FARMACE,
K2 23

S
b“"y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

3
unesp :

vavaovavay | a0 ®

—JUIO DE MESQUITA FILHO” - CAMPUS DE ARARAQUARA

SOLIS DOMI SALUS

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

PRISCILA MARANGONI PORTO RICCIARDELLI

"AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE PEPTIDEOS DERIVADOS DA
HISTATINA-5 PARA O TRATAMENTO DE CANDIDOSE BUCAL "

ARARAQUARA

2016



PRISCILA MARANGONI PORTO RICCIARDELLI

"AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE PEPTIDEOS DERIVADOS DA
HISTATINA-5 PARA O TRATAMENTO DE CANDIDOSE BUCAL "

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado ao curso de graduacdo em
Farmacia-Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara,
da Universidade Estadual Paulista —Julio
de Mesquita Filho”, para obtengao do grau

de Farmacéutica-Bioquimica.

Orientador: Prof°. Dr°. Saulo Santesso Garrido

ARARAQUARA

2016



AGRADECIMENTOS
A Deus, por seu cuidado a cada dia, por capacitar-me e ajudar-me a superar
alguns medos, mostrando-me que sou capaz. Por ensinar-me a ter mais fé e por
todas as oportunidades que colocou em meu caminho. Toda honra e toda gloria
sejam dadas a Ele.

—Fudo posso naquele que me fortalece.” (Fp 4.13)

Ao meu marido, Bruno Ricciardelli, pela paciéncia, pelo cuidado e
principalmente pelo amor. Seu apoio foi e € essencial.

A minha familia, Gilson, Adriana e Guilherme Porto, pelo incentivo, por
sempre acreditarem no meu potencial, pelo apoio em todos os sentidos, emocional e
financeiro. Sem vocés, nada disso seria possivel.

As minhas amigas, Nicole Fernandes e Daniela Rodarte, que mesmo a
quildmetros de distancia, sempre se fizeram presentes em minha vida, e mais ainda
nesses seis anos de graduagao. Obrigada pela verdadeira amizade.

A futura doutora Aline Buda, que em meio a tantos desafios e dificuldades do
dia-a-dia, sempre esteve pronta para me ajudar e o melhor de tudo, descontrair o
meu dia. Obrigada pela amizade.

Ao meu orientador, Saulo Santesso Garrido, pela oportunidade de estagiar
no Laboratério de Bioquimica, pela paciéncia e disponibilidade. Obrigada pela

orientacao.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Mecanismo de ag¢do da Histatina-5 na Candida albicans. Histatina-5
permeia a membrana celular (A), € atraida para a mitocéndria (B), induz ao
langamento de ATP (C) e prejudica a respiragéo celular (E). Perda de ATP ativa um
mecanismo de morte celular (D). Histatina-5 gera espécies oxigénio reativas (G) e
detém a fase G1 do ciclo celular do nucleo (F).

Figura 2. Mecanismo de acdo: histatina-5 quela metais extracelulares
(micronutrientes) e proporciona um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento da
célula fungica (a esquerda); histatina-5 quela metais intracelulares e desregula a
homeostase celular, causando morte da Candida albicans (a direita).

Figura 3. Principio da Sintese Organica em Fase Sélida.

Figura 4. Teste de ninidrina demonstrando coloragdo da reagdo na presenca de
grupos aminas livres ou protegidas com o grupamento Fmoc.

Figura 5. Figura representativa do sistema utilizado para a sintese organica em fase
sélida e clivagem dos analogos peptidicos

Figura 6. Imagem de Histatina-5 no interior de blastésporos e hifas de Candida
albicans, obtida por microscépio de fluorescéncia (InCell Analyzer 2000 — GE Health

Care Bio-Sciences).

Quadro 1. Sequéncia de aminoacidos da estrutura primaria da Histatina-5 (Hst-5) e
derivados estruturais deste peptideo. (Hst-5'): contém carboxifluoresceina (CF) na
extremidade amino-terminal; (Hst-5GH): apresenta o aminoacido histidina (His) na
posicao dos residuos de glicina (Gly) da estrutura nativa; (Hst-5GH"): possui CF na

extremidade amino-terminal; (Hst-5SC): apresenta o aminoacido cisteina (Cys) na



posicado dos residuos de serina (Ser) da estrutura nativa; (Hst-5SC'): possui CF na
extremidade amino-terminal.

Quadro 2. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
peptideo Histatina-5SC, no Tempo 1 (acima) e Tempo 2 (abaixo). Nota-se o
mondmero da Histatina-5SC (pico a esquerda) e formacdo do dimero da Histatina-
5SC (pico a direita).

Quadro 3. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
peptideo Histatina-5, bruto (acima) e apos purificagado (abaixo).

Quadro 4. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
peptideo Histatina-5’, bruto (acima) e apds purificagédo (abaixo).

Quadro 5. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
peptideo Histatina-5GH, bruto (acima) e apds purificagdo (abaixo).

Quadro 6. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
peptideo Histatina-5GH’, bruto (acima) e apds purificagédo (abaixo).

Quadro 7. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
peptideo Histatina-5SC, bruto (acima) e apos purificagéo (abaixo).

Quadro 8. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
peptideo Histatina-5SC’, bruto (acima) e apds purificagao (abaixo).

Quadro 9. Espectro de massas da Histatina-5.

Quadro 10. Espectro de massas da Histatina-5'.

Quadro 11. Espectro de massas da Histatina-5GH.

Quadro 12. Espectro de massas da Histatina-5GH’.

Quadro 13. Espectro de massas da Histatina-5SC.

Quadro 14. Espectro de massas da Histatina-5SC’.



Quadro 15. Perfil do espectro de massas do peptideo Histatina-5SC dimero. Os
picos em destaque sdo referentes a a M/Z= 11 e M/Z=9 da massa do peptideo
(6102,8 g.mol™).

Quadro 16. Ensaio de atividade de crescimento de Candida albicans na presencga de
diferentes concentracdes dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC.
Quadro 17. Grafico dos resultados do ensaio de determinacdo da Concentracéo
Inibitoria Minima (CIM) dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC, no
crescimento de células plancténicas.

Quadro 18. Grafico dos resultados do ensaio de determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIMy) das células de biofiime de Candida albicans em contato
com solugcdes dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC em
diferentes concentracoes.

Quadro 19. Grafico dos resultados do ensaio de XTT em células de biofilme de
Candida albicans em contato com solugdes dos peptideos Histatina-5, Histatina-
5GH e Histatina-5SC em diferentes concentracdes.

Quadro 20. Avaliagao da citotoxicidade dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e
Histatina-5SC frente a fribroblastos de hamster (teste MTT).

Quadro 21. Grafico do ensaio do potencial Kiling dos peptideos Histatina-5,

Histatina-5GH e Histatina-5SC frente a culturas de Candida albicans.



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Pesos moleculares tedricos e obtidos por espectrometria de massas dos
analogos peptidicos sintetizados. Departamento de Bioquimica e Tecnologia

Quimica, Instituto de Quimica, UNESP-Araraquara. Realizada em 26 de Novembro

de 2013.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Hist 1: Histatina 1

Hist 2: Histatina 2

Hist 3: Histatina 3

Hist 5: Histatina 5

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

EROs: Espécies Oxigénio Reativas

Zn: Zinco

Ni: Niquel

Cu: Cobre

Ca: Calcio

Fe: Ferro

Sod5: Superodxido dismutase

SOFS: Sintese Organica em Fase Sélida

CIM: Concentracéao Inibitéria Minima

CIMy: Concentracéao Inibitéria Minima das Células de Biofilme
XTT: (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)
MTT: (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio brometo)
IC50: Concentragao necessaria para inibir 50% das células
ASD: Agar Sabouraud Dextrose

CF: Carboxifluoresceina

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt en st ssasanessassansnsanensans 12
2. OBUETIVOS ...ttt sttt a e bbb e st et et et et neens 21
3. MATERIAIS E METODOS .....ccoomieimmreemmeeesmeessseeesssesessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssasssssnees 21
3.1. Sintese, purificacdo e caracterizacdo da Histatina-5 e seus analogos peptidicos............c........ 21
3.2. Dimerizacdo da Histatina-5SC ........uuiiiiiiiie ettt e et e e e e rae e e e rae e s e e raee e ennes 25
3.3. Avaliacdo da Atividade Antifungica: Micro-organismos e Condi¢des de Crescimento.............. 27
3.4. Determinacao da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) das Células Planctonicas.................. 27
3.5. Determinacao da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM,) das Células em Biofilme ................. 28
3.6. ENSAI0 0B XTT 1.ttt ittt ettt ettt ettt e b e b e sat e st e et e e bt e sb e e s aeesabesabe e bt enbeeaneesmeeenseenseens 29
3.7. Contagem do NUmero de Colonias VIAVEIS ........ccccviieeeciiieecciee ettt ettt e e e 30
3.8. Ensaios de Citotoxicidade dos Peptideos EStudados .......ccccccuveeeeeciiieieciiee et 30
3.8.1. Cultura e ManutenGao das CEIUIAS........cceceieieirirese e 30
3.8.2. QUANtIfiCaGa0 dAsS CEIUIAS ..........cceviririereieieeeeeee e eneas 31

