdo desse sistema, assim como a
concentracdo dos agentes associados. No entanto, algumas alteracdes nas
propriedades podem gerar efeitos indesejados como agregacao,
desestabilizac&o, oxidacdo e baixa eficiéncia (AHMED et al., 2019).

Uma alternativa para evitar as implicacdes no sistema séo a associacao
do colesterol na composicdo lipossomal, o qual gera rigidez na estrutura
permitindo a estabilidade ao longo do tempo (ALLEN; CULLIS, 2013). As
interacOes eletrostaticas aos componentes proteicos podem ser outro fator
capaz de realizar a dissociagdo ao sistema. Para evitar esse processo,
emprega-se polietilenoglicol (PEG), um polimero que gera forcas repulsivas
suficientes para manter estavel os lipossomas em meio biolégico. Somada a
esta acdo, o PEG pode realizar ligacdo a moléculas direcionadoras,
composicdo capaz de conferir seletividade as nanoestruturas (HARRIS;
CHESS, 2003; SOPYAN et al., 2020).
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Dentre as caracteristicas dos lipossomas, a alta solubilidade em
membranas celulares e a baixa toxicidade faz com que haja a interacado aos
tecidos epiteliais tornando-se uma op¢do ao carreamento de farmacos
sintéticos, peptideos ou oligonucleotideos, compostos que podem exibir baixa
solubilidade, rapida degradacéo, diminuicdo de dose disponivel, entre demais
fatores (MADNI et al.,, 2014). Um exemplo, ocorre com anfotericina B, um
antifingico eficaz ao tratamento das infecgcbes micoticas, mas que possuem
alta toxicidade aos individuos. Entretanto, a anfotericina B ao ser encapsuladas
aos lipossomas denotam um perfil de seguranca viavel, sendo atualmente uma
opcéo terapéutica aos quadros graves de infeccao fungica (ADLER-MOORE;
PROFFITT, 2002).

1.3.3 Lipossomas associados a peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo extensivamente estudados
guanto ao potencial de aplicacéo terapéutico e capacidade de atuar em alvos
moleculares que diferem dos antimicrobianos sintéticos. Provenientes de
plantas, animais e microrganismos, 0s peptideos antimicrobianos séao
extremamente eficazes no controle de microrganismos patogénicos (LEI et al.,
2019).

No entanto, as aplicacbes orais dos peptideos para tratamentos de
patologias humanas levam a baixa disponibilidade, em virtude de enzimas
proteoliticas que clivam as ligacBes peptidicas das estruturas. A associacao
dos peptideos antimicrobianos com sistemas lipossomais, pode gerar protecao,
aumentar a estabilidade e disponibilidade dos AMPs. Para isso é necessario a
identificacdo de métodos de encapsulacao ou associacao.

Atualmente diferentes métodos podem ser atribuidos para a
encapsulacdo dos peptideos antimicrobianos, como: solvente evaporacéao,
spray-dry, emulsificacdo e polimerizacéo, salting out entre outros, os quais,
podem gerar a encapsulacdo parcial ou total da concentracdo dos peptideos
antimicrobianos. Ja para a associacao aos sistemas lipossomais, 0 método de
reidratacédo tem demonstrado alta eficacia. Nesta técnica os filmes lipidicos s&o

reidratados contendo os peptideos antimicrobianos em tampao, resultando em
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vesiculas multilamelares que posteriormente pode ser homogeneizada em
extrusoras ou sonicacao (BRANDELLI, 2012; YADAV et al,2011).

Outro método aplicado aos AMPs associados aos lipossomos é a
técnica de fase-reversa. Nesta técnica os peptideos antimicrobianos séo
misturados aos filmes lipidicos formando uma emulséo. Ao agitar manualmente
ou através de sonicagcdo sdo geradas micelas ja associadas aos peptideos.
Apds a secagem sdo geradas organogeis viscosos que sdo revertidos em
lipossomas com adicdo de agua ultrapura. Para fosfolipideos com carga
anibnica a utlizacdo desta técnica pode resultar em alta associacao
(BRANDELLI, 2012; SZOKA; PAPAHADJOPOULOQS, 1978).

1.3.4 Lipossomas e biofilmes microbianos

Biofilmes séo estruturas extracelulares compostas principalmente por
polissacarideos e também proteinas, lipideos, dgua e acidos nucléicos.
Diferentes estagios que levam a formacdo dessa estrutura sdo complexos e
multifatoriais e, quando produzidos, auxiliam na estabilidade e adesédo de
microrganismos, liberando células plancténicas na cavidade oral (JENKINSON;
LAMONT, 2005; O'TOOLE et al., 2000; RAMAGE et al., 2005).

A associacdo de agentes antifungicos a lipossomas auxilia sua
translocacdo nas barreiras dos biofilmes. Vera-Gonzalez e colaboradores
(2011) sugerem gque a anidulafungina foi capaz de penetrar o biofilme de
Candida albicans de forma superior do que comparada a anidulafungina livre.
Smistad e colaboradores (2011) observaram que lipossomas negativos
geraram adsorcao superior aos lipossomas neutros.

As andlises realizadas com Streptococcus oralis, Streptococcus
sanguis e Streptococcus salivarius apresentaram inibicdo da formacao do
biofilme através da acdo dos lipossomas catibnicos por meio da interacao
elestrostatica, enquanto que lipossomas anibnicos, através de ligagbes de

hidrogénio e repulséo elestréstatica (WANG, 2021).
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2. Objetivos

O objetivo central deste projeto consiste no desenvolvimento de
lipossomas, utilizando uma metodologia de evaporacdo em fase reversa, na
intencdo de aumentar a eficiéncia de encapsulag¢éo do peptideo OWhistatina-5,
um derivado de histatina-5, para que o0 sistema possa ser aplicado em
candidiase oral e formacao de biofilme por Candida albicans. Para alcancar tal
objetivo central, sdo propostos os objetivos especificos:

- Sintetizar o peptideo OWhst5 e hst-5 através da técnica de sintese em fase
sélida, utilizando a estratégia Fmoc;

- Purificar e caracterizar os peptideos sintetizados utilizando técnicas de
cromatografia liquida e espectroscopia de massas;

- Produzir lipossomas PEGuilados através do método de evaporagdo em fase
reversa;

- Caracterizar os sistemas lipossomais produzidos, na tentativa de identificar a
localizacé@o dos peptideos nos lipossomas;

- Avaliar a eficiéncia de incorporacdo dos peptideos nos lipossomas e a
estabilidade dos sistemas lipossomais produzidos;

- Realizar testes antifungicos para avaliacdo do potencial de acdo dos
peptideos sintetizados e dos sistemas lipossomais contra biofilme de Candida
albicans;

- Avaliagdo microscopica da morfologia das células de Candida albicans apés

contato com os sistemas lipossomais.

Para melhor visualizacdo das etapas a serem desenvolvidas neste

projeto, um fluxograma é apresentado abaixo:
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3 Material e métodos
3.1 Material

Reagentes: Resina Fmoc-tyr-wang da Novabiochem® (grau de
substituicdo: 0,43mmol/g), resina Fmoc-trp-wang da Novabiochem® grau de
substituicdo: 0,69 mmol/g), N-hidroxibenzotriazol (HOBt), todos 9-
fluorenilmetiloxicarbonil-aminoacidos (Fmoc-aminoacidos) em suas formas
adequadamente protegidas foram adquiridos da AAPPTec® (Louisville, KY,
EUA), N, N'-diisopropilcarbodiimida (DIC) foi adquirido da Sigma-Aldrich® (DIC,
>98%). Diclorometano (DCM) e cloroférmio grau HPLC foram adquiridos da
Exodo Cientifica®, dimetilformamida (DMF) foi adquirida da Merck®, &cido
trifluoroacético (TFA) e triisopropilsilano (TIS) foram adquiridos Sigma-
Aldrich®. Acido acético glacial e acetonitrila de grau HPLC (ACN) foram
adquiridos da Merck®. 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-(fosfo-rac-(1-glicerol))
(POPG,>99%) foi adquirido Sigma-Aldrich®, PEG 2000 foi adquirido Fluka® e
colesterol (Chol, >99% de pureza) foi adquirido da Avanti Polar Lipids, Inc
(Alabastro, AL, EUA). O microrganismo Candida albicans (ATCC 10231) foi
doado pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS —
Fundacdo Oswaldo Cruz Brasil). O Caldo Sabouraud Dextrose foi adquirido
pela Kasvi®. Concanavalina A conjugada com Tetrametilrodamina (555/580
nm) foi obtida de Molecular Probes. Calcofluor-white (423/443 nm) foi adquirido
pela Sigma-Aldrich®. Isocianato de fluoresceina adquirido de Sigma-Aldrich®.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese de peptideos

Para a sintese de histatina-5 e os derivados OWhistatina-5 (OWhst-5) e
histatina-5 (hst-5) foi empregado o método SPFS, sendo utilizada a estratégia
Fmoc/t-Bu onde o grupo base-labil 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc) € utilizado
como grupo protetor da regido a-aminica dos aminoacidos e o grupo terc-butil
(t-Bu), como protetores acido-labil das cadeias laterais dos aminoacidos
trifuncionais. A resina polimérica aplicada para sintese desse peptideo foi Wang

contendo o primeiro aminoacido da sequéncia (Tyr) ja acoplado, o qual permitiu
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o desenvolvimento inicial da sintese de OWhst-5 e hst-5 e, para a sintese de
OWhst-5, o aminoécido triptofano (Trp) foi acoplado na extremidade amino-
terminal com o intuito de acrescentar uma sonda fluorescente ao peptideo,
permitindo estudos posteriores. A desprotecdo dos grupos alfa-aminicos foi
realizada através da solucao de 4-metilpiperidina a 20% (v/v) em dimetilformida
(DMF) por 15 minutos. Ja os agentes de condensacdo foram N,N'-
diisopropilcarbodiimida (DIC) e 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), sendo
responsaveis pelo acoplamento de cada aminoacido. Para completa reacao e
formacdo da ligacao peptidica foi necessario um processo reacional de 2 horas
e na tentativa de obter um bom rendimento aplicou-se trés vezes 0 excesso
molar dos reagentes DIC, HOBt e Fmoc-aminoé&cido, como pode ser observado
na Figura 9.

Para o acompanhamento dos acoplamentos dos residuos foi realizado
0 teste de ninhidrina proposto por Kaiser e colaboradores (1970) no qual
permitiu detectar grupo alfa-amino livre. Os grupos N-terminal livres ao interagir
com duas moléculas de ninhidrina gerou uma coloracao violeta na solucdo
indicando um acoplamento incompleto dos residuos. Na auséncia de grupos N-
terminal livres, o ensaio de ninhidrina indicou a coloracdo amarela, o que foi
possivel concluir que a reacdo de acoplamento do residuo ocorreu de forma

completa formando a sequéncia peptidica.

Desprotegdo

(/*'-\/©~/O\@\/Tvr-Fmoc—» (20%) ~—— '\/\@JO\@VM_NHZ
4-metil-piperidina/DMF l

Desprotegdo -
(20%) ~+—— Fmoc- le‘Tvr\@o@’ ~ DIYHOBT acoplamento

4-metil-piperidina/DMF Gly-Fmoc

J Apds
acoplamento de

(_@JO\@VTVF‘GIV'NHZ ceov todos  ----» ( \/@\/O\@\/TW-GW-...-W-NHf

aminoacidos l
Clivagem

Figura 9. Esquema da sintese de peptideos em fase sélida (SPFS)
Fonte: Propria autora, 2021.
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3.2.2 Clivagem de peptideos.

Apébs a sintese da cadeia peptidica o grupo alfa-carboxilico ligado a
resina deve ser clivado e, para isso, adiciona-se uma solucdo &cida
responsavel pelo rompimento entre a cadeia peptidica e a resina polimérica,
bem como pela desprotecao das cadeias laterais dos amino&cidos trifuncionais.
Em conjunto, supressores de reagles colaterais, realizam o sequestro dos
protetores liberados em solucdo. Para clivagem de OWhst-5 e hst-5 foi
adicionado 95% (v/v) de acido trifluroacético (TFA), 2,5% (v/v) de agua
deionizada, 2,5 % (v/v) triisopropilsilano (TIS), na propor¢ao de 2 mL por cada
100 mg de peptidil-resina, durante um periodo de 3 horas a 25 °C.

Posteriormente, para remocao dos produtos de clivagem, o contetdo
foi lavado com éter etilico gelado e centrifugado (3 vezes, consecutivamente),
0 que permitiu a precipitacdo do peptideo bruto. O excesso de éter existente
apos as lavagens foi removido em temperatura ambiente préximo a 26 °C,
sendo posteriormente o contetido seco em dessecador sob vacuo, por periodo
de 24 horas. Apds completa remocéo de éter foram adicionados aos peptideos
uma solucdo aquosa de acido acético a 10%, o qual, permitiu a solubilizacéo
do peptideo e completa remocdo de resina por meio de filtracdo. Para
concentracdo do peptideo em solucao foi realizada a rotaevaporacao a 55 °C
por 40 minutos com remocao do acido acético e posteriormente liofilizacdo em
um periodo de 48 horas, obtendo ao final do processo um contetdo em poé
branco, que é denominado peptideo bruto.

3.2.3 Purificacdo e caracterizacao de peptideos

O material floculoso obtido (peptideo bruto) apds a liofilizacdo foi
submetido ao processo de purificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em modo semi-preparativo, com uma coluna de fase reversa
Zorbax Eclipse XDB C18 (9,4 x 250 mm e 5 um). A analise qualitativa foi
realizada em modo analitico utilizando um cromatégrafo Shimadzu LC-10A/C-
47A acoplado a um detector de UV/Vis Shimadzu LC-10A/C-47A, com uma
coluna Waters Symmetry C18 (2,1 x 150 mm e 5um).
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Para o método de purificacéo utilizou-se para método semi preparativo
TFA a 0,045% diluido em agua ultrapura e TFA a 0,036% diluido em acetonitrila
e uma proporcao de 3:1, por 90 minutos com fluxo mantido 5 mL por minuto
onde foi executada a coleta dos compostos. Para purificacdo dos compostos
coletados foi utilizado método analitico contendo TFA a 0,045% diluido em
agua ultrapura e TFA a 0,036% diluido em acetonitrila em uma variagdo de 5-
35% de TFA em acetonitrila com periodo total de analise de 30 minutos e fluxo

de 0,6 mL por minutos. Como demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Método de purificacdo do peptideo OW histatina-5.

Modo semi preparativo Modo analitico
Solvente A 0,045% TFA em H20 0,045% TFA em H20
Solvente B 0,036% TFA em ACN 0,036% TFA em ACN
Modo de eluicéo 0,33% de solvente B 5-35% de solvente B em
em 90 minutos 30 minutos
Fluxo 5 mL mint? 0,6 mL min-t
Deteccgao (A) 220 nm 220 nm

Fonte: Propria autora, 2020.

Apos o procedimento de purificacdo, a caracterizacdo do peptideo foi
feita por meio de espectrometria de massas. As andlises foram realizadas em
modo eletrospray positivo (ESI-MS*) por injecdo direta das amostras do
peptideo puro em um espectrémetro de massas do tipo lon Trap Amazon SL,
da marca Brucker®. Os valores de massa molecular experimental foram
comparados com os valores tedricos calculados previamente para o peptideo

de acordo com sua sequéncia de aminoacidos.

3.2.4 Quantificacdo do peptideo

A quantificacao dos peptideos é essencial para as analises de atividade
quimica e bioldgicas, permitindo de forma direta ou indireta determinar a
concentracdo dessas macromoléculas de origem proteica. Entre os testes de
alta precisdo encontra-se a analise de absorcdo no UV-VIS, um método que

confere especificidade aos peptideos, visto que somente ocorrem na presenca
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dos aminoécidos triptofano e tirosina, 0os quais conseguem absorver energia
em um comprimento de onda de 280 nm.

Para padronizagao da concentracdo molar dos derivados foi realizada
a curva-padrdao somente do peptideo OWhst-5, ja aplicado e estudado por
Zambom e colaboradores (2019). Para hst-5 utilizou-se o calculo de
absortividade molar expresso pela equacdo de Lambert-Beer (1870)
determinada pela Equacéo 1.

Abs = E.b.c (D

Em que Abs corresponde absorbancia; € expressa o coeficiente de
absortividade molar (L.mol-1.cm™); b (cm) a distancia percorrida pela luz
quando incide na cubeta contendo amostra até o momento excedente e ¢
(mol.LY) determinado pela concentracdo molar da substancia em anélise.
Sendo utilizado para as analises o espectrofotdmetro UV-1601PC-Shimadzu.

Para o desenvolvimento da curva analitica de OWhst-5 foram utilizadas
As concentracfes do peptideo solubilizadas em tampao Tris-HCI 10 mM, pH
7,4 foram 117; 100; 90; 80; 70; 60; 50; 40; 30; 20 e 10 uM, ja as concentracdes
realizadas do peptideo em metanol com grau de pureza 99,9% foram 125;
112,5; 100; 87,5; 75; 62,5; 50; 37,5; 25; 12,5 uM (ZAMBOM et al., 2019).

3.2.5 Anélise fluorescéncia

Os peptideos OWhst-5 e hst-5 tem como o diferencial a adicdo de
triptofano, um aminoacido de cadeia lateral aromética capaz de conferir
fluorescéncia ao peptideo. Este fenbmeno € observado quando um elétron
passa do estado de maior energia denominada, singleto excitado (S1) para o
estagio de menor energia (So) e ao realizar esse processo sao emitidos fotons,

como os representados na Figura 10.
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Figura 10. Diagrama de Jabloski para fluorescéncia.
Fonte: Adaptado ISLER, 2018.

Em proteinas e peptideos, os residuos de cadeias laterais aromaticas
presentes em tirosina, triptofano e fenilalanina s&o potenciais para emissao de
fluorescéncia, sendo ideais para identificacdo e quantificacdo das moléculas
proteicas em baixa concentracdo como realizado em 0Whst-5.

Para estudos de fluorescéncia envolvendo o peptideo OWhst-5, foi
utilizado o espectrofluorimetro modelo Varian® Cary Eclipse em comprimento
de absorcdo de 280 nm e emissao de 360 nm. As padronizacdes das curvas
analiticas foram analisadas somente para OWhst-5 devido ao peso molecular e
compatibilidade nos valores de absorvididade molar, como pode ser observado
na Figura 11. Assim, para OWhst-5 foram realizadas as curvas em tampé&o Tris-
HCI 10mM, pH 7,4 e metanol em um gradiente de 99,9% As concentracdes de
peptideo utilizadas em tampéao Tris-HCI foram de 1; 2; 3; 4; 5; 6 uM. Para o
metanol foi utilizada as concentragdes 1,25; 2,5; 3,75; 5; 6 UM (ZAMBOM et al.,

2019).

Sequéncia DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
peptidica histatina-5

Nimero de  Peso molecular  Absortividade  Carga em Ponto Solubilidade
residuos (g/moL) M- cm-? pH 7 isolétrico em agua

24 3036,3 2560 57 pH 10,79 Alta

Sequéncia WDSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYW
peptidica OWhistatina-5

Numero de  Peso molecular  Absortividade Carga em Ponto Solubilidade
residuos (g/moL) M-l cm-? pH 7 isolétrico em agua
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25 3222,5 8250 5,7 pH 10,78 Alta
Figura 11. Sequéncia de aminoacidos da estrutura priméria de histatina-5 e derivados apés
adicao de triptofano.

Fonte: Prépria autora, 2022.

3.3 Avaliacéo da atividade antifungica dos peptideos livres

3.3.1 Preparo dos in6culos para ensaio

Para os ensaios microbioldgicos, foi inoculado a cepa de Candida
albicans ATCC 10231 obtidas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS), Fiocruz. Para reativacdo das cepas foi utilizado 6 mL de
caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi®) estéril, no qual, cada cepa foi inoculada,
crescida separadamente em tubos de vidros de 15 cm e incubadas em estufa,
a 37°C de 18 a 24 horas. Posteriormente os inéculos foram plagueados e
crescidos em agar Sabouraud Dextrose (Kasvi®) e incubados a 37°C por 48
horas. Por fim, a cultura-estoque obtida foi armazenada em geladeira, a 4°C

por um periodo de 2 meses.

3.3.2 Metodologia de microdiluicdo em caldo para determinacdo da

Concentracgao Inibitoria Minima (CIM)

A concentragdo inibitoria minima (CIM) permitiu identificar a
sensibilidade dos microrganismos em contato com agente antimicrobiano. Para
Candida albicans foi utilizado o protocolo recomendado pela Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI (Reference Method For Broth Dilution
Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard — Third Edition
Wayne-Penn: CLSI; M27-A3; 2008).

As cepas provenientes do estoque foram semeadas em caldo
Sabouraud Dextrose (Kasvi®) estéril e incubadas a 37°C por um periodo de 18
- 24 horas. Apo0s esse periodo, uma pequena aliquota referente a uma alca de
platina, de 5 cm por 0,5 mm, do in6culo foi transferida para caldo Sabouraud
Dextrose (Kasvi®) estéril, de modo a de obter uma suspensdao de

microrganismos com densidade otica (DO), a 530 nm, entre 0,10 e 0,15.
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Valores referentes a escala 0,5 de McFarland, o qual indicou uma concentracao
aproximada de 1x108 UFC/mL.

Apés a reativacdo das cepas e mensuragdo da DO foi realizado a
primeira diluicdo, em tubo de vidro de 15 cm contendo 9900 puL do meio de
cultivo caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi®) estéril foi adicionado 100 pL dos
indculos. Seguindo para uma nova diluicdo, no qual, foi transferindo 1 mL dos
indculos para tubos de 50 mL esterilizado, contendo 19 mL de caldo Sabouraud
Dextrose (Kasvi®), apos duas diluicbes os inOdculos encontravam-se em uma
concentracdo 1x10® UFC/mL, quantidade ideal para execugdo do ensaio
antimicrobiano.

Para analise da atividade antimicrobiana de OWhst-5 foram utilizadas
duas placas de 96 pocos contendo 12 colunas. Na primeira coluna até a décima
primeira coluna foi realizado o preenchimento dos po¢os com 100 uL do caldo
Sabouraud Dextrose (Kasvi®) estéril, jA na décima segunda coluna foi
adicionado 200 uL do meio do cultivo. A partir do meio de cultura presente nas
placas foi aplicado a primeira coluna o peptideo OWhst-5 em uma concentracao
inicial de 4,12 ug/mL, em uma segunda placa foi adicionado a primeira coluna
o fluconazol na concentracao inicial de 256 pg/mL. Em seguida foi procedido a
diluicdo seriada até a décima primeira coluna e ao término das diluicées foi
inoculado a cepa em analise (ATCC 10231) em volume de 100 pL com
concentragdo inicial de 1x10% UFC/mL.

As placas, entdo, foram incubadas a 37°C por 48 horas, apés este
periodo as placas foram analisadas em espectrofotbmetro de microplaca
(BioteK Epoch®) em um comprimento de onda de 595nm sendo as andlises

realizadas em sextuplicata.

3.4 Desenvolvimento das formulacdes

3.4.1 Preparo dos lipossomas

Os lipossomas foram constituidos por polietilenoglicol 2000 (PEG), 1-

palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-1-glicerol (POPG), colesterol,

utilizando-se duas formulacdes com diferentes composicoes e proporgoes.
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Inicialmente, os constituintes foram solubilizados em cloroférmio, o PEG2000

solubilizado em 10 mL e o colesterol, POPG solubilizado em 2 mL, formando

os filmes lipidicos, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Constituintes dos sistemas lipossomais.

Formulation POPGP PEG2000¢ Chol¢
(mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
PP 0.06 1.6 -
PPC 0.06 15 0.13

Observacéo: 2PP e 28PPC corresponde respectivamente as formulacgées lipossomais
preparadas e associadas a 0Whst-5, 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-phospho-rac-1-glicerol;
I; °polietileneglicol volume 2000; dcolesterol.

Fonte: Prépria autora, 2020

A construcéo das formulagdes seguiu os passos de A a F, os quais estao

ilustrados na Figura 12.

A.

Foram coletados 920 ul de PEG 2000 e 80 pl POPG para formacéo de
PP e 885 de PEG 2000, 80 pl de POPG e 35 pl de colesterol para
constituicio de PPC, sendo posteriormente depositados o0s
respectivos volumes em um tubo de vidros de 5 mL.

Em seguida foi adicionado 500 L solu¢do tamponada com Tris HCI
10mM, pH 7,4, contendo o peptideo OWhst-5 em concentracdo de 100
MM correspondente a 0,322 pug/mL e, para controle, foram produzidos
também lipossomas “branco”, contendo somente solucéo tampao Tris
HCI 10 mM em pH 7,4.

A mistura foi agitada manualmente com a formacdo de suspensao
branca.

Simultaneamente a agitacao foi realizado a evaporagéo dos solventes
sob fluxo de géas nitrogénio (N2) até a completa secagem do material.

Apoés a secagem foram formados os micélios nas paredes laterais dos
tubos.

Por fim, foi adicionado agua 1 mL de agua ultrapura sob agitacao para

formacao das vesiculas lipossomais
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Figura 12. Esquema representativo da formacéo de lipossomas (PP) associado ao peptideo
OWhst-5 pelo método de evaporagédo em fase reversa.

Fonte: Propria autora, 2021.

3.4.2 Extrusao

Os lipossomos foram preparados de acordo com metodologia de
evaporacao em fase reversa, método no qual as micelas sdo associadas aos
ativos para posterior formacdo dos lipossomas, 0 que proporciona maior
interacdo com o peptideo. Esta técnica pode gerar lipossomas multilamelares
(MLVs) com diametro que médio proximo a 400 nm (MERTINS, 2004,
RODRIGUEZ, 2003). No entanto, vesiculas multilamelares acarretam em
heterogeneidade no sistema. Assim, para minimizar este efeito foi utilizado o
procedimento de extrusdo com a utilizacdo de membrana de policarbonato com

poros de 400 nm realizando 8 ciclos de extrusao, no qual, pode homogeneizar
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0 sistema evitando a alteracdo no tamanho médio com formacao de vesiculas

unilameres (ULVS).
3.5 Caracterizacdo morfoldgica e estabilidade
3.5.1 Caracterizacgdao fisica dos lipossomas

Os lipossomas em solucédo apresentam movimentos brownianos, 0s
quais podem ser medidos e caracterizados através do espalhamento dinamico
de luz (Dinamic Light Scattering-DLS). Esta técnica, por meio da emisséo de
um comprimento de luz especifico, € capaz de mensurar os tamanhos
hidrodindmicos dos sistemas, 0s quais, apds extrusdo encontravam-se
monodispersos, gerando dados estabelecidos pela Lei de Strokes-Einstein

determinado pela Equacéo 2.
T

d=k (2)

. T
3.ty (q—z)

Onde, d corresponde ao diametro médio da vesicula; K sendo a constante de
Boltzmann; T a temperatura termodinamica; n a viscosidade do meio em Pa's;
I taxa de decaimento em 1/s e g equivalente ao vetor dispersdo em m-

calculado pela Equacéao 3.

q= MT'n .sin sin (g) (3)

Em que o valor de g corresponde ao vetor de dispersdo em m; n referente ao
indice de refracdo do meio de dispersdo (adimensional); @ o angulo de
espalhamento em rad e A referente ao comprimento de onda em m.