3.8.3. Contato da Solugéo de Histatina-5 e demais derivados peptidicos com as células

....................................................................................................................................................... 32

3.9. Avaliagdo da Atividade Mitocondrial (TEStE MTT) ..cccuueeiieeiieecreecree et et e e e 32
3.10. Killing Assay Candida @lbiCans .........cccccuiiiiiiiiiee ettt ee e e e sree e s e bae e e e 34
4. RESULTADOS E DISCUSSOES.......ocoooeeieeeeeeeeteeeeeesse e sesas s ssssss s s ssssnans 35
4.1. Sintese, purificagdo e caracterizagdo da Histatina-5 e seus analogos peptidicos................. 35
4.2. Avaliagdo da Atividade ANtiflngiCa.......cccouiiiiiiiiie e e e e 46
4.3. Determinacgao da Concentragao Inibitdria Minima (CIM) das Células Plancténicas.................. 48
4.4, Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM,) das Células em Biofilme.................. 49
4.5. Ensaios de XTT em Células de Biofilme ........coeeriiriiiiiiieeeceeeeeeeeee e 50
4.6. Avaliacdo da Atividade Mitocondrial (TESte MTT) ....ueiiiiciiieicciiee e e e 52
4.7. Killing Assay Candida albiCans ........ccuuuiiiiciiiieiiiie ettt e s et e e e sate e e e saraeeeeaes 53
5. CONCLUSAOQ ..ottt sa s sassnassensnennas 56

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooooiviveeeveeieeeeeeesssese s sssss s 57



7.

DADOS FINAIS



RESUMO

Os peptideos tém sido amplamente estudados e demonstrados como uma estratégia
promissora no combate a micro-organismos patogénicos, devido aos inovadores
mecanismos de agao que apresentam e a menor indugao de resisténcia nos micro-
organismos. Os peptideos da familia das Histatinas, naturalmente presentes na
saliva humana, sao os principais agentes que auxiliam na cicatrizagdo e oclusao de
feridas, re-epitelizacao e, além disso, dispdem de mecanismos de agao contra micro-
organismos, em especial, a Candida albicans. O agente etiolégico da Candidiose
bucal € a Candida albicans, um patdégeno de origem fungica, que acomete individuos
de todas as idades, individuos imunologicamente debilitados e, especialmente, os
usuarios de proteses dentarias. Um importante fator de viruléncia da Candida
albicans é a habilidade de formar biofilmes, estrutura comunitaria microbiana
revestida por exopolissacarideos, capaz de aderir-se a superficies lisas. Os biofilmes
associam-se com a capacidade de causar infecgbes, com o desenvolvimento de
resisténcia contra o sistema imune do hospedeiro e contra os antifungicos. O uso
indiscriminado e a exposi¢cdo prolongada aos antifungicos induz o surgimento de
resisténcia a esses medicamentos, além disso existem cepas de Candida albicans
resistentes ao tratamento com antifungicos azélicos. Devido a isso surge a
necessidade de desenvolvimento de novos alvos terapéuticos. O objetivo desse
estudo consiste no desenvolvimento de analogos da Histatina-5 com algumas
modificagdes estruturais, a fim de potencializar a acado terapéutica ja comprovada
dos peptideos da familia das Histatinas. A Histatina-5GH apresenta maior carga
positiva que os demais peptideos devido a troca de duas glicinas na estrutura da
Histatina-5 por duas histidinas. Por sua vez, a Histatina-5SC possui o residuo de

serina C-terminal substituido por um residuo de cisteina, o qual possui o grupo



sulfidrila em sua cadeia lateral, a fim de originar dimeros. Os peptideos foram
sintetizados manualmente pelo método de Sintese Organica em Fase Sdlida,
utilizando-se a estratégia Fmoc e partindo de Resina Wang como suporte polimérico.
A purificagdo ocorreu pelo método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), seguida de caracterizacdo dos mesmos em espectrometro de massas.
Acredita-se que essas modificagdes estruturais dardo origem a peptideos com maior
potencial terapéutico, reduzida indugdo de resisténcia nos micro-organismos, menor
toxicidade e consequentemente menos efeitos adversos, além de maior adesédo ao
tratamento pelos individuos acometidos pela Candida albicans, sendo um inovador e

promissor peptideo para o tratamento dessa patologia.

PALAVRAS-CHAVE: Histatinas, Candida albicans, Candidiose bucal, biofilmes.
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1. INTRODUGCAO

A Candida albicans € uma levedura com caracteristica diploide, podendo
apresentar dimorfismo fungico invertido. Ao contrario do que acontece com os
demais fungos, a Candida albicans encontra-se na natureza na forma leveduriforme
e torna-se patogénica quando na forma miceliana. Esse fungo apresenta diferentes
morfologias. Na fase unicelular, a levedura pode desenvolver brotos e originar hifas
verdadeiras. Entre as fases de broto e hifa, a Candida albicans pode apresentar a
forma de pseudo-hifa, isto €&, leveduras alongadas e unidas entre si. Essas
mudancas de morfologia sao induzidas por variagdes ambientais, principalmente de
pH e temperatura.

A cavidade oral é habitada por leveduras do género Candida, desde o
nascimento, em especial a Candida albicans. Elas habitam a cavidade bucal como
leveduras saprofitas e fazem parte da microbiota normal, mas assumem a forma
patogénica invasiva filamentosa quando expostas a algumas condig¢des.

Apesar de ndo ser uma enfermidade mortal, a candidiose oral pode causar
moléstias em diferentes niveis, ela interfere no paladar e na deglutigdo, reduzindo o
apetite, também é porta de entrada para outras complicacdes como: candidiose
orofaringeana, laringeana, esofagica e sistémicas.

A Candida albicans € um dos principais patdogenos de origem fungica que
acomete até mesmo os individuos mais saudaveis. Habita a superficie de mucosas,
tanto oral como vaginal, podendo disseminar na corrente sanguinea e conduzir a
infeccdes sistémicas, além de sensibilizar o sistema imune e prejudicar a microbiota
natural do organismo humano.

Alguns fatores de viruléncia estdo relacionados com a patogénese da

candidiose, como:
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e presenca de adesinas, da familia do gene ALS (agglutinin-like sequence),
responsavel por codificar glicoproteinas de superficie, associadas com a
adesao na superficie do hospedeiro;

e dimorfismo fungico: levedura, pseudo-hifa, hifa verdadeira e clamiconideos;

e mananas e manoproteinas: modulam o sistema imune do hospedeiro (ativam
e desativam);

e toxinas, como: candida-toxina;

e sobrevivéncia dentro de fagdcitos;

e adaptacao ao ambiente oxidativo;

e variacao de temperatura e pH,;

e sequestro do ferro a partir da transferrina, candidiose hematogénica
(BARBEDO & SGARBI 2010).

O numero de pessoas que sofrem com a candidiose bucal aumenta quando
levamos em conta alguns fatores que predispdem ao desenvolvimento do fungo,
como: extremos de idade (recém-nascidos e idosos), trocas de epitélio, tabagismo,
alteracbes hormonais e salivares, alteracdes de barreira de mucosa, alteracoes
nutricionais e imunoldgicas, portadores de AIDS, pacientes em terapia com
quimioterapicos e, em especial, usuarios de préteses dentarias (BARBEDO &
SGARBI 2010; VICENT et al. 2010).

As préteses dentarias, utilizadas em sua maior parte por idosos, tornam-se
verdadeiros reservatorios de Candida albicans quando a higiene oral é escassa. A
formacdo de biofilmes torna o grupo geriatrico mais susceptivel a irritagdo da
mucosa oral, infeccdes sistémicas e estomatites.

A natureza da superficie dessas proteses também esta associada as

propriedades do biofiime formado, como: a afinidade do micro-organismo pela
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superficie, a aderéncia do mesmo e a biomassa acumulada. Além disso, favorece a
reprodugado de determinada espécie de micro-organismo ou, até mesmo, a transi¢cao
de um estagio de vida para outro de maior viruléncia; no caso da Candida albicans,
a passagem da forma levedura para a forma de hifa, fendmeno possivel de ocorrer
principalmente em préteses formadas por hidroxiapatita (LI et al. 2010).