Outra relagdo obtida através do espalhamento de luz dinamica foi o
calculo do potencial zeta, medida utilizada para avaliar a estabilidade das
formulacdes, determinada pela mobilidade eletroforética, o qual, foi gerado por
meio do campo elétrico, € mensurada pela equacéo de Henry representada
pela Equacéo 4.

we = [2.€.¢.f(ka)]/ 3n 4)
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Sendo pe condizente a mobilidade eletroforética; € constante dielétrica; ¢
corresponde ao potencial zeta; f (ka) sendo a funcdo de Henry e n referente a
viscosidade.

O espalhamento de luz dinAmica gerou simultaneamente a medicao
do tamanho médio hidrodinamico e o indice de polidispersao. O indice de
polidispersao foi obtido através do parametro calculado a partir de analise da
funcéo de autocorrelacdo da intensidade da dispersdo da luz, obtido através

da Equacéao 5.

p (k) = E[(Xt - WXt +k—w]/o®> (5

Em que E é dado pelo valor médio; k € o deslocamento no tempo (s) e o%a
variavel do deslocamento. Esta analise permitiu identificar se as formulacdes
(PP e PPC) somente com tampao e associado ao peptideo estavam um
sistema de monodisperso ou polidisperso e realizar o acompanhamento de
estabilidade.

As associacdes de peptideos aos lipossomas podem gerar interacdes
intermoleculares que acarretam agregacao e desestabilizacdo das estruturas
fosfolipidicas, fator que pode impedir a liberacdo do peptideo. Assim, apds a
formacdo e associacédo de OWhst-5, os lipossomas foram analisados quanto ao
tamanho médio vesicular, potencial zeta e indice de polidispersividade em
equipamento ZetaSizer Nano NS, Malvern Instruments UK, com fonte high
power laser, 50mW, 532 nm. Cada suspensdo de lipossomas, vazios ou
incorporados com os peptideos, foram lidas em triplicata a 25°C, e o0s

resultados estdo expressos como média + desvio padrao.
3.5.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissao foi utilizada para analisar a
estrutura e morfologia dos lipossomas. O lipossoma foi diluido numa solucao

tamponada com Tris HCI 10 mM, pH 7,4 numa proporgao de 1:1. Apos isso,

uma aliquota de 20 pL de cada amostra (lipossomas vazios e contendo
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peptideo) foi carregada em uma grade de cobre revestida com filme de carbono
e deixada em repouso por 10 min, seguida da remocao do excesso de amostra
com papel de filtro. As grades carregadas de amostra foram coradas usando
uma gota de solucdo contendo 1% de acetato de uranila (p/v) em agua. Apoés 2
min, o excesso de liquido foi removido e a amostra foi seca a temperatura
ambiente. As imagens foram adquiridas usando um microscoépio eletrénico de
transmissdo JEOL 100CX (Jeol USA, Inc, Peabody, MA, EUA) operando em

uma voltagem de aceleracéao de 100 kV.

3.5.3 Eficiéncia de encapsulacdo

Os lipossomas produzidos pela técnica de fase reversa foram
centrifugados em microtubos Amicon® Ultra de 500 uL, com cut-off de 30 kDa
a uma rotacéo de 140009 e temperatura de 4°C por 15 minutos, para separacao
de peptideos ndo associados nos lipossomas. Para a quantificacao do peptideo
associado, 1 mL de cada formulacdo contendo o peptideo (PP-OWhst-5 e PPC-
OWhst-5) foi centrifugada. Os conteudos retidos nos filtros foram vertidos em
microtubos e centrifugados a 1000g a uma temperatura de 4°C por 15 minutos.
O mesmo procedimento foi feito com os lipossomas branco (PP-T e PPC-T).

Em seguida as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
liofilizadas por 24 horas. Apos liofilizacdo, foram acrescentados 3 mL de
metanol em cada amostra, com intengc&o de romper os lipossomas e liberar seu
conteldo interno. Uma aliquota dessa solucdo foi analisada em
espectrofluorimetro com excitacdo de 280 nm e emissdao em 360 nm para
quantificacdo do peptideo encapsulado. Uma vez determinada a concentracao
do peptideo encapsulado, a eficiéncia de encapsulacao foi calculada conforme
a Equacéo 6, em que o valor do lipossoma contendo peptideo foi subtraido do
valor lipossoma branco, seguindo para Equacao 7, onde a quantia de peptideo
inicial foi subtraida da quantia observada em espectrofluorimetro e dividida pela
qguantidade inicial sendo o valor total multiplicado por 100 para obtencdo da
porcentagem de eficiéncia, de acordo com método de (Adaptado SANCHES et
al., 2021).
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Emissao real = lipossoma associado — lipossoma tampio (6)

EE (%) = Total Adicionado — Total Associado 100 ;
07~ Total adicionado x ™)

3.5.4 Estudo de estabilidade

Os sistemas lipossomais podem sofrer processos de alteracdo de pH,
que pode promover um efeito de diminuicdo da eficiéncia da encapsulacéao
devido a degradacdo dos fosfolipidios, os quais, realizam o0s processos
hidroliticos, oxidacdo, além de liberar radicais livres através das ligacbes
insaturadas. A alteracdo dos fosfolipidios acarreta a desestruturacdo nas
bicamadas lipidicas e desfuncionalizacdo dos lipossomas (AKBARZADEH et
al., 2013). Por isso, foi acompanhado a estabilidade das formulacbes (PP e
PPC) armazenadas a 4°C, por um periodo de 70 dias, analisado o tamanho
vesicular médio, potencial zeta e o indice de polidispersdo no 1°, 14°, 28°, 42°
e 70° dia, através do método de espalhamento de luz dinamico pelo
equipamento ZetaSizer Nano NS, Malvern Instruments UK, com fonte de high

power laser, 50mwW, 532 nmm.

3.5.5 Variacdo de pH

Na cavidade bucal os biofilmes orais gerados por Candida albicans
apresentam pH acido que podem variar de pH 6,5 a pH 5,5. Em contraste, os
biofilmes mistos gerados por bactérias e fungos podem apresentar acidificado
em pH 4,5 a 4,7 o que contribui para remocdo do esmalte do dente e
desenvolvimento de processo cariogénico. Assim, para avaliar a estabilidade
dos sistemas em meio acido, foram realizadas analises morfolégicas por
espalhamento de luz dindmico pelo equipamento ZetaSizer Nano NS, Malvern
Instruments UK, com fonte de high power laser, 50mW, 532 nmm em meio
acido pH 5,5 e pH 4,5 analisando somente a carga superficial e tamanho

vesicular médio.
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3.5.6 Variacdo de temperatura (Calorimetro diferencial de varredura)

Os lipossomas, assim como as membranas celulares, possuem
movimentos fluidos organizados pelos fosfolipidios que variam da fase gel para
a fase liquido-cristalina. Essas altera¢des ocorrem devido as ligacdes carbono-
carbono e geram estruturas trans e cis. Na fase liquido cristalina, todas as
configuracbes estdo em cis e, na fase gel, todas as configuragbes estdo em
trans. No entanto, a associacao e interagdes com diferentes moléculas como
colesterol, proteinas, peptideos e polimeros podem alterar a temperatura de
transicao de fase. No atual trabalho, o fosfolipidio (POPG) possui transi¢ao de
fase em -2°C. Porém, 70% da composicao do lipossoma é relativa ao polimero
PEG2000. Assim, para avaliar as alteracdes exercidas pela adicdo do polimero,
foi feita andlise da calorimetria dos sistemas lipossomais vazios e associados
ao peptideo OWhst-5 em modelo Nanodsc com varredura de 0 a 100°C. As
analises foram realizadas utilizando um calorimetro de varrimento diferencial
para nanoparticulas capaz de medir a temperatura de transicdo térmica
(temperatura de fusdo; Tm) e a energia necessaria para romper as interacdes

de estabilizacdo da estrutura terciaria (entalpia; AH) de proteinas e peptideos.

3.5.7 Dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular (CD) foram conduzidos usando um
espectropolarimetro J-815 (JASCO) a 25°C. Os espectros na regiao do UV
distante (200-280 nm) foram determinados em uma célula de quartzo com
comprimento de caminho 6tico de 0,1 cm com purga de gas nitrogénio, largura
de banda de 1 nm e tempo de resposta de 1 segundo. Todas as amostras foram

filtradas através de uma membrana de 0,22 um para evitar alteracdes na leitura.
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3.6 Andlise microbiolégica dos sistemas associados ao peptideo

selecionado OWhst-5

3.6.1 Curva de crescimento microbiano e cinética de morte celular

Em sistemas que apresentam parametros controlados de temperatura,
pH, concentracdo de nutrientes, dentre outros, 0s microrganismos apresentam
padrées de crescimento que podem ser determinados por uma curva de
crescimento, a qual pode ser dividida em quatro fases distintas: i) fase Lag,
periodo em que o0 microrganismo se adapta ao ambiente; ii) fase Log,
determinada pelo crescimento populacional exponencial, absor¢do de
nutrientes e divisdo celular; iii) fase estacionaria, compreendida pela auséncia
de proliferacdo celular e liberacdo de metabdlitos secundarios; iv) fase de
declinio, periodo determinado pela morte celular. A representacdo esquematica
de cada uma das fases de crescimento dos microrganismos pode ser
observada na Figura 13.

A curva de crescimento pode determinar e gerar dados quanto ao
periodo de crescimento, consumo de nutrientes, liberacdo de metabdlitos, pH,
temperatura ideal entre outros fatores que variam de intrinsecos e extrinsecos.
Devido a esse crescimento controlado € possivel inferir o0 comportamento e
atividade dos antimicrobianos conforme o tempo do microrganismo gerando

dados de cinética de morte celular (Time Kill).

Fase estaciondria

Ne¢. UFC.mL-1

Fase de declinio

Log

Lag

0 T(h)

Figura 13. Representa¢éo do crescimento microbiano em um sistema controlado.
Fonte: Adaptado de MADIGAN et al., 2021.
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Para andlise de cinética de morte celular, foi encapsulado 100 uM do
peptideo OWhst-5 nas formulacbes PP e PPC. Posteriormente foram
preparados os inéculos de acordo com método CLSI (Reference Method For
Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard —
Third Edition Wayne-Penn: CLSI; M27-A3; 2008), utilizando para o ensaio a
cepa de C. albicans resistente ao fluconazol (ATCC 10231).

Em pocos separados de uma placa de 24 pocos foram adicionados 1
mL das formula¢des ndo associadas e associadas ao peptideo (PP-T, PPC-T,
PP-OW, PPC- OW) e, posteriormente, foi adicionado 250 pL do inéculo a 1x10°
UFC/mL, sendo incubado a 35°C por 48 horas. Nos tempos 1, 6 e 24 horas uma
aliquota de 50 pL foi retirada de cada poco e diluida serialmente em 10
microtubos de 2,0 mL contendo 450 pL de solucao salina. Uma aliquota de 30
ul foi retirada de cada microtubo e espalhada em placas contendo meio agar
Sabouraud Dextrose estéril e, posteriormente, foram incubadas a 37°C por 48
horas. ApGs esse periodo foi realizado a contagem das unidades formadoras
de colénia (UFCs), sendo realizado em duplicata (KLEPSER, 1998).

3.7. Atividades microbiol6gicas do sistema (PP) mais eficiente

3.7.1 Ensaio de morte celular

O ensaio de morte de C. albicans foi realizado para determinar a
atividade inibitéria dos lipossomas associados ao peptideo 0Whst-5 em relacéo
a cepa ATCC 10231 em uma concentragdo fungica de 1x10” UFC/mL. Para
isso foi preparada uma pequena aliquota referente a uma al¢a de platina, de 5
cm por 0,5 mm do inéculo, recolhido e crescido em uma placa de agar
Sabouraud Dextrose estéril, posteriormente a aliquota foi transferida para
solugéo PBS (NaCl 100 mM, HzNaPO4 100 mM, pH 7,2) estéril.

Posteriormente foi realizada a quantificagdo por densidade ética em um
comprimento de onda de 620 nm, a qual ajustada para 0,3 com adicdo de
solucéo salina, o que corresponde a uma concentracao final equivalente de 1
x 107 UFC/mL (Adaptado de MOFFA et al., 2015).
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Na sequéncia, uma aliquota de 100 pyL da suspensao de células foi
adicionada a 100 pyL do lipossoma associado ao peptideo OWhst-5 em
concentracéo de 0,320 pg/mL somente tampéao tris-HCL 10mM, pH 7,4, ou
contendo fluconazol a uma concentracdo de 256 pg/mL, utilizado como
controle. As misturas foram transferidas para uma placa de 96 pocos por um
periodo de 90 minutos a 30°C. Posteriormente uma aliquota de 50 pL dos pogos
selecionados foram diluidas dez vezes e serialmente em microtubos de 2 mL
contendo 450 pL de solugédo PBS, pH 7,2. Em seguida, 50 uL de cada diluigao
foram semeadas em SDA e incubadas a 37°C por 48 horas (Adaptado;
HELMERHOST, 2006; MOFFA et al., 2015; Xu et al., 1991).

A viabilidade celular em cada concentragao foi avaliada pela contagem
do nimero de unidades formadoras de coldnias por mL (UFC.mL™), segundo a
férmula: UFC/ml = nimero de colénias x10 n/q. Nessa formula, n é o valor
absoluto da diluicdo escolhida (de 0 a 10) e g é a quantidade, em mL, colocada

de cada diluicdo nas placas. Este experimento foi realizado em duplicata.