Os biofilmes sao caracterizados como uma estrutura microbiana comunitaria
capaz de aderir a superficies lisas, como proteses dentarias, e revestir-se em uma
matriz de material exopolissacaridico. A Candida albicans, em especial, produz mais
biofilmes que qualquer outra espécie de Candida, e quando comparada com outras
espécies, seu biofilme é constituido por uma camada basal de blastoconideos e uma
matriz densa de exopolissacarideos e hifas. A habilidade da Candida albicans em
formar biofilmes esta diretamente relacionada a capacidade de causar infecgoes,
sendo considerado um fator de viruléncia importante, uma vez que biofilmes
associam-se a resisténcia contra o sistema imune do hospedeiro e aos antifungicos.

A resisténcia aos antimicrobianos induzida por biofilmes esta associada a
limitada penetracdo de drogas na matriz, diferengcas fenotipicas devido ao
decréscimo de desenvolvimento ou falta de nutrientes, inducdo de superficies
expressas por genes de resisténcia (BARBEDO & SGARBI 2010).

A saliva contém mais de 1000 proteinas diferentes, € um fluido essencial para
a manutengdo da saude oral, secretada pelas glandulas salivares. Estudos
demonstram que a saliva é importante para a cicatrizacdo de feridas na boca,
fendbmeno até entao atribuido a presenca de fatores de crescimento.

Atualmente, tem-se também demonstrado que os peptideos da familia das
Histatinas (Hist 1, Hist 2 e Hist 3), também presentes na saliva, sdo os principais

agentes que auxiliam na atividade de cicatrizagdo de feridas. Em concentragdes de
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equilibrio homeostatico, elas possuem poder de ativagao celular, oclusido de feridas
e re-epitelizacgao.

A re-epitelizagcdo envolve interagao estereoespecifica com receptores de
membranas, sendo entdo sua quiralidade essencial para essa atividade. Esses
efeitos terapéuticos sdo essenciais para o tratamento da candidose bucal, uma vez
que ela causa irritagdo tecidual e, nos piores casos, infecgdes (POLLOCK et al.
1984).

Além disso, as Histatinas foram consideradas, por mais de trés décadas,
como substancias capazes de atuar contra micro-organismos (OUDHOFF et al.
2009).

Os peptideos antimicrobianos agem rapidamente, raramente induzem o
surgimento de resisténcia em micro-organismos, além de apresentarem amplo
espectro de acao (Denninson et al. 2007; McCubbin et al. 2011; Kamysz et al. 2006;
Pini et al. 2012).

Os mecanismos de agao dos peptideos antimicrobianos que envolvem a
ruptura da membrana celular, em geral, ocorrem por trés vias diferentes:

e ruptura da bicamada lipidica: os peptideos ligam-se fortemente na superficie
da membrana, até atingirem uma concentragao limiar, e entdo promovem uma
ruptura na bicamada lipidica, por meio da lise dos fosfolipideos que a
compdéem. Esse mecanismo ocorre independentemente da quiralidade na
qual se encontra o peptideo.

o formacao de poros na membrana celular: com uma conformagao helicoidal,
os peptideos agregam-se e adotam uma estrutura cilindrica numa posigao
perpendicular a membrana, e dessa forma abrem espagos entre os

fosfolipideos de membrana, mecanismo conhecido como —bael-stave”. Os



16

peptideos podem ainda ligar-se fortemente nas por¢des polares dos

fosfolipideos de membrana, promovendo uma torcdo da bicamada,

mecanismo conhecido como —torndal pore” (Ambroggio et al. 2005;

Fernandez et al. 2009; Castro et al. 2006).

e —pid clustering”. mecanismo que consiste na indugdo dos peptideos para
agrupar os componentes anidnicos de lipideos zwitteribnicos (Epand et al.

2010; Teixeira et al. 2012).

A Histatina-5, especificamente, tem como alvo a mitocondria da Candida
albicans. Apds cruzar a membrana plasmatica, a Histatina-5 € atraida para a
mitocondria devido a similaridades estruturais que possui com as pré-sequéncias da
mitocdndria; isso ocorre também devido a presenca do difosfatidilglicerol na
membrana da mitocéndria, um fosfolipideo de membrana carregado negativamente,
que atrai a Histatina-5, que por sua vez apresenta carga positiva, em diregcao a
mitocdndria (HELMERHOST et al. 1999). Ao ligar-se na mitocondria, a Histatina-5
induz o langamento de ATP para o citoplasma.

Estudos demonstram que quando exposta a Histatina-5, a Candida albicans
apresenta baixos niveis de ATP no meio intracelular e elevados no extracelular.
Observa-se que os nives de ATP ficam inalterados quando as células sao tratadas
com desacopladores de respiracido, cianeto seguido de exposi¢cao a Histatina-5, o
que indica que a respiracao € um fendbmeno essencial para o0 mecanismo de acao da
Histatina-5 (HELMERHOST et al. 1999; KOSHLUKOVA et al. 1999). Esses estudos
demonstram que ha uma relagdo entre a morte celular com o efluxo de ATP.
Acredita-se que o ATP extracelular ativa um receptor —prgenic-like”, o qual leva a

célula a morte, responsavel por seu efeito fungicida (KOSHLUKOVA et al. 1999).
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A perda de ATP, por si s0, é suficiente para causar morte celular, no entanto
estudos recentes demonstram que a atividade fungicida da Histatina-5 € mediada
também pela geracédo de espécies oxigénio reativas (EROs) (HELMERHOST et al.
2001). A Candida albicans, quando tratada com Histatina-5, induz a formacéo de
EROs, as quais podem comprometer a estrutura da membrana celular ou sua
funcdo, ou ainda induzir a dano letal no DNA. Também foi relatado a interferéncia no
ciclo celular da Candida albicans em presencga da Histatina-5, comprometendo as
células na fase G1 e, ao mesmo tempo, na regulagcdo do volume celular

homeostatico, tudo isso devido a perda de ATP (BAEV et al. 2002).

Figura 1. Mecanismo de agao da Histatina-5 na Candida albicans. Histatina-5 permeia a membrana
celular (A), é atraida para a mitocondria (B), induz ao langamento de ATP (C) e prejudica a respiragao
celular (E). Perda de ATP ativa um mecanismo de morte celular (D). Histatina-5 gera espécies

oxigénio reativas (G) e detém a fase G1 do ciclo celular do nucleo (F).

Histatin

Fonte: Kavanagh & Dowd (2004).
A Histatina-5 é capaz de ligar-se a metais naturalmente presentes na saliva,

como: Zn, Ni, Cu, Ca e Fe (GARHAMMER et al. 2005; MATOS DE SOUZA et al.
2008; MIKULEWICZ et al. 2012). Esse mecanismo desestabiliza a alfa hélice da

Histatina-5, o que gera consequéncias para a Candida albicans (BREWER et al.
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2000). A ligagao com o Zn, por exemplo, catalisa a fusao de lipideos de vesiculas e
aumenta a atividade bactericida da Histatina-5 (MELINO et al. 1999; RYDENGARD
et al. 2006). Enquanto a ligagdo com o Cu aumenta a producédo de perdxido de
hidrogénio (CABRAS et al. 2007; HOUGHTON et al. 2009; TAY et al. 2009) e,
consequentemente, a producédo de EROs.

O Zn e o Cu sado metais constituintes da superéxido dismutase (Sodb5),
enzima presente na mitocdndria da Candida albicans, e que podem ser quelados
pela Histatina-5, alterando a funcdo da Sod5. O Fe € um metal essencial para a
sobrevivéncia de organismos, pois € cofator de proteinas envolvidas na
transferéncia de elétrons, e por isso quando quelado pela Histatina-5 resulta em
importantes consequéncias para a sobrevivéncia da célula.

A Histatina-5 é capaz de quelar metais que sao micronutrientes importantes
para a sobrevivéncia das células, produzindo um ambiente com condigdes
nutricionais limitadas, o que interfere negativamente no desenvolvimento da Candida
albicans. Metais intracelulares também podem ser quelados, interferindo nas
funcdes vitais da célula fungica. A mitocdndria, por exemplo, € uma organela
sensivel as mudancgas de disponibilidade de Fe que, ao desestabilizar a homeostase
desse metal, causa a morte de células de Candida albicans. Outra questao
importante, € que o complexo Hist-5:Fe produz interagcbes que servem como fonte
para a geragdo de EROs, as quais oxidam importantes proteinas mitocondriais,

induzindo a morte celular (PURI et al. 2014).
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Figura 2: Mecanismo de acdo: Histatina-5 quela metais extracelulares (micronutrientes) e
proporciona um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento da célula fungica (a esquerda); Histatina-
5 quela metais intracelulares e desregula a homeostase celular, causando morte da Candida albicans

(a direita).

Mecanismo de quelar metais
Meio extracelular

Mecanismo de quelar metais
Meio intracelular

Deplegao de
nutrientes —

Desregulacao da
homeostase dos metais

Fonte: Adaptado de Puri & Edgerton (2014).