3.7.2 Preparo do in6culo para formacédo do biofilme e para ensaio de

viabilidade celular

Para avaliar a atividade do sistema frente ao biofilme, foi utilizado o
microrganismo C. albicans (ATCC 10231), o qual foi semeado em meio de
cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) estéril, a 37°C por 48 horas. Em
seguida, duas al¢cadas, referente a uma al¢a de platina de 5 cm por 0,5 mm, da
levedura recém cultivada foram transferidas para solugdo PBS (NaCl 100 mM,
H2NaPO4 100 mM, pH 7,2) estéril. A espécie cultivada foi centrifugada a 5.000
X g por 5 minutos e lavada duas vezes com solucdo PBS e agitada por 15
segundos. As ceélulas de C. albicans foram, entdo, ressuspensas em RPMI-
1640 tamponado com HEPES pH 7,0. As densidades 6pticas da suspenséao de
C. albicans foram padronizadas para 0,3 em um comprimento de onda de 620
nm concentracdo de 1x10’ UFC/mL comprimento de onda de 620 nm foi

ajustada para 0,3, para os testes de células planctonicas e de biofilmes.
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3.7.3 Formacéo do biofilme de C. albicans

Para formacéo do biofilme de C. albicans, um volume de 200 uL do
meio de cultura contendo células flungicas na concentracdo de 1x107
células.mL* suplementados com meio RPMI-1640 tamponado com HEPES pH
7,0 foram adicionados a cada poco e incubados a 30 °C em um agitador orbital
(75 rpm) durante 90 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas duas
vezes com tampdo PBS (NaCl 100 mM, H2NaPO4 100 mM, pH 7,2) estéril,
seguido da adicdo de mais 200 pyL de meio de cultura RPMI-1640 tamponado
com HEPES (pH 7,0). A placa foi incubada por 24 horas a 30 °C em agitacéo
orbital (75 rpm). Apos 24 h, 100 pyL do meio foram retirados dos pogos e o
mesmo volume de HEPES fresco tamponado (pH 7,0) RPMI-1640 foi
adicionado para incubacéo adicional de 24 horas. O biofilme maduro foi obtido
apos incubacao total de 48 horas.

As amostras foram incubadas e avaliadas em trés periodos diferentes
de adsorcdo. No periodo de 90 minutos equivalente adesdo de C. albicans,
sendo avaliado apds 48 horas, no periodo de 24 horas e equivalente a formacéao
inicial do biofilme e avaliacdo apds mais 24 horas e somente a adsor¢ao no
periodo inicial de 90 minutos.

3.7.4 Viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular de C. albicans foi realizada com a
cepa ATCC 10231 e as amostras de lipossomas vazios (PP), lipossomas
associados ao peptideo OWhst-5 (PP-OWhst-5), peptideo livre (OWhst-5) e o
fluconazol, nas concentracdes de 0,320 pug/mL do peptideo e 256 pug/mL do
fluconazol.

Em volume de 100 pL de cada amostra foi adicionado a um poco de
uma placa de poliestireno de 96 pocos e, posteriormente adicionou-se ao
mesmo poco 100 pL do in6culo em uma concentracdo anteriormente
preparado, sendo em seguida incubados a 30°C por 90 minutos em uma
agitacado orbital (75 rpm). Decorrido o tempo, os pogos foram lavados duas
vezes com solucédo PBS (NaCl 100 mM, H2NaPO4 100 mM, pH 7,2) estéril. Em
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seguida, a placa foi incubada por 24 horas a 30°C em agitacédo orbital (75 rpm).
Apods 24 h, 100 pL do meio foram retirados dos pogos e o mesmo volume de
HEPES fresco tamponado (pH 7,0) RPMI-1640 foi adicionado para incubacao
adicional de 24 horas.

Os sistemas PP vazio, PP-OWhst-5, OWhst5 e fluconazol foram entéo
avaliados em relacdo as possiveis perturbacfes geradas na formacdo do
biofilme por C. albicans. Assim, foram adicionadas as amostras no periodo de
90 minutos equivalente ao tempo de adesdo do microrganismo na placa de
poliestireno, avaliados também, na adsorcdo em 90 minutos e apos 48 horas e
avaliados quanto acdo apoés adesao, com a formacao de inicial do biofilme em
24 horas e andlise final ap6s mais 24 horas.

Posteriormente a cada ensaio foi adicionado aos pocos contendo
inbculo e amostras, 20 yL de resazurina (AlamarBlue®) 0,30 mg mL?,
anteriormente filtrada em membrana 0,22 ym. Em seguida, incubou-se por 1
hora, a 37 °C. Ao final desse periodo foi feito leitura em espectrofotbmetro de
microplaca (Biotek Epoch®) a 570 nm (DO). O teste foi realizado em triplicata,
sendo calculada a média das DO e a inibicdo do crescimento do microrganismo
produzida pelas diferentes concentracfes de cada sistema e do peptideo livre
determinadas pela Equacéao 8.

(DO poco—DO meio de cultura)

% inibicio = x 100% (8)

(DO controle negativo—DO meio de cultura)

3.8 Analise em microscopia confocal e microscopia de varredura

eletronica
3.8.1 Microscopia confocal
Para analise de microscopia confocal foi utilizado a cepa ATCC 10231
em adsor¢cdo com os lipossomas PP associado ao peptideo OWhst-5 (PP-

OWhst-5) em uma concentracédo de 0,320 pg.mL?; lipossoma vazio contendo

somente tampao tris-HClI a 10 mM, pH 7,4 (PP-T);, peptideo em uma
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concentragdo de 0,320 ug mL* (OWhst-5) e fluconazol em uma concentracéo
de 256 ug.mL* (FLU).

As amostras foram aplicadas em volume de 100 pL, inicialmente no
periodo de incubacéo de 90 minutos, posteriormente foram lavadas duas vezes
com solucdo PBS (NaCl 100 mM, H2NaPO4 100 mM, pH 7,2). Em seguida
adicionou-se 100 pL do meio de cultivo RPMI-1640 tamponado com HEPES pH
7,0 (estéril), incubando a 30°C, em uma rotagdo de 75 rpm. Apds 24 horas foi
retirado 100 pL do meio de cultivo e suplementado com tampao HEPES 50 mM,
contendo, NaCl 0,15 M e EDTA 20 mM em pH 7,0, sendo novamente incubado
por mais 24 horas a 30 °C em rotagcao de 75 rpm e avaliado posteriormente.

O in6culo foi novamente cultivado por um periodo de 90 minutos e
realizada duas lavagens em PBS (NaCL 100 mM, HzNaPO4 100 mM, pH 7,2).
Posteriormente foi adicionado 100 pL das amostras (PP-T, PP-OWhst-5, OWhst-
5, FLU) nas concentracdes j& descritas e 100 pyL do meio de cultivo RPMI-1640
tamponado com HEPES pH 7,0 (estéril), sendo novamente incubados a 30 °C
em uma rotacao de 75 rpm. Apds 24 horas foi retirado 100 puL do meio de cultivo
mais as amostras e adicionado 100 puL do tampao HEPES, retornando para
incubacao por mais 24 horas, sendo avaliado apos esse periodo.

Para analise no periodo de 90 minutos foi aplicado 100 pL das
amostras (PP-T, PP-OWhst-5, 0Whst-5, FLU) e 100 pL do meio de cultivo RPMI-
1640 tamponado com HEPES pH 7,0 contendo a cepa ATCC 10231 e,
posteriormente a placa foi lavada duas vezes com solugéo PBS e analisado.

Apbs a formacao do biofilme e exposicao ao sistema PP-OWhst-5, PP-
T e ao peptideo antifingico OWhst-5 livre, os sobrenadantes foram eliminados
e a placa foi lavada com PBS 10 mM estéril, pH 7,4. Posteriormente, 0S po¢os
foram corados por 1 minuto com 20 uL de Calcofluor-White (0,05% [v/v]; Sigma-
Aldrich®) e, ap6s o periodo, a placa foi lavada com PBS e levada ao microscopio
confocal para ser analisada em um comprimento de onda de 355 nm. Para
confirmacédo do teste em todos os periodos foram cultivados somente a cepa
ATCC 10231 em meio de cultivo RPMI-1640 tamponado com HEPES pH 7,0
(PERALTA et al., 2015).

Outra analise aplicada foi a marcacdo com isocianato de fluoresceina

(FITC) em proteinas totais presentes no inoculo de Candida albicans, com
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intuito de analisar a adsorcdo dos sistemas lipossomais, peptideo livre e
fluconazol. FITC é capaz de reagir uma amina primaria na proteina para formar
uma ligagdo amida covalente. No entanto, a conjugacao de FITC e OWhst-5
exige meio reacional acido e a molécula resultante pode inativar o peptideo.
Portanto, foi realizado somente a solubilizacdo do peptideo em isocianato de
fluoresceina diluido em tampao Tris-HCI, pH 7,4, em uma concentra¢édo 0,2
mg/mL, gerando uma proporcéo 2:1 de FITC e peptideo OWhst-5. A mistura foi
armazenada a uma temperatura de 4°C por periodo de 8 horas.

Para andlise dos lipossomas a mistura peptideo e FITC foi associada
através do método de fase reversa. Ja para o controle foi adicionado 0 mesmo
volume de FITC ausente de peptideo, enquanto para fluconazol foi realizado a
solubilizacdo em FITC mantendo a concentracdo de 256 pug/mL. Ainda, para
controle positivo foi somente aplicado FITC diluido em tampéo ao in6culo. Em
seguida foi realizado o método de formacdo de biofilme, j4 citado, com
aplicacdo dos sistemas em andlise (PP; PP-OWhst-5; Flu; Controle) em
adsorcao a Candida albicans, sendo incubado a 37°C por 48 horas (Adaptado
de CIOCIOLA et al., 2016; CHAGANTI et al., 2018; JALAL et al., 2019).

Apbés 48 horas foi adicionada concanavalina A conjugada com
tetrametilrodamina (555/580 nm) em uma concentragéo de 25 pg/mL por 1 hora
a 37°C e ausente de luz. O Microscépio de Fluorescéncia Confocal (Carl Zeiss
LSM 800 com Airyscan) (UPPULURI et al., 2018).

3.8.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para microscopia eletrbnica de varredura (MEV), o biofiime foi
preparado de acordo com a metodologia descrita por Moffa e colaboradores
(2015). O in6culo da cepa ATCC 10231 foi adicionado ao meio RPMI-1640 com
tampado Hepes em placas de 6 pocos (Kasvi®) contendo lipossomas
associados ao peptideo OWhst-5 em outro pogo contendo lipossoma vazio,
peptideo OWhst-5 e outro pogo apenas meio de cultura. Posteriormente, uma
lamela de vidro de microscopia 6ptica (20x20mm) foi adicionada e incubada a
37°C por 48 horas a 75 rpm. Em seguida, as laminulas foram preparadas de

acordo com o método adaptado Yue e colaboradores (2018). Uma cepa ATCC
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10231 foi fixada com glutaraldeido a 2,5% e lavada trés vezes com solucéo
PBS. As amostras foram entdo desidratadas usando concentracdes
gradualmente crescentes de etanol (50, 70, 85, 95 e 100%), secas e depois
revestidas com carbono. Todas as amostras foram analisadas em microscopia
JEOL, modelo JSM-7500F, com software operacional PC-SEM v 2,1,0,3,
equipado com detectores de elétrons secundarios, retroespalhamento e analise
quimica (energy dispersive spectroscopy - EDS) da marca Thermo Cientifico,

modelo Ultra Dry.

3.9Estatistica
Os dados de ensaio de CIM foram tratados por método estatistico
descritivo com a utilizacdo do método ANOVA e Tukey. A curva cinética de
crescimento microbiano no ensaio de cinética de morte, foi plotada pelo log10
UFC/mL em funcé&o dos intervalos de tempo. Todos os dados foram avaliados

em um nivel significancia de p<0,05.

4 Resultados e discussodes

4.1 Sintese, clivagem, purificacdo e caracterizacdo dos peptideos

A sintese de peptideos em fase sélida (SPFS) permitiu a obtencao dos
peptideos histatina-5 (hst-5) e OWhistatina-5 (OWhst-5), o qual possui o
aminoécido triptofano (W) na extremidade amino-terminal. A estratégia de F-
moc (9-fluorenilmetiloxicarbonil) como protetor base-labil dos a-amino grupos,
e derivados t-butilicos (t-Bu) para protecdo das cadeias laterais dos residuos
de aminoacidos trifuncionais permitiram o direcionamento e adig&o de triptofano
na cadeia. A clivagem final dos peptideos da resina Wang foi realizada atraves
da desprotecéo dos grupos protetores das cadeias laterais sendo efetuada pelo
tratamento em TFA (95%), agua deionizada (2,5%) e TIS (2,5%), a 25°C por 3
horas em agitacéo branda. Apos a clivagem houve a purificacdo dos peptideos,
por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com nivel de pureza

acima de 90%.
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De modo a realizar a caracterizacdo dos peptideos, 1 mg de cada
peptideo puro foi solubilizado em 200 L de solvente A (H20 contendo 0,045%
de TFA) e analisada em espectrometro de massas, onde a razao massa/carga
(m/Z) indicaram a caracterizacao do peptideo. Os sinais observados na Figura
14 séo referentes as massas de diferentes fragmentos gerados pelo processo
de ionizacdo (razdes m/Z) do peptideo. As cargas referentes aos prétons (H*)
sdo correspondentes a fracdo da massa molecular do peptideo, que
teoricamente é 3222,5 g.mol* para OWhst-5 e 3036,3 para hst-5. Com isso foi
possivel confirmar a identidade do peptideo sintetizado. Ao dividir a massa
molecular pelo numero de prétons de cada fragmento foi possivel observar o
valor correspondente a massa molecular dos peptideos. Para hst-5 foram
obtidos sinais de massa 380,68; 608,32; 759, 87 e 1012,46, cujas razdes m/Z
foram 8+, 5+, 4+ e 3+, respectivamente. Para OWhst-5 os valores de
fragmentos das massas foram 645,37 e 806,43 e as cargas correspondentes

foram 5+ e 4+, respectivamente.

Figura 14. Analise das massas obtidas apds processo de purificacdo por CLAE em modo
analitico por método UV/Vis com deteccdo de 220 nm. (A) Andlise de histatina-5; (B)
OWhistatina-5.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora, 2021.

4.2 Curvas analiticas de OWhst-5

Para andlise da eficiéncia de encapsulacao e liberacdo do peptideo
OWhst-5 das formulagbes lipossomais, foram tracadas curvas analiticas do
peptideo solubilizado em tampé&o Tris-HClI 10mM, pH 7,4 e metanol. As
informacdes das concentracfes do peptideo livre permitem avaliar a eficiéncia
de associac¢éao e liberacao do peptideo das formulagBes propostas. Os valores
das concentrac6es do peptideo livre em tampédo foram 117; 100; 90; 80; 70; 60;
50; 40; 30; 20 e 10 uM sendo obtido uma linearidade de 0,9998, como pode ser
visto na Figura 15. Para a curva analitica do peptideo em metanol, foram
utilizadas concentracdes do peptideo de 125; 112,5; 100; 87,5; 75; 62,5; 50;
37,5; 25; 12,5 uM com linearidade de 0,9998, conforme foi observado no Figura
16. A relacao linear de absorbancia para diferentes concentracdes do peptideo,
permitiu quantificar o peptideo OWhst-5 para os ensaios subsequentes. Para
isso utilizou-se do meétodo de validacdo em que os parametros de
especificidade, linearidade, robustez, limite de deteccdo e Ilimite de
quantificacdo foram respeitados para obter a precisdo e exatidao na andlise de
OWhst-5. Assim, valores inferiores a 10 uM foram considerados imprecisos para

analise em espectrofotdmetro.
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Figura 15. Espectro de absorcéo por Figura 16. Espectro de absor¢éo por
concentracao do peptideo OWhst-5 em concentracéo do peptideo OWhst-5 em
tampéo Tris-HClI Metanol.

Fonte: Elaborado pela prépria autora, 2020.

Com a adicao de triptofano na extremidade amino-terminal da
histatina-5, foi possivel quantificar o peptideo em baixas concentracdes e
analisar por espectrofluorimetria. Para essa analise foram tracadas novas
curvas analiticas para OWhst-5 em tampéao Tris-HCI 10mM e metanol. As
concentracfes de peptideo utilizadas em tampao Tris-HCI foram de 1; 2; 3; 4;
5; 6 UM e a linearidade obtida foi de 0,9991 como pode ser visto na Figura 17.
Para metanol foram utilizadas as concentracdes 1,25; 2,5; 3,75; 5; 6 uM e a
linearidade obtida foi de 0,9992, conforme Figura 18.
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Figura 17. Espectro de emisséo de Figura 18. Espectro de emisséo de
fluorescéncia por concentragédo do fluorescéncia por concentragcédo do
peptideo OWhst-5 em tampéo Tris-HCI. peptideo OWhst-5 em metanol.

Fonte: Propria autora, 2020.
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Nas Figura 19 e 20 é possivel ver que as concentracdes excedentes
a 6 UM do peptideo OWhst-5 geraram uma supressao dinamica (quenching), no
qual, a excitacdo de uma alta concentracéo de fluoréforo produziram processos
colisionais nado radioativos e emissdes que nao correspondem de forma linear
as concentracbes do analito, diminuindo assim a confiabilidade da

quantificacdo do peptideo.
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Figura 19. Espectro de emisséo de Figura 20. Espectro de emisséo de
fluorescéncia por concentracéo do fluorescéncia por concentragédo do
peptideo OWhst-5 em tampéo Tris-HCI. peptideo OWhst-5em metanol

Fonte: Prépria autora, 2020.

4.3 Concentracdo inibitéria minima dos peptideos

Utilizando a cepa de Candida albicans ATCC 10231, a qual apresenta
resisténcia a fluconazol, foi realizado o teste de concentracdo minima em
microdiluicdo, considerando a inibicdo de 90% do microrganismo (ClMoo). Foi
possivel observar que a inibicdo ocorreu apenas para o0 peptideo 0Whst-5
gerando uma inibicdo de 94,46% na concentragao de 1,03 pg/mL (Figura 21).
O antifungico fluconazol na concentracéo de 64 pug/mL apresentou inibicdo de
63,84%, inferior a inibicdo necessaria para atividade fungicida de 90%.
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Figura 21. Concentracao inibitéria minima dos derivados de histatina-5 e OWhistatina-5.
Fonte: Prépria autora, 2021.

Enquanto a concentracao inibitéria minima para os peptideos foi de
0,51 pg/mL equivalente a 160 mM, para fluconazol a concentracao inibitéria
minima observada de inibicdo ocorreu a 2 pug/mL. A analise estatistica mostrou
que nao ha alta significancia entre as inibicdes dos peptideos, assim como do
fluconazol e, com o método de Tukey, foi possivel observar que o grupo mais
relevante é o OWhst-5, pois este peptideo apresentou maior inibicdo que hst-5
e fluconazol.

Apenas a média dos controles positivo e negativo ndo apresentou
significancia. Todos os controles positivos foram realizados apenas com o
crescimento de cepas de Candida albicans e o meio de cultura Sabouraud, ndo
apresentando alteragcbes nas seis repeticbes realizadas. Os controles
negativos foram realizados com adicdo de meio de cultura sem indculo,

observando-se auséncia de turbidez ou crescimento microbiano.

4.4 Estudos de fluorescéncia da associacdo do peptideo OWhst-5 em
lipossomas PEGuilados

O triptofano (W) em proteinas e peptideos fornece informacdes que
permitem a quantificacdo, identificacdo de macromoléculas, compreenséo de
conformacdes estruturais entre outras informac¢des importantes a respeito da
molécula estudada (EFTINK, 2000). No entanto, a emissao do residuo W pode

diferir nas conformacdes dobradas e n&do dobradas das proteinas, no
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posicionamento extrinseco e intrinseco do W em peptideos, concentracdo de
macromoléculas, pH e temperatura, 0 que pode gerar supressao de sinal
(ALSTON et al.,2008). A capacidade de extinguir a fluorescéncia intrinseca de
residuos de W é resultado de mudancas na polaridade do ambiente exercida
pela ligacdo ou ligantes proximos ao residuo de W. Em peptideos a
transferéncia de elétrons no estado excitado do anel indol do W para outros
grupos carbonil de ligagbes peptidicas, € um dos principais mecanismos de
supresséao intramolecular (EFTINK, 2000; YAMMINE et al., 2019). Assim, para
entender a associacdo do peptideo aos lipossomas propostos nesse trabalho,
foi sintetizado um novo analogo de histatina-5, o qual denominou-se 1Whst-5,
que apresenta o aminodcido triptofano na extremidade carboxi-terminal. Com
isso, através de estudos utilizando a técnica de emissdo de fluorescéncia
relativo a W, foi possivel avaliar o efeito da posi¢cdo deste aminoacido na cadeia
do peptideo, ao associar-se ao lipossoma. Os resultados obtidos por estes

estudos estao representados na Figura 32.

200 200 B

-~ -~
= 150 =
& 8
< 100 g
3] 1]
= =
£ 50 e
8 )

s
= g

300 350 400 450

(nm) (nm)
.......... PPC-Owhst-5 seseseeeee PPC-1WHSst-5
— . — . PP-Owhst-5 =+ =+ PP-1WHst-5

1Whst-5

Figura 22. Espectro de fluorescéncia dos derivados peptidicos de histatina-5. (A)
Fluorescéncia do espectro Owhst-5 a 100 mM e associado aos sistemas lipossomais PEG2000
e fosfolipideo POPG (PP), assim como sistema formado por PEG2000, POPG e colesterol
(PPC), (B) Emissao de fluorescéncia do peptideo 1whst-5 a 100 mM e associado aos sistemas
lipossomais PEG2000 e fosfolipideo POPG (PP), assim como sistema formado por PEG2000,
POPG e colesterol (PPC).

Fonte: Propria autora, 2022.

A associacao dos peptideos aos lipossomas PEGuilados PP e PPC

apresentou fluorescéncia que resultou no deslocamento da emissdo com
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intensidade diminuida. Em comparacao aos peptideos, a adicdo de triptofano
no final da cadeia gerou maior intensidade do que a presenca de triptofano no
inicio da cadeia. Na comparacdo do peptideo OWhst-5 associado ao sistema
PPC e do peptideo 1Whst-5, podemos observar a alteracdo espectral com a
inexisténcia do sinal do peptideo 1Whst-5.

O decaimento de intensidade ou supressdo de fluorescéncia podem
ocorrer por diversas razdes e, para 1Whst-5 é possivel estipular que parte da
cadeia peptidica encontra-se na superficie e tal posicionamento pode gerar
supressdo aos sinais de fluorescéncia devido a carga superficial negativa
presente nas estruturas lipossomais. A presenca de tirosina préximo ao
triptofano também pode ter gerado aumento na concentracéo de fluoréforos,
diminuindo a intensidade da emisséo da fluorescéncia.

No sistema PP pode-se observar que ambos o0s peptideos
apresentaram fluorescéncia com diferenca de intensidade. Tais diferencas
ocorreram devido as estruturas dos peptideos e a presenca ou auséncia de
colesterol que exerceu efeito lipidico, assim como o PEG2000, no qual, gera
supressdo de sinal, que indica o posicionamento do peptideo na regido
intralamelar. Para continuidade das analises foram feitos ensaios somente com

derivado OWhst-5 devido a atividade bioldgica e capacidade de fluorescéncia.

4.5 Estudos de caracterizagdo dos sistemas lipossomais contendo o
peptideo OWhst-5

4.5.1 Caracterizacdo morfologica

A caracterizacdo morfoldgica dos lipossomas foi avaliada pelo método
de espalhamento dindmico de luz. As analises obtidas por esta técnica
permitiram caracterizar o tamanho vesicular médio, potencial zeta e indice de
polidispersidade para os lipossomas (PP; PP-OWhst-5; PPC e PPC-0Whst-5)
desenvolvidos pela técnica de evaporacdo em fase reversa. Para
homogeneidade dos sistemas também foi aplicada a extruséo apés a formacgao

dos lipossomas e analisadas as caracteristicas morfolégicas por espalhamento
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dindmico de luz. Em comparacdo os sistemas de extrusdo apresentaram
tamanhos maximo de 202 nm (PPC-0Whst-5) e tamanho minimo de 178 nm
(PP-OWhst-5), dados obtidos apdés 24 horas do desenvolvimento dos
lipossomas. Os sistemas sem 0 processo de extrusdo apresentaram tamanhos
maiores, chegando a 396 nm para o lipossoma vazio PP e o tamanho minimo

de 2445 para o sistema vazio PPC, conforme Tabela 3.

Tabela 3. Morfologia dos lipossomas PEGuilados apés 24 horas de preparacao.

Sistemas? lamelas® HD (nm)° PDI¢ ZP¢
PP GUVs 396.06+ 31.91 0.440+0.03 -99.63+3.06
PPC GUVs 244.50+19.47  0.442+0.03 -96.73+1.77
Sem extrusdo pp-owhst-5 GUVs 360.36+60.04  0.446+0.01 -88.76+2.13
PPC-OWhst-5 GUVs 291.9+24.97 0.552+0.04 -90.26+2,57
PP LUVs 178.1+20.61 0.241+0.021  -22.8+4.43
Com extrusdao  ppc LUVs 189.83+0.88 0.317+0.088  -46.83+5.83
PP-OWhst-5 LUVs 193.6+71.73 0.138+0.025 -66.9+6.41
PPC-0Whst-5 LUVs 202.55+53.44  0.277+0.04  -55.36+4.80

Observacdo: ?2lipossomas vazios e associados ao peptideo OWhst-5; PGUVs: vesiculas
unilameares gigantes, LUVs: vesiculas unilamelares grandes; °HD (raio hidrodinamico); ¢ PDI
(indice de polidispersividade); ¢ZP (potencial zeta).

Fonte: Propria autora, 2020.

Outros fatores observados foram o indice de polidispersidade (PDI) e o
potencial zeta (ZP) dos sistemas extrusionados e ndo extrusionados (Tabela
3). Os resultados mostraram que os sistemas lipossomais produzidos apenas
pela técnica de evaporacdo manual de fase reversa apresentam
heterogeneidade nas estruturas, com valores de PDI acima de 0,300. Isto ndo
ocorre com 0s sistemas extrusionados, que apresentaram PDI maximo de
0,317 com variacdo de 0,08 indicando homogeneidade no sistema. Tais
diferencas podem implicar na liberacédo do peptideo associado, bem como na
estabilidade dos sistemas ao longo do tempo.

O potencial zeta indicou que as formulacdes sem extrusdo possuem
uma carga superficial negativa maior do que os sistemas extrusionados. Isso
ocorre devido a diferenca de tamanhos que pode aumentar a repulsdo dos
lipossomas, fato que também pode implicar na desestruturacéo dos sistemas

impedindo um longo periodo de estabilidade.
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4.5.2 Analise de estabilidade dos sistemas

A estabilidade dos lipossomas vazios e associados ao peptideo OWhst-
5 foi caracterizado pelo método de espalhamento de luz dindmico. As anélises
realizadas permitiram monitorar os tamanhos médios vesiculares, potenciais
zeta e polidispersividade para os lipossomas extrusionados e nao
extrusionados apds armazenamento em temperatura de 4°C. Os sistemas
extrusionados apresentaram tamanho maximo de 254 nm (PPC-OWhst-5) e
tamanho minimo de 165 nm (PP-OWhst-5), dados obtidos no primeiro dia de

analise, como pode ser visto na Tabela 4.