A Candida albicans é naturalmente sensivel as drogas antifungicas de uso
sistémico, no entanto a administragdo indiscriminada e a exposi¢cédo prolongada
induz o surgimento de resisténcia a esses medicamentos. Além disso, existem
formas clinicas de candidiose orais crbnicas resistentes ao tratamento com
antifungicos azdlicos. A partir disso, surge a necessidade de desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos, com diferentes mecanismos de acdo, inducdo de
resisténcia reduzida, com menos efeitos adversos e maior potencial terapéutico
(BARBEDO & SGARBI 2010; POLLOCK et al. 1984).

Os micro-organismos, como a Candida albicans, exibem pequeno e, em
alguns casos, nenhum mecanismo de resisténcia aos peptideos antimicrobianos,
sendo dessa forma vistos como uma promissora solugao contra a resisténcia aos
antibidticos (Dennison et al. 2007; McCubbin et al. 2011; Kamysz et al. 2006; Pini et

al. 2012).
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Estudos demonstram que os peptideos antimicrobianos sdo caracterizados
por apresentarem carga positiva e estrutura anfipatica. A glicina, presente na
Histatina-5, € um aminoacido que apresenta grupo R apolar e alifatico; enquanto a
histidina, presente na Histatina-5GH, possui grupo R carregado positivamente; a
troca de duas glicinas por duas histidinas dara origem a um peptideo (Histatina-
5GH) com carga ainda mais positiva. A Histatina-5 possui carga positiva de 5,6 em
pH 7,0; enquanto a Histatina-5GH apresenta, no mesmo pH, carga positiva de 5,8. E
importante ressaltar que a saliva humana possui pH em torno de 7,0 e que essas
serdo as cargas expressas por esses peptideos quando estiverem nesse fluido
biolégico, com isso espera-se maior potencial antifungico da Histatina-5GH
(WELLING et al. 2013).

A dimerizagao de peptideos tem-se apresentado como um caminho promissor
para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. A formacéo de dimeros
a partir de peptideos antimicrobianos tem apresentado excelentes vantagens
farmacotécnicas, como: o aprimoramento da atividade antimicrobiana e da
solubilidade dessas moléculas, a alteragdo de seu mecanismo de agao, além de
resisténcia a agdo de proteases. No entanto, sabe-se também que, em alguns
casos, a dimerizagado pode gerar moléculas com menor atividade antimicrobiana ou
com ganho de toxicidade (Yang et al. 2009; Zhu and Shin 2009b; Lorenzén et al
2012).

O fendmeno da dimerizagao também sera explorado nesse projeto. A troca de
uma serina na Histatina-5 por uma cisteina dara origem a Histatina-5SC, tanto serina
como cisteina possuem grupo R polar e ndo carregado. No entanto, a cisteina
possui grupamento sulfidrila, o qual sera oxidado a fim de formar ligagbes dissulfeto

com outro mondmero de Histatina-5SC, formando dimeros; uma vez que duas
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moléculas unidas (dimero) irdo interagir com a Candida albicans, espera-se
potencializar o efeito antifungico da Histatina-5SC (Hara et al. 2001; Dempsey et al.
2003; Pini et al. 2005; Dewan et al. 2009; Liu et al. 2010).

A boa solublidade em agua tanto da Histatina-5GH como da Histatina-5SC
também ¢é uma importante propriedade quimica dessas moléculas a ser
considerada, uma vez que esses peptideos sao projetados para serem

administrados pela via oral, a qual possui fluido biolégico abundante em agua.

2. OBJETIVOS

Avaliar a efetividade dos peptideos Histatina-5GH e Histatina-5SC dimero
contra os biofilmes de Candida albicans formados sobre a estrutura de préteses
dentarias removiveis, obviamente comparando-os com os efeitos do peptideo
Histatina-5 presente naturalmente na saliva humana; para que enfim possamos
avaliar o aumento ou reducao de atividade desses derivados estruturais com relacéo

a Histatina-5.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Sintese, purificacdo e caracterizacdo da Histatina-5 e seus anélogos
peptidicos
A sintese da Histatina-5 e seus derivados estruturais (Quadro 1) ocorreu

empregando-se o método de Sintese Organica em Fase Sdlida (SOFS).
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Quadro 1. Sequéncia de aminoacidos da estrutura primaria da Histatina-5 (Hst-5) e derivados
estruturais deste peptideo. (Hst-5'): contém carboxifluoresceina (CF) na extremidade amino-terminal;
(Hst-5GH): apresenta o aminoacido histidina (His) na posicdo dos residuos de glicina (Gly) da
estrutura nativa; (Hst-5GH'): possui CF na extremidade amino-terminal; (Hst-5SC): apresenta o
aminoacido cisteina (Cys) na posi¢éo do residuo de serina (Ser) C-terminal da estrutura nativa; (Hst-

5SC"): possui CF na extremidade amino-terminal.

(Hst-5) "NHz-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-His-Arg-Gly-Tyr-COO"

(Hst-5") CF-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-His-Arg-Gly-Tyr-COO"

(Hst-5-GH)"NH3-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-His-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-His-Arg-His-Tyr-COO"

(Hst-5-GH") CF-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-His-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-His-Arg-His-Tyr-COO"

(Hst-5-SC) "NH3-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Cys-His-Arg-Gly-Tyr-COO"

(Hst-5-SC") CF-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Cys-His-Arg-Gly-Tyr-COO

Fonte: Moffa (2013).

A técnica utiliza polimeros insoluveis (poliestireno) e consiste em manter os
peptideos em questdo ancorados a esses polimeros por meio de uma ligagao
covalente. Tais polimeros possuem regides de alta reatividade, conhecidas como:
sitio ativo, ligantes ou —ikers”, onde o substrato ficard ancorado. O uso de
polimeros insoluveis oferece uma grande vantagem, possibilita a lavagem da resina
e a remogao de solventes e reagentes sem perder o polimero, através de filtragéo a

vacuo (MARQUARDT & LIMA 2001).
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Figura 3: Principio da Sintese Organica em Fase Solida. P= Polimero; S= Substrato; M=

Modificagdes Quimicas; M-S= Produto da Sintese.

®+S—"®_S

insoltivel, insoltivel
quimicamente inerte

B oo s i ®

insoftivel softuvel insoltvel

Fonte: Marquardt & Eifler-Lima (2001).

A Sintese Organica em Fase Sodlida (STEWART & YOUNG; 1984; KENT,
1988; LOYD-WILLIAMS et al., 1997; AMBLARD et al.,, 2005) foi empregada
manualmente, de acordo com o protocolo padrdao, que emprega o grupamento base-
labil Fmoc como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-butilicos (t-Bu) para a
protecao das cadeias laterais de residuos de aminoacidos trifuncionais (FIELDS &
NOBLE, 1990).

Para essa sintese foi escolhida a Resina Wang com o primeiro aminoacido da
sequéncia previamente incorporado e com grau de substituicdo variavel, de acordo
com a sequéncia de cada peptideo a ser sintetizada, usando
Diisopropilcarbodiimida/1-hidroxibenzotriazol como agentes de condensacido. Na
etapa de acoplamento de cada aminoacido, foi empregado um excesso molar de 3
vezes, em relagdo a quantidade de Resina Wang de partida, tanto para o Fmoc-
aminoacido quanto para os agentes de condensacéo, inicialmente em DCM:DMF
(1:1), por um periodo de 2 horas. A desprotegdo dos grupos a-aminicos (remogao do
grupo base labil Fmoc), apés a entrada de cada aminoacido, foi realizada

empregando-se uma solugao de piperidina 20% (v/iv) em DMF. O emprego de
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solventes com diferentes polaridades € proposital, visa compactar e descompactar a

resina, de forma a expulsar impurezas presentes nos poros da estrutura polimérica.
A eficiéncia das etapas de entrada de cada aminoacido foi monitorada pelo

teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e, quando positivo, o processo foi repetido

com 50% da quantidade inicial dos reagentes.

Figura 4. Teste de ninidrina demonstrando coloragao da reagédo na presencga de grupos aminas livres

ou protegidas com o grupamento Fmoc.

O/\NHX A O/\N/FMOC
=" H

e, S (FMOC-CI) . -~ J

Teste positivo Teste Negativo

para Ninhidrina para Ninhidrina
(Violeta)

Fonte: Kaiser et al. (1970).

Acetilagdo, quando necessaria, foi feita com anidrido acético e
Diisopropiletilamina (10 equivalentes cada) em DMF, por 30 minutos. O uso de DMF
para acoplamento e desprotecdo deve-se ao rendimento maximo (95%) que a
associagdao da Resina Wang com esse solvente oferece durante a reacdo de
polimerizagao.

A clivagem final dos peptideos das respectivas resinas e a desprotecao dos
grupos protetores das cadeias laterais foram efetuadas pelo tratamento das
respectivas peptidil-resinas com uma solugéo de clivagem contendo TFA (94,5%),
agua deionizada (2,5%), EDT (2,5%) e TIS (0,5%), a 25°C por 3 horas. Peptideos,

denominados brutos, serdo precipitados e lavados com éter dietilico gelado e
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centrifugados (seis vezes), dissolvidos em solugdo aquosa de acido acético 10% e
liofilizados.

A purificagcdo dos peptideos foi feita por Cromatografia Liquida de Média
Eficiéncia (CLME-Beckman), usando uma coluna de fase reversa Jupiter C18 (250 x
10 mm; 5 pym; 300 A) com um gradiente convexo de componente organico
(acetonitrila; agua; 0,04% TFA) variavel, fluxo de 4,0 mL/min e deteccdo a 220 nm.
CLAE analitica sera feita em um cromatdgrafo Shimadzu, empregando uma coluna
de fase reversa SCL-10AVP C18 New column (150 x 4,6 mm; 5 um; 300 A), com um
gradiente linear de 1 a 50% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA) em 15 minutos, fluxo de 1,0 mL/min e deteccédo a 220 nm.

A caracterizacdo dos produtos, apos a purificagao, foi realizada através da
determinacédo da massa molecular dos mesmos, empregando espectrometria de
massas (modo eletrospray positivo - ES/MS™). Espectrémetro de massas Bruker,
modelo Amazon-ion trap, operando em modo eletrospray positivo, acoplado a
sistema de Cromatografia Liquida de Ultraperformance (UFLC) Shimadzu,
configurando um sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrébmetro de

massas (LC/ESI-MS).

3.2. Dimerizag&o da Histatina-5SC

Utilizou-se 350mg de Histatina-5SC e 8ml de solugcdo NaOH de pH 7,6. A
solucado permaneceu sob borbulhamento de ar sob agitagdo branda, através de um
agitador magnético, por 72hs em camara fria, a 5°C. Durante o procedimento, a
solucao foi sempre mantida em pH entre 7,5 e 8,5.

A reacao foi acompanhada em CLAE analitica, (cromatégrafo Shimadzu,
empregando uma coluna de fase reversa SCL-10AVP C18 New column (150 x 4,6

mm; 5 um; 300 A), com um gradiente linear de 1 a 50% de solvente B (A: agua,
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0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 15 minutos, fluxo de 1,0 mL/min e detecc¢éo
a 220 nm). Nessa fase, observou-se a redugéo do primeiro pico (tempo de retengéo:
6,978 minutos), referente a Histatina-5SC (mondmero); e formag¢ao do segundo pico

(tempo de retengdo: 7,610 minutos), referente ao dimero da Histatina-5SC, de

acordo com o quadro 2, abaixo.

Quadro 2: Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o peptideo Histatina-

5SC, no Tempo 1 (acima) e Tempo 2 (abaixo). Nota-se o mondémero da Histatina-5SC (pico a

esquerda) e formagéo do dimero da Histatina-5SC (pico a direita).

] mondmero
0,02
® ' .
° 0,01 4 dimero
S | V4
0005 JL
0 10 20 30
Minutes
0,050
[72] |
=
S 0,025
> I
0,000 A
T T
0 10 20 30
Minutes

Fonte: Elaborado pela autora.



27

3.3. Avaliacdo da Atividade Antifungica: Micro-organismos e Condi¢cdes

de Crescimento

Para avaliar a atividade antifungica da solugdo de Histatina-5 (Hst-5) e de
seus derivados estruturais Histatina-5GH e Histatina-5SC, foi utilizado o micro-
organismo C. albicans (ATCC 90028). A espécie de Candida foi semeada em meio
de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com cloranfenicol, a 37 °C, por 48 horas.
Em seguida, duas algadas da levedura recém cultivada foram transferidas para o
meio Yeast Nitrogen Base (YNB) com 50 mM de glicose. A espécie cultivada foi
centrifugada a 5.000 x g por 5 minutos e lavada duas vezes com solugdo salina
divisora de fosfato estéril (PBS -NaCl 100 mM, NaH,PO,4 100 mM, pH 7,2) e agitada
por 15 segundos. As células de Candida foram entdo re-suspensas em RPMI. As
densidades opticas da suspensdo de Candida foram padronizadas na concentragao
de 1 x 107 células/ml para os testes de células planctonicas e de biofilmes (THEIN et

al. 2007).

3.4. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das Células

Planctonicas

A determinacdo da Minima Concentragdo Inibitoéria (CIM) foi realizada em
placas de cultura de 96 orificios, de acordo com 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.). Os valores de CIMs foram
determinados por incubacgéo estatica das suspensdes do micro-organismo, por 24
horas a 37 °C, expostos ao contato com a solu¢ao de Histatina-5 e dos derivados, a
qual é constituida pelo peptideo concentrado e meio de cultura RPMI, em diferentes

diluicdes (100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56%; 0,78%). Apos 24 horas de
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contato, o valor da CIM foi determinado como a menor concentragao da solugao de
Histatina-5 e dos demais peptideos que inibiu 0 crescimento de micro-organismos
observado pela turvagdo ou ndo do meio de cultura. A seguir, uma aliquota de cada
orificio foi diluida e plaqueada para determinagcado da concentragdo minima fungicida
pela contagem do numero de coldnias viaveis. As analises foram realizadas em

triplicata e em trés ocasides distintas.

3.5. Determinacédo da Concentracao Inibitéria Minima (CIMy) das Células

em Biofilme

Biofiimes de Candida foram formados em placas de cultura de 96 orificios.
Aliquotas de 200ul das suspensdes de Candida padronizadas foram transferidas
para orificios da placa de cultura e incubadas por 90 minutos (fase de adeséo), a 37
°C, em um agitador orbital (75 rpm). Apds esse periodo, os orificios foaram lavados
cuidadosamente com 300 pL de PBS estéril. Em seguida, meio de cultura (RPMI), foi
adicionado nos orificios e mantido por 48 horas, em um agitador orbital (37 °C; 75
rom), para desenvolvimento dos biofilmes. Apds a formacgéao dos biofilmes, a solugao
de cada peptideo foi diluida (100%; 50%; 25%; 12,5%; 6,25%; 3,12%; 1,56; 0,78%)
em solucao salina divisora de fosfato estéril (PBS; NaCl 100 mM, NaH,PO4 100 mM,
pH 7,2), obtendo-se, assim, varias concentragdes da solucdo avaliada. Essas
solugdes foram mantidas em contato com os biofilmes formados por um periodo de
24 horas, a 37 °C. Apos esse periodo, o valor da CIM, foi determinado como a
menor concentracado da solugao de Histatina-5 que inibiu o crescimento de biofilmes
observado pelo ensaio de XTT e pela contagem do numero de colbnias viaveis. As

analises foram realizadas em triplicata e em trés ocasides distintas.
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3.6. Ensaio de XTT

O ensaio de XTT foi realizado para avaliagdo do crescimento dos micro-
organismos (células planctonicas e biofilmes) apds contato com varias
concentragdes da solugdo de peptideos avaliados. O XTT (sal amarelo) é reduzido,
por enzimas presentes nas células metabolicamente ativas, em um produto soluvel
em agua — formazano, o qual € medido espectrofotometricamente. Para esse
ensaio, a solugdo de XTT (Sigma ChemicalCo., St. Louis, Mo, USA) foi preparada
utilizando-se agua ultra pura, a uma concentragdo de 1Tmg/ml e mantida a -70 °C até
o momento dos experimentos. A solugdo de menadiona foi preparada em acetona a
0,4 mM, imediatamente antes de cada experimento. A solucdo de XTT preparada
em todos os experimentos consiste de PBS com 200 mM de glicose, solugéo de XTT
previamente preparada e menadiona, na seguinte proporgao: 158 pl, 40 yl; e 2 pl,
respectivamente. Para os testes de CIM das células planctdnicas, as suspensdes de
micro-organismos apos contato com as solugdes de Histatina-5, foram transferidas
para microtubos e centrifugadas (5.000 x g por 2 min) para descarte do
sobrenadante. Em seguida, a solugdo de XTT foi adicionada nos microtubos que
foram entado incubados, a 37°C, por 3 horas. Apds esse periodo, aliquotas de 200 l
do produto da degradacdo do XTT (sobrenadante) foram transferidas para orificios
de uma placa de cultura de 96 orificios. Para os testes de CIM realizados em
biofilmes, a solugcao de XTT foi preparada e adicionada nas préprias placas de 96
orificios contendo os biofilmes. Essas placas foram entdo incubadas, a 37°C, por 3
horas. Os resultados da reagdo quimica do ensaio de XTT (absorbancia) foram

medidos utilizando-se o espectrofotdbmetro com filtro 492 nm.
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3.7. Contagem do Numero de Colbnias Viaveis