Tabela 4. Estabilidade dos lipossomos.

Sistemas/ PP-T PPC-T PP PPC
Dias OWHst-5 OWHst-5
HD PDIP ZP° HD ZP° HD zZp* HD Zp°
(nm)? (mV) | (nm)? PDI? (mV) (nm)? PDIP (mV) (nm)® | PDI? (mV)
10 178,6 | 0,231 | -3793 | 2445 | 0,170 -47,13 165,43 0,203 | -13,36 | 2544 | 0,231 | -1823
$0,52 | 0,01 +1,15 | #4,83 | #0,03 1,28 0,76 $0,08 | 0,70 | 14,73 $0,01 | %0,55
140 179,9 | 0,071 | -47,23 | 195,93 | 0,120 51,2 201,46 0,124 | -45,03 | 189,96 | 0,140 | -659
+19,77 | 0,04 | #1,02 | #4,25 | 0,03 0,78 +13,50 $0,08 | #1,28 | #3,00 | 0,043 | £0,3
282 165 0,233 | -44,06 | 205,53 | 0,134 -45,46 242,7 0,158 | -83,43 | 209,36 | 0,206 | -37,10
+4,61 | #0,009 | #1,95 | #597 | £0,03 0,73 +21,59 $0,11 | +10,78 | 19,73 $0,02 | 0,36
420 144,73 | 0,234 -35 145,66 | 0,179 -40,10 146,8 0,317 | -29,30 | 199,73 | 0,188 | -45,13
+1,88 | 0,01 +2,56 | *4,11 | 0,06 1,95 17,54 $0,08 | #3,98 | 10,36 | #0,01 | £3,18
702 534,96 | 0,480 | -37,46 | 132,93 | 0,373 -35,53 638,8 0,565 | -68,60 | 139,43 | 0,441 | -49,30
+12326 | 0,246 | +1,32 | 9,32 | 0,08 $0,23 | $17436 | 20,27 | #4,95 | 0,25 +0,05 | 2,90

Observacéo: 2HD (raio hidrodinamico); °PDI (indice de polidispersividade); °ZP (potencial zeta).
Fonte: Propria autora, 2020.

Um comportamento semelhante foi observado até o 42° dia de

armazenamento, evidenciando uma boa estabilidade das formulacdes
propostas. Observando os dados referentes ao 70° dia de armazenamento, é
possivel concluir que a formulacdo contendo PPC é mais estavel que a
contendo PP, a qual evidencia-se sofrer agregac¢ao tanto na auséncia (PP-T)
guanto na presenca do peptideo (PP-OWhst-5), as quais apresentaram
tamanhos superiores a 500 nm.

Vale destacar que para as formulagdes utilizadas nestes estudos, foi
utilizada uma membrana de extrusdo de 400nm, o que nao alterou o tamanho
maximo dos lipossomas. Isso deve-se, ao fato, das interagdes dos fosfolipidios
(POPG) ser restrita quanto a concentragdo e volume de moléculas, o qual

impede a formacao de vesiculas unilameres estaveis superiores a 300 nm.
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Outro fator observado foi indice de polidispersividade, os quais
mantiveram abaixo 0,350 até o 42° dia de armazenamento (Tabela 4). Esses
dados permitem concluir que os sistemas lipossomais mantiveram-se estaveis
como sistemas vesiculares unilameres homogéneos, o que pode resultar em
uma liberacdo controlada e prolongada do peptideo.

Apos o periodo de 70 dias de armazenamento, novamente os dados
indicam para uma possivel agregacao vesicular, devido a grande variagdo do
indice de polidispersividade. Novamente € possivel observar que a formulagéo
contendo PP é menos estavel que a contendo PPC, o que esta de acordo com
0 observado nas analises de tamanho meédio das vesiculas.

Os valores de potencial zeta representam a carga superficial e a
interacao eletrostatica com sistema coloidal, podendo apresentar cargas com
valores positivos ou negativos. Suspensoées altamente defloculadas, costumam
apresentar potencial zeta entre +60mV e -60mV. Para as formulagdes
propostas neste projeto foi observado valores iniciais abaixo de -50mV, tendo
alteracdes mais significativas no 28° dia e 70° dia de armazenamento para
formulacdo PP-OWhst-5, como pode ser observado na Tabela 4. Novamente os
dados sugerem uma maior heterogeneidade e possivel floculagdo e SMISTAD
e colaboradores (2011) afirmam que as formulacdes lipossomais com carga
negativa, como presente na PPC e PP, nao realizam interacfes positivas com
Candida albicans, porém realizam adsorcéo significativamente melhor do que
os lipossomas com carga positiva. Outro fator analisado nesse mesmo estudo
foi a influéncia da carga dos lipossomas ap0s a interiorizacdo dos ativos. Para
as formulacdes proposta nesse trabalho foi observado que os lipossomas
associados ao peptideo OWhst-5 apresentaram uma carga superficial menor do
gue observado nos lipossomas ndo associados. Isso deve possivelmente as
interacOes eletrostatica entre a regido lamelar e o peptideo, devido a carga
liquida de OWhst-5 em meio neutro (pH 7,0) ser proéxima a +5,7 e o fosfolipidio

POPG apresentar carga negativa.
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4.5.3 Analise por Microscopia Eletronica de Transmisséo (TEM)

Os lipossomas também foram caracterizados quanto a morfologia da
vesicula utilizando Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM). As imagens
apresentadas na Figura 22 revelaram que a extrusao permite a formacgao de
lipossomas grandes homogéneos e, também, de pequenas estruturas
dispersas no meio, 0 que explica a variabilidade de tamanho, indice de
polidispersidade e potencial zeta observados por meio de espalhamento
dindmico de luz. No entanto, quando a extrusao é realizada ap6s a formacéo

dos lipossomas a diferenciacdo de tamanho diminui.

Figura 23. Microscopiade transmissdao eletrénica das vesiculas lipossomais PEGuilados
produzidos pelo método de fase reversa. (A) PP vazio sem extrusdo; (B) PP-OW sem
extrusdo; (C) PPC vazio sem extrusdo; (D) PPC-OW sem extrusdo; (E) PPC vazio com
extrusdo; (F) PPC-0W com extruséo; (G) PP vazio com extrusédo e (H) PP-OW com extrusao.
Fonte: Propria autora, 2022.

4.5.4 Avaliacdo da eficiéncia de associacdo do peptideo OWhst-5 nos
sistemas lipossomais

Posterior a andlise morfoldgica, os lipossomas foram avaliados quanto
a eficiéncia de associacdo ao peptideo OWhst-5, o qual foi escolhido por conter
0 aminoacido triptofano (W) em sua extremidade amino-terminal, podendo ser
guantificado por fluorescéncia, que é uma técnica que permite maior
sensibilidade para quantificacdo. Inicialmente foi realizado um procedimento de
ultracentrifugacdo que permitiu a separacdo do sistema coloidal (lipossoma

contendo peptideo) do peptideo que ndo se associou ao lipossoma (peptideo
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livre). Isto porque os lipossomas nao ultrapassam a membrana do microtubo,
visto que possuem tamanho superior aos poros existentes no filtro. No entanto,
o peptideo livre consegue permear pelo filtro, pois possui tamanho inferior aos
poros da membrana. Com isso, 0 sistema coloidal retido no filtro foi tratado com
3 mL de metanol para desintegracéo dos lipossomas e, em seguida, analisado
através de espectrofluorimetria, quantificando o peptideo OWhst-5 que foi
associado aos lipossomas. Na Tabela 5 encontram-se os valores maximos de

emissao de fluorescéncia medidos a 360 nm para as formulacdes estudadas.

Tabela 5. Maximo de emisséo de fluorescéncia medidos a 360 nm obtidos pelas formulagfes
da porcao retida pelo filtro ap6s tratamento com metanol e do conteddo filtrado.

Retido Filtrado
Amostras (nm) Amostras (nm)
PP-T 11,10 PP-T 11,10
PPC-T 11,90 PPC-T 8,59
PP-0Whst-5 48,44 PP-OWhst-5 7,48
PPC-0Whst-5 87,21 PPC-0Whst-5 3,20

Fonte: Prépria autora, 2020.

Apés a obtencdo dos valores médios das amostras realizadas em
triplicata, foi feito a subtracdo dos lipossomos associados ao peptideo e
lipossomas somente contendo tampao, o que permitiu a obtencdo dos valores
da emisséao real, pois as formulagdes lipossomais apresentam turbidez, o que
pode ser um interferente no momento da quantificacdo, como pode analisado

na Equacao 9.

Equacédo 9. Valores da diferenca de emissédo de fluorescéncia entre lipossomas.
Emissdo = lipossoma associado — lipossoma contendo tampao
PP (retido) PPC (retido)
48,44-11,10 = 37,34 87,21-11,90 = 75,31

PP (filtrado) PPC (filtrado)
11,10-7,48 =3,62 11,90-8,59 = 3,31
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Os resultados das amostras obtidos ap0s a subtracéo dos valores das
formulagbes contendo somente tampao foram, entdo, submetidas a equacao
de regressao linear (y = 3,22x + 0,763, R2 = 0,9992) correspondente a reta da
curva padrao obtido por espectrofluorimetria para diferentes concentracdes do
peptideo em metanol. Os valores da concentracdo molar para formulacao (PP-
retido), (PPC-retido), (PP-filtrado) e (PPC- filtrado) foram 11uM, 35 uM, 23,15
pM, 0,88 uM e 0,79 pM respectivamente. Posterior a submisséo dos célculos
os valores obtidos foram utilizados para a determinacdo da eficiéncia na
Equacéo 10.

Equacéao 10. Calculo de eficiéncia de encapsulagéao.

Total Adicionado — Total Associado

Total adicionado x 100

EE (%) =

PP (retido)
100,07 — 11,35
EE (%) = 100.07 x100 = 88,65%

PPC (retido)

99,67 — 23,15
EE (%) = WXIDU =76,77%

As formulagdes apresentaram boa eficiéncia de encapsulagéo tendo o
lipossoma PP uma taxa de associacdo ao peptideo de 88,65%, valor préximo
a 90% presente no trabalho de Szoka e Papahadjopoulos (1978). Assim, a
associacao do peptideo antifingico OWhst-5 em lipossomas através da técnica
utilizada neste trabalho, mostrou-se eficiente. A associacdo de antifingicos as
estruturas lipossomais podem alterar a farmacocinética dos compostos,
permitindo que os ativos tenham o potencial de acédo frente ao patégeno,
exercendo de forma conjunta a diminuicdo de efeitos adversos.

5.5.4 Estudos de estabilidade dos sistemas lipossomais em meio acido

A saliva € a principal responsavel pela protecdo da cavidade oral
atraves da liberacdo de ions, tampdes alcalinos e peptideos antimicrobianos
que permitem que o pH oral seja mantido entre 6,8 a 7,5 (DAWES et al., 2019).
No entanto, em individuos que apresentam doenga bucal, devido a baixa

producéo salivar, o pH da cavidade oral pode mudar de neutro para5,5a4,5e
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tornar-se prejudicial aos dentes e mucosa oral. Além disso, o ambiente acido
pode contribuir para a proliferacdo de microrganismos oportunistas como
Candida albicans. Assim, os sistemas lipossomais ap0s a extrusdo foram
testados em meio acido e analisados quanto a degradacdo e morfologia por
analise dinamica de espalhamento de luz. Em meio tamponado em pH 5,5 os
lipossomas contendo colesterol (PPC e PPC-0Whst-5) aumentaram o tamanho
vesicular médio de 189 nm para 392 nm para PPC vazio e de 202,5 nm para
603 nm na formulacdo PPC-0Whst-5 (Figura 24). Este indicativo coincide com
a degradacao dos lipossomas vazios e associados ao peptideo OWhst-5 devido
a protonacdo das cadeias fosfolipidicas com desregulacdo das interacdes
intermoleculares dos fosfolipidios, da cadeia polietilenoglicol e colesterol,
atividade também analisada por Jacobsohn e colaboradores (1994) com
vesiculas lipossomais formadas por fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina. A
formulacéo de PP em pH 5,5 permaneceu estavel mesmo com um aumento no
tamanho médio das vesiculas de 178,1 nm para 265 nm em PP vazio e de
193,6 nm para 359,76 nm na formulacdo PP-OWhst-5, tendo valores médios de
PDI de 0,192 e 0,156 respectivamente, valores que indicam homogeneidade
nos sistemas devido a fluidez (Figura 23). Em meio &cido com pH 4,5 os
sistemas PP e PP-OWhst-5 passam do tamanho vesicular médio para 341,3 nm
(PP) e 308,4 nm (PP-OWhst-5) com PDI 0,293 e 0,367 confirmando a
homogeneidade dos sistemas. Os valores de carga superficial de todos os

sistemas em pH 5,5 e pH 4,5 diminuiram devido ao meio &cido.
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Figura 24. Estabilidade dos sistemas lipossomais vazios e associado ao peptideo 0Whst-5
em meio acido de pH 4,5 e pH 5,5.
Fonte: Propria autora, 2022.
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As alteracbes morfolégicas observadas em meios acidos geram um
indicativo de como os lipossomas podem agir nos biofilmes orais, onde o pH do
meio reduzido pela atividade microbiana ird provocar a desintegracao estrutural
dos lipossomas, favorecendo a liberacdo do peptideo pelos sistemas e
permitindo que 0 mesmo consiga ultrapassar as barreiras geradas nos

biofilmes.

4.5.5 Estudos calorimétricos com as formulagfes lipossomais

As andlises das formulac¢des por calorimetria diferencial de varredura
foram realizadas para verificar a presenca de possiveis alteracGes fisico-
guimicas existentes entre 0s constituintes presentes nos sistemas lipossomais.
Os perfis apresentados na Figura 24 ndo demonstram a transicéo de fase, mas
puderam informar se houve diferenciagdo nas conformagdes dos lipossomas
vazios e associados ao peptideo OWhst-5.

As variacdes de fases observadas nos sistemas lipossomas foram
observadas proximo a 10°C, valores correspondentes a variagdo de agua. No
entanto, cada sistema apresentou calorimetria distintas.

Em lipossomas contendo somente o polimero PEG 2000 e fosfolipidio,
a formulacdo apresentou caracteristicas fluidas até 10°C com capacidade de
liberar energia, enquanto 0 mesmo sistema associado ao peptideo apresenta

caracteristica endotérmicas correspondente a uma estrutura mais rigida.
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Figura 25. Analise de calorimetria diferencial de varredura dos lipossomas PP e PPC

vazios e associados ao peptideo OWhst-5. (A). Corresponde ao lipossoma PP vazio; (B).
Lipossoma PP associado ao peptideo OWhst-5; (C). Corresponde ao lipossoma PPC vazio e

(D). Lipossoma PPC associado ao peptideo OWhst-5.
Fonte: Propria autora, 2020.

Tais observacdes sdo devido as possiveis interagfes lamelares do
lipossoma com o peptideo, o que impede a capacidade de fluidez. Para os
sistemas contendo colesterol (PPC) também foi possivel observar alteracbes
significativas entre o sistema vazio e associado ao peptideo OWhst-5, isso

porque na formulacdo associada ao peptideo, em temperatura acima de 80°C
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apresentou aumento na capacidade de fusdo, o que indica agregacdo dos
constituintes, os quais, nhovamente pode ser gerado pela interacdo lamelar do
peptideo.

Estes resultados também sdo um forte indicativo de que € possivel que
0 peptideo esteja localizado entre as lamelas lipossomais, as quais sofrem uma
diferenga comportamental nos estudos calorimétricos aqui apresentados.
Neste caso, a possibilidade de o peptideo encontrar-se interiorizado nos
lipossomas, comeca a se tornar remota, jA que se este fato estivesse
ocorrendo, ndo seriam observadas diferencas significativas nas caracteristicas

de fluidez das lamelas.

4.5.6 Estudos de dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular é utilizada para a caracterizacao de
sistemas quirais, baseado em fendbmeno O6ptico de absorcdo da luz circular
polarizada (LCP), através do dicroismo circular pode ser observado diversas
regides do espectro eletromagnético. Por isso, o dicroismo pode ser utilizado
para varias abordagens experimentais, como analise da orientacdo dos
peptideos inseridos em modelos de membrana celular (HALES, 2011;
WALLACE; JANES, 2009). As orientacbes assumidas por peptideos e
proteinas podem interferir na atividade e interacdes aos alvos moleculares.
Especificamente para o peptideo histatina-5, a presenca de quatro histidinas
nas posigdes 15, 18, 19 e 2, as trés lisinas em 11,13 e 17, bem como as duas
argininas em 12 e 22, sao criticas para a atividade antifiUngica independente da
estrutura secundaria formada (RAJ et al., 1990). Histatina-5 em tampé&o tende
a apresentar uma estrutura secundaria aleatéria (RAJ et al., 1990). Na analise
de dicroismo circular realizada com o peptideo OWhst-5 foi possivel observar
este peptideo em tampao Tris-HCI pH 7,4 também possui uma estrutura
aleatéria, como pode ser observado na Figura 25.

A associac¢ao do peptideo OWhst-5 a lipossomas PEGuilados contendo
fosfolipidio, PEG2000 e colesterol (PPC) ndo permitiu o desenvolvimento de

uma estrutura secundaria que exercesse rigidez sobre o peptideo. No entanto,
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a formulacdo contendo apenas fosfolipidio e PEG200 (PP), permitiu que a
estrutura aleatéria de OWhst-5 fosse mantida, porém com intensidade
diminuida.

A (nm)

200 210 220 230 240 250 252 280 270 260
15

10

mollar ellipcty,deg.cm2dmol-1

= (Qwhst-5  ==——PPC-Owhst-5 PP-Owhst-5

Figura 25. Analise do dicroismo circular do peptideo O0Whst-5 livre e associado aos lipossomas
PEGuilados PP e PPC.

Fonte: Prépria autora, 2021.

Estes resultados novamente sdo um indicio de que nos sitemas
lipossomais produzidos com o peptideo OWhst-5, o mesmo deve
provavelmente estar localizado entre as lamelas lipossomais, jA que néo se
observa diferencas significativas da estrutura do mesmo, quando interagindo
com os lipossomas. Se 0 peptideo estivesse na parte interna dos lipossomas,

provavelmente seu sinal de dicroismo iria sofrer alteragdo bastante
consideravel.

4.6 Estudos de atividade antifungica dos sistemas lipossomais
4.6.1 Curva de crescimento e morte celular de Candida albicans
A analise de crescimento da cepa de C. albicans ATCC 101231 em

guando em contato com lipossomas vazios e associados ao peptideo OWhst-5,

foi realizada por meio do crescimento em solugdo empregando a mesma
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concentracdo de OWhst-5 obtida na determinacdo da ClMgo. Nas curvas de
crescimento verificou-se que houve mudanca no crescimento em relagcéo ao
controle positivo (Figura 26). Foi possivel observar que na fase Lag,
determinada pelo periodo de possivel adeséo as superficies do microrganismo,
ndo houve crescimento devido ao processo de adaptacdo do microrganismo.
Nas fases subsequentes de crescimento notou-se que houve alteragao
significativa no crescimento da cepa ATCC 10231 em contato com a formulacéo
PPC vazia nos periodos de 24 horas e 48 horas, enquanto a formulacao
associada ao peptideo ndo apresentou alteracao significativa nesses dois
periodos, apresentando crescimento semelhante ao controle positivo. As
formulagcbes PP vazia e PP-OWhst-5 apresentaram inibicdo no crescimento
com crescimento semelhante. No periodo de 24 horas a formulacdo PP
apresentou inibicdo de 35,15% enquanto PP-O0Whst-5 12,99%. No periodo de
48 horas a formulagdo PP passa a apresentar inibicdo de 21,57% enquanto PP-
OWhst-5 passou a inibir o fungo em 19,32% em relag&o ao controle positivo.

= & -PPC e«-l--- PPC-Owhst-5 e PP
=3¢ PP-Owhst-5 = =¥ = Owhst-5 —@— (.albicans
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Figura 27. Ensaios de Time-Kill dos lipossomas PEGuilados vazios e associados ao peptideo
OWhst-5 contra Candida albicans ATCC 10231.

Notas: A inibicdo de Candida albicans cepa ATCC 10231 em contato com sistemas lipossomais
e peptideo OWhst-5 foi apresentada por linhas para diferentes periodos de crescimento, com
adicdo de desvios padrdo representados no gréafico. O ensaio Time-kill mostra diferenca
significativa com nivel de significancia p=0,33 > p 0,05 devido & morte celular causada pelo
PPC vazio, assim como o desvio padrdo observado apds 48 horas em contato com os sistemas
lipossomais.

Fonte: Propria autora, 2021.
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O peptideo OWhst-5 em 24 horas gerou inibicdo de 20,72% enquanto
em 48 horas a inibigdo diminuiu para 9,9%, resultado semelhante ao
encontrado na concentracao inibitéria minima. A associagdo do peptideo a
formulacdo de PP PEGuilado trouxe uma inibicAo no crescimento do
microrganismo superior ao peptideo livre, sendo indicativo da capacidade
antimicrobiana das formulagdes. O sistema PP associado ao peptideo exerceu
maior inibigdo que a formulagdo vazia em 48 horas, indicando que houve um
aumento na circulacédo do peptideo sendo capaz de alterar o crescimento do

microrganismo.

4.6.2 Analise da capacidade antifingica do sistema selecionado visando
a inibic&do do biofilme por Candida albicans.

Devido a complexidade e diversidade dos biofilmes orais produzido por
Candida albicans foi realizada a sele¢do do sistema PP (PEG2000 e POPG)
para dar andamento nas proximas etapas do projeto. A escolha de tal
formulacdo foi por ter apresentado maior porcentagem de associacao do
peptideo OWhst-5 em concentracdo molar de 100 mM, tamanho vesicular
médio inferior a 200 nm, 0 que aumenta a permeabilidade ao biofilme e
estabilidade em pH acido, em comparacdo a formulacdo PPC. De fato, a
analise de estabilidade ao longo do periodo, principalmente para os sistemas
extrusionados ocorrem melhor para o sistema PPC, porém as analises de
diferencial calorimétrico e dicroismo circular demonstraram que o tipo de
interacdo entre o lipossoma e o0 peptideo preserva mais as caracteristicas do
peptideo, o que pode permitir melhor atividade antifingica do sistema. Sendo
assim, optou-se por dar sequéncia nos estudos envolvendo biofilme de C.

albicans, utilizando apenas o sistema PP-OWhst-5.

4.6.3 Ensaio de morte celular

O ensaio de morte celular foi realizado com o sistema PP-OWhst-5, o
controle lipossébmico contendo apenas tampao Tris-HClI 10 mM, pH 7,4, o
peptideo livre na concentracédo de 0,320 pug/mL e fluconazol na concentracdo
de 256 pg/mL. O indéculo inicial da cepa ATCC 10231 foi aplicado a 1x107
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UFC/mL. Apds o periodo de adeséao, o inéculo foi diluido e plaqueado, e o
namero de colbnias por mL foi observado ap6s um periodo de 48 horas. Para
este teste, as solugdes contendo a formulagdo com ou sem o peptideo e a
solucéo de fluconazol foram filtradas através de uma membrana de 0,22 mm,
na tentativa de evitar contaminacdo. Os processos infecciosos gerados por
Candida, albicans séo identificados a partir de uma concentragdo de 1x10° a
1x10” UFC/mL (FAKHIM et al., 2018). Portanto, no teste de morte celular, foi
simulada a acdo das formulagBes contra o processo invasivo realizado por
Candida albicans em uma concentracdo de 1x107 UFC/mL em adsorcédo aos

sistemas lipossomais e peptideo livre, como pode ser analisado na Figura 27.
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Figura 28. Ensaio de exterminio de Candida albicans (ATCC 10231) em lipossoma de adsor¢ao
PEGuilado vazio (PP-T), lipossoma associado a O0Whst-5 (PP-0W) e peptideo Owhst-5 livre
(OW), nos tempos de 1 hora e 30 minutos e apds 48 horas.

Fonte: Prépria autora, 2021.

Para analise de ensaio de morte foi observado que os lipossomas
PEGuilados geraram inibicdo no crescimento de Candida albicans de forma
superior a agdo do peptideo OWhst-5 e controle, ausente de agentes
antimicrobianos, apo0s 48 horas. Isso porque, em sistema fechado os
lipossomas podem alterar fatores de regulacdo celular, como a respiracao
celular, impedindo o crescimento celular. Para o peptideo livre a acdo
antifingica apresentou efeito apds 48 horas em comparagédo ao controle. No
entanto, a capacidade proteolitica de Candida albicans gerada por enzimas

como a familia das aspartato protease pode inibir acdo do peptideo através da
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clivagem das ligacdes peptidicas. Enquanto, a acdo do peptideo ao lipossoma
pode ser prolongada, devido a acao do polimero (PEG2000), o qual é capaz de
inibir parcialmente a agéo de enzimas. Basseti e colabodores (2020) relatam
que associacdo dos antimicrobianos podem ir além das melhorias
farmacocinéticas, pois, os lipossomas podem agir sobre mecanismos de
resisténcia como os biofilmes e agir como barreira contra a inativagcao das

substancias antimicrobianas.

4.6.4 Estudo de viabilidade celular por microscopia confocal

Através da microscopia confocal, foi possivel observar a acdo dos
sistemas lipossomais em diferentes fases da formacédo do biofilme. Foram
utilizados nesse estudo, a formulacdo PP sem o peptideo, PP-OWhst-5 e
fluconazol, principal antifungico comercial indicado para o tratamento da
candidiase. No periodo de 90 minutos, periodo necesséario para adesédo e
dimorfismo celular de Candida albicans, ndo houve inibicdo significativa para
nenhum dos agentes testados (Figura 28). No periodo de maturacéo do biofilme
(24 horas), foi possivel analisar que o lipossoma vazio e o fluconazol
apresentaram inibicdo semelhante no crescimento de C. albicans, o que indicou
interferéncia do sistema lipossomal no crescimento do fungo. No entanto,
guando os sistemas séo aplicados no inicio da adeséo até o periodo final de
maturacdo (48 horas), foi possivel observar que PP-O0Whst-5 e peptideo livre
geram alteracao no crescimento de C. albicans, superior aquela observado com

fluconazol.
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Figura 29. Analises de viabilidade celular e formacao de biofilme em adsorcao aos
sistemas lipossomais. As setas vermelhas indicam inibicdo no crescimento de Candida
albicans. (A) Crescimento da cepa de Candida albicans ATCC 10231 existente apos adsor¢ao
ao sistema lipossomal, peptideo livre e fluconazol com coloragéo de quitina por calcofluor-white:
(a) Efeito do PP vazio em 90 minutos de adsorcéo; (b) PP vazio na adsorcédo apés 48 horas;
(c) Acéo do PP vazio apés 24 horas; (d) PP-Owhst-5 em adsorcdo por 90 minutos; (e) Acdo
inibitéria em 48 horas; (f) Atividade inibitéria em 24 horas; (g) Atividade livre do peptideo Owhst-
5 em 90 minutos de contato; (h) Owhst-5 apés 48 horas; (i) Owhst-5 na adsorcao apés 24 horas;
(i) Acéo do fluconazol em 90 minutos: (k) Atividade do fluconazol em 48 horas; () Atividade do
fluconazol em 24 horas; (m) ATCC 10231 cultivado em meio RPMI-1640 tamponado com
Hepes em 90 minutos; (n) ATCC 10231 cultivado em RPMI-1640 apds 48 horas; (0) ATCC
10231 cultivado em 24 horas. (B) cepa ATCC 10231 cultivada em 48 horas

Fonte: Prépria autora, 2021.