Para a quantificacdo das células, as placas de 96 orificios utilizadas nos
testes de adesédo e formacdo de biofilme foram sonicadas em ultrassom para o
desprendimento das células. Em seguida, o processo de diluigdo seriada foi
realizado em solugao salina estéril por meio da transferéncia de aliquotas de 100 pl
da solugao original. As diluicées de 10" a 10™ foram obtidas e quatro aliquotas de
10 ul de cada diluigdo foi semeada em uma placa de Petri contendo SDA. A seguir,
todas as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Apos esse periodo, as placas
foram posicionadas sobre um contador de colénias digital e o numero de colbnias
determinado. Os numeros de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml)
foram calculados de acordo com a seguinte formula: UFC/ml = numero de coldnias x
10" / g. Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluigdo escolhida (de 0 a 4)
e q equivale a quantidade, em ml, semeada de cada diluigdo nas placas (0,010 ml =

10 pl).
3.8. Ensaios de Citotoxicidade dos Peptideos Estudados

3.8.1. Cultura e Manutencéao das Células

O efeito citotoxico da solucdo de Histatina-5 e dos derivados estruturais
Histatina-5GH e Histatina-5SC, foi avaliado pelo método de cultura de células.
Dessa forma, fibroblastos de hamster (L929 — Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo — SP -
Brasil) foram propagados em meio de cultura de DMEM suplementado com 7,5% de
soro fetal bovino e 80 ug/ml de gentamicina. O cultivo das células foi realizado em
frascos para culturas de células com tampa contendo um filtro que permite a
passagem de CO, (Costar, Corninglncorporated, Corning — NY — USA). Esses

frascos foram incubados em estufa para cultura de células (Forma Scientific,
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Marietta — OH — USA) com fluxo de 5% de CO,, a temperatura de 37°C e ambiente
com umidade controlada.

Para a manutencao da cultura, as células foram repicadas para novos frascos
apos periodos de trés dias de incubagao, até que se procedesse ao teste de
citotoxicidade. Para isso, foi colocado 1 ml de tripsina com a finalidade de
desagregar as células da parede do fundo do frasco e obter uma suspensao. Dessa
suspensao de células, cada 1 ml foi colocado em novo frasco, sendo acrescidos 9 ml
de meio de cultura suplementado, com o auxilio de uma pipeta graduada e um
pipetador automatico. Cada frasco foi, entdo, tampado e levado a estufa para a
formacgao de nova confluéncia de células.

E importante salientar que todos os procedimentos foram realizados em area
asséptica dentro da capela de fluxo laminar previamente desinfetada com alcool
70% e radiagao ultravioleta. Além disso, os materiais utilizados, com exceg¢ao das
células, foram esterilizados previamente em luz ultravioleta durante 20 minutos

dentro da capela de fluxo laminar.

3.8.2. Quantificacdo das Células

Para a realizagao dos testes de citotoxicidade, uma suspenséo de 1,0 x 10°
células/mL de meio de cultura foi preparada. Para isso, as células foram descoladas
do fundo da garrafa colocando-se tripsina. Em seguida, essa suspensao foi colocada
em um tubo de 15 mL e levada para centrifuga (Fanem Ltda, Sdo Paulo — SP —
Brasil), por 10 minutos a 1.500 rpm, com o objetivo de precipitar as células.
Posteriormente, dentro da capela de fluxo laminar, o sobrenadante foi desprezado e
1 mL de meio de cultura DMEM, suplementado com 7,5% de soro fetal bovino e 80
Mg/mL de gentamicina, foi acrescentado e as células misturadas a ele. A partir dai,

10 uL foram retirados e adicionados a 90 yL de corante azul de Tripan (Merck -
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Industrias Quimicas Rio de Janeiro — RJ — Brasil). Dessa solugdo, 10 pyL foram
removidos e introduzidos na caémara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco,
Hamburg — Alemanha) onde, entdo, as células viaveis foram contadas com a
utilizacdo de um microscoépio 6ptico (Nikon — modelo YS 100, Tokyo — Japao) com
aumento de 40x. Em seguida, a suspensao foi ajustada a uma concentragao de 1,0
x 10° célulasimL de meio de cultura para posterior utilizacdo no teste de

citotoxicidade, variando-se apenas o volume da suspenséo.

3.8.3. Contato da Solucéo de Histatina-5 e demais derivados peptidicos

com as células

A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT que tem
como principio a reducéo do sal MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio
brometo), pela desidrogenase mitocondrial das células vivas (descrito a seguir).
Posteriormente, as concentragdes (IC50) da Histatina-5 e demais derivados
peptidicos, diluidas em meio de cultura, foram aplicadas diretamente sobre as
células previamente cultivadas em placas de 24 compartimentos. Os extratos
permaneceram em contato com as células pelo tempo adicional de 24 horas em
incubadora, na temperatura de 37° C com 5% de CO;, e 95% de ar. Nas mesmas
condicbes experimentais, compartimentos da placa contendo células e meio de

cultura sem peptideo foram utilizados como controle.

3.9. Avaliacdo da Atividade Mitocondrial (Teste MTT)

Por esta técnica, o sal MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazdlio
brometo) é incorporado a cultura de células. A enzima desidrogenasesuccinica das
células viaveis reduzem o MTT, produzindo cristais de formazan cor azul,

determinando, dessa forma, valores relativos a intensidade da cor azul em
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espectrofotdmetro especifico com comprimento de onda determinado. Quanto maior
a atividade mitocondrial, maior sera a concentracdo do composto azul produzido e,
assim, maior o numero de células viaveis. Para a realizagcao do teste, 100 uyL da
suspensdo composta de 1,0 x 10° células/mL, foram colocados em cada
compartimento de uma placa com 96 orificios, incubada em estufa com 5% de CO,
a 37°C por 24 horas. Apo6s tal periodo de incubagdo, o meio de cultura foi
desprezado, permanecendo as células aderidas no fundo da placa, e 50 pl de meio
de cultura novo foram colocados em cada orificio da placa juntamente com 50 pL da
solucado de Histatina-5 ou dos demais derivados peptidicos, sendo incubada por 24
horas em estufa com 5% de CO,, a temperatura de 37°C. Para cada grupo
experimental, foram destinados quatro compartimentos da placa (analise em
quadruplicata). Quatro orificios da placa ndo receberam o extrato contendo solugéao
de peptideo e receberam apenas 100 pL de meio de cultura novo suplementado com
7,5% de soro fetal bovino e 80 ug/mL de gentamicina (grupo controle negativo).
Ap0s o periodo de incubagéo de 24 horas, 10 pL de sal metiltetrazolium (MTT) foram
adicionados a cada orificio da placa, a qual permaneceu incubada por um periodo
de 3 horas, a 37°C, para a formacao dos cristais de formazan, decorrentes da
atividade mitocondrial. Em seguida, 100 yL de DMSO foram adicionados a cada
orificio da placa, a qual foi agitada levemente até ocorrer a dissolugéo dos cristais de
formazan. Posteriormente, a analise da atividade mitocondrial foi feita em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm. E importante ressaltar,
também, que todos os procedimentos foram realizados duas vezes em dias
diferentes. Dessa forma, cada condicdo experimental ficou com um numero de oito

réplicas.
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3.10. Killing Assay Candida albicans

Esse ensaio visa quantificar a morte de células de Candidas albicans em
condi¢cbes desfavoraveis de crescimento contendo, por exemplo, agentes fungicidas
como os peptideos aqui estudados. Para isso, preparou-se solugao estoque de cada
peptideo na concentragao 2 mg/mL com tampao fosfato de potassio pH 7,0. Em uma
microplaca adicionou-se 20 pL da solugao estoque de cada peptideo, em duplicata.
Em seguida, diluiu-se os peptideos com o0 mesmo tampao na proporgao de 1:1, com
auxilio de micropipeta multicanal.

Separadamente, em um tubo de ensaio, colocou-se a solugdo tampao usada
na diluicado dos peptideos e, com uma alg¢a de drigalski, adicionou-se o conteudo do
toque de 5 colbnias de células de Candida albicans que estavam em incubacao
durante dois dias, a 30°C, em Agar Sabouraud Dextrose (ASD).

Apo6s homogeneizagédo da suspensao de células do tubo, adicionou-se 50 pl
da suspensao de levedura nos pocinhos da microplaca contendo as solugdes de
peptideos e nos controles. As placas sdo cobertas com plastico e tampa para evitar
a evaporacao e incubadas por 1 hora e meia, a 37°C.

Durante esse periodo, adicionou-se 9 mL de PBS (1L de tampéao fosfato de
potassio 10 mM e 9 g NaCl) em 48 tubos de ensaio esterilizados e nos tubos
controle.

Apés o periodo de incubacéao, pipetou-se 50 uL de cada poco da microplaca
no tubo correspondente, devidamente numerado, contendo 9 mL de PBS estéril e
agitou-se no vortex. Em seguida, pipetou-se 25 uL de cada tubo nas placas de ASD
correspondentes espalhando as células pelas placas com uma bagueta de vidro.