4.6.5 Estudo de viabilidade celular por rezasurina

Para quantificar a acdo dos agentes PP, PP-OWhst-5, OWhst-5 livre e
fluconazol nas diferentes fases de crescimento de C. albicans, foi utilizado o
método colorimétrico de resazurina. A resazurina atua como um indicador de
viabilidade celular e, na presenca de células metabolicamente ativas,
desenvolve uma coloracdo caracteristica e quantificAvel. No periodo
estabelecido para adesdo (90 minutos), foi possivel observar que os
lipossomas vazios, assim como o peptideo livre, interferem na atividade
metabdlica de C. albicans, possivelmente desempenhando uma atividade
fungistética, na qual ndo ha morte celular, mas pode gerar desregulacdo dos
mecanismos relativos a respiracéo celular, sendo observado na Figura 29. A
analise relativa da maturacdo no periodo de 24 horas, todos os componentes
exibiram a mesma alteracdo na viabilidade celular em comparagao ao controle
de crescimento em RPMI-1640 tamponado com Hepes, pH 7,4. Na analise de
adesao e maturacéo do biofilme no periodo de 48 horas, foi possivel observar
gue o metabolismo do microrganismo permanece alterado para PP-OWhst-5 e
com leve aumento da viabilidade celular para OWhst-5 livre. Para PP vazio, a
viabilidade celular foi mantida em 100% e para fluconazol na concentragao de

256 pg/mL, foi proximo a 80%.
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Figura 30: Porcentagem de células viaveis de Candida albians apds aplicacdo dos sistemas
lipossomais, peptideo livre e fluconazol em diferentes tempos de maturacéo do biofilme.
Fonte: Prépria autora, 2021.

4.6.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A formagéao de biofilme de C. albicans submetida aos agentes PP vazio,
PP-OWhst-5 e OWhst-5 livre, foi monitorada por microscopia eletronica de
varredura. As imagens observadas no MEV forneceram informagdes sobre as
diferencas morfoldgicas celulares apds adsorcao aos sistemas, comparadas ao
controle contendo apenas o meio de cultura RPMI-1640 tamponado com
Hepes, pH 7,4, o qual formou um biofilme maduro constituido por uma densa
rede de células sem a presenca de hifas (Figura 30). Por outro lado, o
crescimento de C. albicans em contato com PP-OWhst-5 apresentou alteracao
morfolégica com presenca de hifas e aglomerados celulares menores do que o
observado no controle. A mesma alteragdo também foi obtida para PP, mas
ndo foi possivel notar a formacdo de hifas, j& que todas as células
permaneceram na forma de levedura e os aglomerados de células ocorreram
de forma espacada. Para o peptideo livre houve aglomeragdes de células com
a formacéo de pseudo-hifas. Apesar dos tratamentos de desidratacdo gerados

pela técnica, ndo houve desintegracao celular significativa.
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Figura 31. Microscopia eletrénica de varredura de ATCC 10231 para aproximacédo de 10
um apés 48 horas de crescimento. (A) Cepa cultivada em meio de cultura RPMI-1640; (B)
Crescimento do fungo na adsor¢édo de PP-Owhst-5; (C) Adsor¢éo ao lipossoma PP vazio e (D)
Adsorc¢do ao peptideo livre Owhst-5.

Fonte: Propria autora, 2021.

As andlises por MEV demonstraram que os agentes PP-OWhst-5 e
OWhst-5 livre comparados ao controle de crescimento em meio de cultura,
foram capazes de induzir a formacdo de clamidésporos e pseudohifas no
microrganismo. A transicdo morfolégica de levedura para pseudo-hifas e
clamidésporos pode ocorrer em condi¢des de baixa concentracao de oxigénio,
auséncia de nutrientes, baixo pH e baixas temperaturas (CALDERONE; FONZI,
2001), que no caso dos agentes testados, representa que 0S mMesmos

provocaram um stress significativo em C. albicans.
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4.6.7 Microscopia confocal e FITC

A técnica nao invasiva de microscopia confocal permitiu a obtencéo de
imagens de biofilmes intactos, permitindo avaliar a morfologia das células
dentro do biofilme. Em crescimento em RPMI-1640 tamponado com Hepes, pH
7,0, foi possivel observar uma arquitetura tipica de microcolénias com grande
heterogeneidade espacial (Figura 31). A presenca de isocianato de
fluoresceina foi inerente a formacdo de biofilme. Em relacdo a acédo do
fluconazol na concentracdo de 256 pg/mL, foi possivel observar que houve
inibicdo parcial do biofilme com espacamento entre as microcoldnias geradas
através de aglomerados celulares. Para o lipossoma PP e PP-OWhst-5, o
microrganismo foi capaz de gerar uma alta liberacdo de polissacarideos. No
entanto, ao comparar o crescimento de C. albicans na presenca de fluconazol,
foi obtido uma transi¢cdo morfolégica com formacéo de hifas para PP-OWhst-5,
outro fator observado nas analises de microscopia confocal envolvendo esses
dois agentes. No entanto, nas imagens aqui apresentadas, € possivel notar
menor quantidade de células, quando h& acdo do peptideo associada ao
lipossoma (PP-OWhst-5).

As emissfes de fluorescéncia emitidas por isocianato de fluoresceina
e concavalina A conjugada a tetrametilrodamina relevaram a capacidade de
associacdo dos sistemas lipossomais. Pois, 0 método aplicado gerou diluicao
de FITC para o controle em meio de cultivo e fluconazol, assim a imagem de
Merged geradas pela associacdo dos dois fluoréforos apresentaram baixa
intensidade para cor ver presente em isocianato de fluoresceina. No entanto,
as emissodes de isocianato de fluoresceina intensificaram quando foi realizada
a formacgdo dos lipossomas em tampao contendo o fluor6fo, também sendo

possivel observar na Figura 31.
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Figura 32. Formacé&o de biofilme em adsorc¢éo ao lipossoma PEGuilado. (A) Crescimento
em meio RPMI-1640 tamponado Hepes; (B) Atividade fluconazol 256 pug/mL; (C) PP-Owhst-5
em adsorcao a cepa ATCC 10231; (D) Lipossoma vazio em adsor¢éo a cepa ATCC 10231,
todas as analises realizadas apoés 48 horas.

Fonte: Propria autora, 2021.

Embora o mecanismo OWhst-5 associado ao lipossoma ainda nao
tenha sido elucidado na literatura, o aumento de contato nas membranas
células, liberacdo do peptideo nos biofilmes, a desregulacdo da cadeia
respiratoria, a microaerofilia podem ser fatores que contribuem para a morte
parcial das células virulentas de C. albicans.

Os resultados apresentados até aqui, evidenciam que o peptideo
OWhst-5 associado ao lipossoma de formulacdo PP, representa um agente
antifangico promissor para o combate a C. albicans. Também foi possivel
relacionar tal efeito desse sistema com a forma que o peptideo esta associado

ao lipossoma. Incialmente, acreditava-se que o peptideo pudesse estar
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internalizado na estrutura do lipossoma. Porém, com os resultados obtidos
neste estudo, foi possivel propor a hipétese de o0 mesmo estar associado entre
as lamelas lipossomais, mantendo sua estrutura relativamente preservada para
exercer sua funcdo. Nesse sentido, foi proposto um estudo por meio de
fluorescéncia para tentar elucidar tal hipotese.

De forma geral, o atual estudo permitiu identificar agdo antimicrobiano
do derivado e hst-5 associado a lipossomas de segunda geracgéo, 0s quais,
apresentam PEG na constituicdo. A utilizacdo deste polimero pode realizar
melhorias como aumento da circulacdo dos compostos associados e para
inibicdo da formacdo do biofilme de Candida albicans pode tornar uma
estratégia aplicavel devido ao tempo de maturacao do biofilme. Assim como os
mecanismos necessarios para acao do derivado de hst-5, o qual, age de forma
tempo-dependente e concentracdo-dependente, conforme salientado por
Vylkova e colaradores 2007, Puri e Edgerton, 2014.

Portanto, para melhor compreensao da associacao entre lipossomas e
peptideos antimicrobianos foram feitas as andlises de calorimetria diferencial
de varredura, dicroismo circular e fluorescéncia, as quais, contribuiram para a
hipotese da interacdo lamelar do peptideo aos lipossomas. A aplicacdo de
colesterol nas estruturas lipossomais foram capazes de gerar rigidez o
suficiente para alterar a composicao fisico-quimicas dos lipossomas e gerar
melhor estabilidade. Para a formulacdo PP, ausente de colesterol, as analises
fisico-quimica apresentaram resultados inferiores ao PPC, porém apresentam
estabilidade préxima a 40 dias.

As atividades antimicrobianas de curva de crescimento e curva de
morte (time kill) mostraram que o lipossoma vazio PPC apresentou atividade
superior aos demais sistemas. Na literatura os lipossomas PEGuilados ndo
apresentam atividades antimicrobianas, porém nos ensaios de Klepser e
colaboradores (1998) foi relatado que para as analises de time kill de Candida
albicans, os indculos iniciais devem ser superiores a 10000 células por mililitro.
Isto porque, in6culos iniciais de 100 a 1000 células por mililitro podem
apresentar morte celulares que ndo estdo presentes nas infeccoes em
humanos. Tais estudos corroboram para inibicdo de PPC observada para cepa
ATCC 10231.
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No entanto, a existéncia de indculos iniciais acima a 1000 células por
mililitro induziria a agregacao celular e consequentemente a formacéo do
biofilme, o que geraria dados distintos ao encontrados na concentragao
inibitéria minima (CIM). Devido a associacdo do peptideo aos lipossomas
PEGuilados, as concentracdes de Owhst-5 ndo podem ser alteradas. Assim,
para analise inicial da acdo dos lipossomas associados ao peptideo Owhst-5
foram aplicados os parametros estabelecidos em CIM90 com a utilizagdo do
padrao CLSI (2008) com baixa concentracao inicial de Candida albicans.

Com dados observados na curva de crescimento foi possivel obter que
PP e PP-OWhst-5 apresentaram atividade semelhantes a exercida pelo
peptideo livre, dessa forma foi prosseguido para 0s ensaios com alta
concentragdo de unidade formadora de col6nia por Candida albicans,
mimetizando a quantidade de unidades formadora de colénia em infec¢cBes de
mucosa. Através das analises da curva de morte foi possivel observar que os
lipossomas contribuem para atividade antifungica e devido a presenca de
constituintes lipidicos nos lipossomas levantou-se a hipbétese de que, em
sistemas fechados os lipossomas possam induzir a microaerofilia.

As baixas concentragdes de oxigénio resultam em estresse celular e
consequente morte das células e mudancas morfoldgicas. O que foi confirmado
com as imagens microscopia confocal com FITC e concavalina A conjugada a
tetrametilrodaminae e microscopia eletrénica por varredura. No qual, foi
observado a formacédo de clamiddsporos e formacao de hifas.

Viabilidade celular e analise confocal com calcofluor-white confirmam o
potencial das estruturas apos 48 horas de exposicao, ainda, que a diferenca
entre o peptideo e PP-Owhst-5 na viabilidade celular tenham diferencas
menores do que o observado nas unidades formadoras no ensaio de morte. A
analise do metabolismo celular demonstrada pela resazurina juntamente com
as inibicbes parciais observadas pela confocal também indicaram que os
sistemas propostos neste trabalho podem alterar as células presentes no
biofilme (UPPULURI et al., 2018).

Embora os principais mecanismos descritos para a histatina-5 e seu
derivado Owhst-5 sejam a desregulacédo da cadeia respiratoria e a formacao de

espécies reativas de oxigénio, uma pequena porcao (10%) do peptideo pode
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interagir com a membrana de Candida albicans e causar lise, assim o aumento
de contato a membrana do fungo pode aumentar a capacidade de lise por hst-
5 (MOCHON; LIU, 2008; JANG et al., 2010). Portanto, associacao do peptideo
OWhst-5 aos lipossomas PEGuilados, pode melhorar a capacidade
antimicrobiano do peptideo, por diferentes mecanismos como microarofilia, lise
celular e toxicidade gerado por espécies reativas de oxigénio, sendo capaz de

inviabilizar parcialmente a disperséo de células com capacidade de viruléncia.

5 Conclusdes

Neste estudo foi possivel concluir que a associacdo de peptideos
cationicos, especificamente, o derivado OWhst-5 em lipossomas PEGuilados
pode exercer melhor atividade inibitéria em Candida albicans, do que o
peptideo livre. Ainda, foi possivel analisar que o sistema PP gerou na cepa
ATCC 10231 de C. albicans, a qual é resistente ao fluconazol, modificacbes
estruturais que indicaram estresse ao fungo, sendo possivel observar nas
analises de microscopia eletrbnica de varredura e microscopia confocal as
alteracdes estruturais e morte parcial do fungo, que pode estar relacionada com
atividades regulatérias da respiracdo celular. Também foi observado que os
sistemas lipossomais sem associacdo ao peptideo, sdo capazes de interferir
no crescimento do microrganismo em concentracdes de unidade formadora de
colénia inferiores a 10000 células da levedura. Devido a complexidade do
biofime de Candida albicans em cavidade bucal a existéncia de sistemas
antifngicos, como o encontrado em PP-OWhst-5, pode implicar no futuro, o
desenvolvimento de novos meios terapéuticos para tratamento de candidiase,
gerados por cepas sensiveis ou que apresentem mecanismos de resisténcia

como a formacao de biofilme.
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