Cada placa foi incubada em estufa por 48 hs, a 30°C.
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Em seguida, fez-se a contagem das células em cada placa. A porcentagem
de viabilidade celular € determinada comparando o numero de células viaveis nas
placas com a média do numero de células presente em trés controles positivos de

crescimento.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Sintese, purificacdo e caracterizacdo da Histatina-5 e seus analogos
peptidicos
A sintese da Histatina-5 e seus analogos peptidicos foram realizados pelo
método de Sintese Orgéanica em Fase Sdlida, de acordo com a metodologia descrita
no item 3.1. E a clivagem de cada um deles também ocorreu conforme descrito
nesse mesmo item. O sistema utilizado para a sintese de peptideos, assim como

para o acoplamento de CF esta esquematizado na Figura 5.

Figura 5. Figura representativa do sistema utilizado para a sintese orgénica em fase sdlida e

clivagem dos analogos peptidicos.

~a
bagueta de agitacao
seringa de

polipropileno ~—

filtro de l——  peptidil-resina
polietileno »
poroso

——»p» torneira

vacuo

——p  frasco coletor de
residuos

Fonte: Garrido (2007).
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Partiu-se de 250mg de resina: Fmoc-Tyr-Wang (tbu), Nova Biochem, com

grau de substituigdo inicial de 0,76mmol/g e escala de 3 equivalentes de excesso

molar (0,57mmol), para a sintese de cada analogo peptidico.

Histatina-5: houve um ganho de massa de 0,9100 g, o que corresponde a
uma massa final de 1,1600 g de peptidil-resina.

Histatina-5’: utilizou-se 200 mg da Histatina-5 para o acoplamento de
carboxifluoresceina, a qual foi posteriormente clivada.

Histatina-5GH: houve um ganho de massa de 0,8027 g, o que corresponde a
uma massa final de 1,0527 g de peptidil-resina. Foi utilizado 500 mg de
Histatina-5GH para a clivagem.

Histatina-5GH’: utilizou-se 200 mg da Histatina-5GH para o acoplamento de
carboxifluoresceina, a qual foi posteriormente clivada.

Histatina-5SC: houve um ganho de massa de 0,8590 g, o que corresponde a
uma massa final de 1,1090 g de peptidil-resina. Foi utilizado 500 mg de
Histatina-5SC para a clivagem.

Histatina-5SC’: utilizou-se 300 mg da Histatina-5SC para o acoplamento de

carboxifluoresceina, a qual foi posteriormente clivada.

Os produtos obtidos do processo de clivagem foram liofilizados e

posteriormente analisados por CLAE em escala analitica, nas condi¢cbes descritas

no item 3.1., a fim de se obter o perfil dos peptideos no estado bruto.

Basendo-se no tempo de retengdo e porcentagem de solvente obtidos na

analise por CLAE foram definidas as condicdes relativas a concentragao de solvente

para purificagdo dos peptideos em escala semi-preparativa (CLME), coletando-se as

fragdes correspondentes a cada peptideo. Tais fracbes foram analisadas novamente
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em escala analitica, nas mesmas condi¢des, a fim de se juntar aquelas fragdes que
representavam os peptideo correspondentes; o objetivo dessa etapa € obter os
peptideos no estado mais puro possivel. Os graficos que representam as
cromatografias desta etapa de purificagao estao representados nos Quadros 3, 4, 5,

6,7e8.

Quadro 3. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o peptideo Histatina-5,
bruto (acima) e ap6s purificagao (abaixo).
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Quadro 4. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o peptideo Histatina-

5’, bruto (acima) e ap6s purificagéo (abaixo).
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Quadro 5. Perfis cromatogréficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o peptideo Histatina-

5GH, bruto (acima) e ap6és purificagao (abaixo).
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Quadro 6. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o peptideo Histatina-
5GH’, bruto (acima) e apods purificagédo (abaixo).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quadro 7. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o peptideo Histatina-
5SC, bruto (acima) e apds purificagao (abaixo).
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Quadro 8. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o peptideo Histatina-
5SC’, bruto (acima) e ap6és purificagédo (abaixo).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A Histatina-5 e seus analogos peptidicos foram caracterizados, apos

purificacdo, por determinacdo da massa molecular dos mesmos, empregando-se

espectrometria de massas (ES-MS positivo) por injecao direta da amostra. O objetivo

dessa etapa consiste em verificar se cada fragao isolada no processo de purificagao

corresponde de fato ao peptideo de interesse. Os espectros de massas para cada

um dos peptideos caracterizados sao apresentados nos Quadros 9, 10, 11, 12, 13,

14 e 15.
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Quadro 9. Espectro de massas da Histatina-5.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quadro 10. Espectro de massas da Histatina-5’.
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Quadro 11. Espectro de massas da Histatina-5GH.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Quadro 12. Espectro de massas da Histatina-5GH’.
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Fonte: Elaborado pela autora.



Quadro 13. Espectro de massas da Histatina-5SC.
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Quadro 14. Espectro de massas da Histatina-5SC’.
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Quadro 15. Perfil do espectro de massas do peptideo Histatina-5SC dimero. Os picos em
destaque s3o referentes a a M/Z= 11 e M/Z=9 da massa do peptideo (6102,8 g.mol™).
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Para exemplificar a aplicagdo desta técnica para caracterizagdo dos

peptideos, utilizaremos o Quadro 9 que corresponde ao espectro de massas da

Histatina-5. No quadro sao destacados os picos correspondentes as fracbes de

numero de massa (relagdo massa/carga, ou m/z) da Histatina-5. O Peso Molecular

(PM) da Histatina-5 corresponde a 3036,29, portanto os picos em destaque

correspondem, respectivamente, a m/z=5 e m/z=4. Dessa forma, se dividirmos o PM
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pelas fracbes de massa, obteremos os valores correspondentes aos indicados nos
picos.

Sendo assim, podemos observar na Tabela 1 os valores correspondentes aos
pesos moleculares tedricos de cada um dos analogos peptidicos e os obtidos por

espectrometria de massas.

Tabela 1. Pesos moleculares tedricos e obtidos por espectrometria de massas dos analogos
peptidicos sintetizados. Departamento de Bioquimica e Tecnologia Quimica, Instituto de Quimica,

UNESP-Araraquara. Realizada em 26 de Novembro de 2013.

Analogo peptidico Massa molecular tedrica ES m/z (MW)
(g/mol)
Histatina-5 3036,33 3040,8
Histatina-5’ 3665,65 3666,5
Histatina-5GH 3196,51 3199,2
Histatina-5GH’ 3554,83 3559,0
Histatina-5SC 3058,47 3058,2
Histatina-5SC’ 3416,79 3417,4

Fonte: Elaborado pela autora.

Como pode ser observado, os valores obtidos por espectroscopia de massas
muitas vezes podem variar com os valores tedricos. Este fato estd associado a
presencga de protons disparado pelo equipamento (modo eletrospray positivo) para a
fragmentacdo da molécula e consequente analise do peso molecular deste
fragmento. Nestes casos, as massas desses protons, que corresponde a 1, sédo

somadas ao peso molecular do fragmento analisado.
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De acordo com os resultados obtidos no espectrémetro de massas, pode-se
comprovar o sucesso da sintese e purificagcdo da Histatina-5 e seus analogos

peptidicos.

4.2. Avaliacao da Atividade Antifungica

E possivel observar nos resultados apresentados no Quadro 16, que a
atividade antifungica que a Histatina-5 e os derivados estruturais Histatina-5GH e
Histatina-5SC nao apresentam consideravel inibicdo de crescimento das células de
Candida albicans até uma concentragdo de 52 ug/ml, uma vez que manteve-se
relativamente constante com relacdo aos Valores Logaritmicos de UFC/mL. Por
outro lado, no intervalo de concentracdo entre 52 - 208 ug/mL de cada um dos
peptideos estudados nota-se uma queda significativa na viabilidade das células de
Candida albicans, que vai de logo 6,25 UFC/mL a logio 5,86 UFC/mL para
Histatina-5; e de logty 6,28 UFC/mL a logio 5,79 UFC/mL para Histatina-5GH e
Histatina-5SC.

Em concentracbes maiores de cada peptideo, observa-se novamente a
ineficiéncia no controle de crescimento do micro-organismo. Este fato pode ser
explicado pelo aumento da insolubilidade dos peptideos, quando em concentragdes

elevadas, no meio de cultura complexo utilizado no ensaio.
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Quadro 16. Ensaio de atividade de crescimento de Candida albicans na presenga de

diferentes concentragdes dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC.
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Fonte: Moffa (2013).

Mesmo com as modificacbes estruturais propostas neste estudo, nao foi
possivel notar um aumento significativo de potencial antifungico dos analogos
estruturais da Histatina-5, comparado com a molécula nativa. Mesmo com o
aumento da carga positiva efetiva do analogo Histatina-5GH, o mesmo demonstrou
uma grande semelhanca no controle de crescimento de Candida albicans.

No caso do andlogo Histatina-5SC, mesmo a cisteina sendo um aminoacido
mais polar que a serina original, esta diferenga de polaridade nao foi suficiente para
um ganho de eficiéncia antifungica. No entanto, esperamos que a forma dimérica

deste peptideo, apresente um potencial diferenciado em tal atividade.
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4.3. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das Células
Planctonicas

Os resultados apresentados no Quadro 17 mostram que a concentragédo
inibitéria minima para os trés peptideos em estudo foi de 104 pg/mL. A partir desta
concentracdo, observa-se uma diminuicdo da absorbancia do meio, indicando a
diminuicao de crescimento celular em fungao da presenca dos inibidores.

E possivel notar ainda que na faixa de concentracdo de peptideo que vai de
104 — 208 ug/mL, todos os peptideos testados conseguem reduzir o crescimento de
mais 50% das células planctbénicas, quando comparamos os valores de absorbancia
atingidos neste intervalo de concentragdo com a absorbancia na auséncia de
inibidor. E exatamente nesta faixa de concentracdo que os peptideos apresentaram
maxima atividade antifingica (Quadro 17).

No entanto, os resultados demonstram que as modificagbes estruturais
propostas nao apresentaram melhoras significativas comparadas ao peptideo
Histatina-5. Vale ressaltar que mesmo nao apresentando melhores resultados em
relagao a CIM, o peptideo Histatina-5GH apresentou uma melhor solubilidade nas
concentracbes testadas, o que é uma boa caracteristica para aplicagdo como

farmaco na cavidade oral.
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Quadro 17. Grafico dos resultados do ensaio de determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC, no crescimento de células

planctonicas.
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Fonte: Moffa (2013).

4.4. Determinagao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIMy) das Células

em Biofilme

Este ensaio permite avaliar o real potencial de acao antifungica dos peptideos
estudados, ja que os mesmos sédo colocados em contato com biofilme de Candida
albicans, assim como ocorreria em um possivel tratamento de candidose bucal
provocada por este micro-organismo. Foi possivel observar (Quadro 18) que a partir
da concentragao de 52 pg/mL dos trés peptideos em estudo houve uma significativa
inibicdo do crescimento das células constituintes do biofilme de Candida albicans.

O analogo Histatina-5SC mostrou um ligeiro acréscimo na eficiéncia de
inibicdo de crescimento das células de biofilme, atingindo o valor de logqo 5,86

UFC/mL a partir de uma concentracao de 415 ug/mL. Acredita-se que os resultados
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para o dimero desse analogo peptidico possa atingir resultados ainda mais

promissores, comparado ao peptideo original Histatina 5.

Quadro 18. Grafico dos resultados do ensaio de determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIMp) das células de biofiime de Candida albicans em contato com solugdes dos peptideos

Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC em diferentes concentragoes.
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Fonte: Moffa (2013).

4.5. Ensaios de XTT em Células de Biofilme

O ensaio de XTT foi realizado para uma segunda avaliacdo do crescimento
dos micro-organismos presentes em biofilme de Candida albicans apds contato com
os peptideos estudados em diferentes concentragdes. O XTT (sal amarelo) é
reduzido, por enzimas presentes nas células metabolicamente ativas, em um
produto soluvel em agua (formazano), o qual é medido espectrofotometricamente.
Sendo assim, quanto maior o valor de absorbancia relativo ao formazano, maior sera

o numero de células viaveis. Dessa forma, se os peptideos atuarem como agentes
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antifungicos, espera-se encontrar uma redugdo dos valores de absorbancia,
comparado aos controles de crescimento positivo (micro-organismo na auséncia dos
peptideos).

Através da analise do Quadro 19, todos os peptideos apresentaram
significativa inibicdo do crescimento das células presentes no biofilme de Candida
albicans, a partir de 26 uyg/mL. Novamente, o analogo Histatina-5SC apresentou um
resultado ligeiramente melhor em concentragbes superiores a 104 ug/mL.
Comparado com o controle positivo de crescimento, cuja absorbancia relativa ao
XTT foi de 1,7404 (valor médio da triplicata), o valor obtido para a concentracédo de
208 pg/mL para este analogo foi de 0,6103, representando uma inibicdo do
crescimento do micro-organismo na ordem de 65%, valor este bastante interessante.
Esta observacdo também reforca a hipotese do dimero deste analogo peptidico ser
bastante promissor.

Em concentragbes proximas a 1660 pg/mL, ndo houve inibicdo de
crescimento das células do biofilme para nenhum peptideo testado. Este fato é
explicado devido aos peptideos mostrarem-se insoluveis no meio em que o ensaio

foi realizado, em elevadas concentragoes.
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Quadro 19. Grafico dos resultados do ensaio de XTT em células de biofilme de Candida albicans em
contato com solugbes dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC em diferentes

concentragoes.
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Fonte: Moffa (2013).

4.6. Avaliacao da Atividade Mitocondrial (Teste MTT)

Este tipo de analise é realizado para testar a citotoxicidade de cada composto
estudado frente a células eucarioticas. Para isso, o ensaio realizado utilizou
fibroblastos de hamster, conforme protocolo descrito no item 3.9. Pela avaliagao dos
resultados apresentados no Quadro 20, de uma maneira geral, os trés peptideos
nao demonstraram efeito citotéxico acentuado, mantendo a viabilidade celular acima
de 90% até uma concentragédo de 104 pyg/mL.

O andlogo Histatina-5GH manteve-se atéxico inclusive em altas
concentracdes, 0 que é uma caracteristica relevante para um possivel farmaco. Por

outro lado, o analogo Histatina-5SC apresentou citotoxicidade acentuada em
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concentragdes superiores a 104 ug/mL, caracteristica também observada para a

Histatina-5.

De maneira geral, podemos concluir que na faixa de concentracéo entre 104 e

208ug/mL, todos os peptideos nao demonstraram citotoxicidade acentuada a células

eucaridticas, o que é uma caracteristica relevante para aplicagdo como farmaco. E

importante ressaltar que nesta faixa de concentragcdo, os peptideos também

apresentaram excelente atividade antifungica em Candida albicans.

Quadro 20. Avaliagdo da citotoxicidade dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e Histatina-5SC

frente a fribroblastos de hamster (teste MTT).

100 -

& ()} o]
o o o
I I |

Viabilidade Celular (%)

N
o
|

—o—Hist-5
=-Hist-55C
Hist-5GH

0 I T
(=T - -

-

Qo

em~28338538
= o !-|N'=roo3

Concentracao de Peptideo (ug/ml)

Fonte: Moffa (2013).

4.7. Killing Assay Candida albicans

O ensaio de potencial Killing visa analisar a viabilidade de crescimento celular

de Candida albicans em condicbes desfavoraveis de crescimento, ou seja, na

presenca dos peptideos estudados, conforme procedimento descrito no item 3.10.



54

No Quadro 21 foram plotados os resultados de viabilidade celular em fungdo de
diferentes concentragdes de cada um dos peptideos, sendo possivel notar que a
partir da concentragao de 250 ug/mL todos possuem a capacidade real de diminuir
significativamente a viabilidade celular.

Para Histaina-5 a 500 pg/mL, a viabilidade celular foi reduzida em cerca de
80%. Os andlogos Histatina-5GH e Histatina-5SC apresentaram resultados
ligeiramente inferiores, quando comparados com a Histatina-5 nativa, no que se
refere a diminuigdo da viabilidade celular nesta faixa de concentragao. No entanto,
podemos notar que, em concentragdes mais elevadas, todos os peptideos puderam

reduzir em quase 100% a viabilidade de Candida albicans.

Quadro 21. Grafico do ensaio do potencial Killing dos peptideos Histatina-5, Histatina-5GH e

Histatina-5SC frente a culturas de Candida albicans.
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Fonte: Moffa (2013).
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Um ensaio adicional foi realizado para verificar se os peptideos estudados
estavam exercendo sua fungao fisiolégica de permear a parede celular da Candida
albicans, chegando ao alvo de sua agéo, a mitocondria. Para isto, utilizamos o
analogo peptidico Histatina-5' que possui em sua estrutura um marcador de
fluorescéncia, a 6-carboxi-fluoresceina, que foi acoplado ao aminoacido N-terminal.
A Histatina-5 marcada com fluorescéncia, a 6-carboxi-fluoresceina, foi
observada no interior de blastésporos e hifas do micro-organismo Candida albicans
(Figura 6), através de microscopio de fluorescéncia (InCell Analyzer 2000 — GE
Health Care Bio-Sciences), o que comprova a habilidade fisiolégica desse peptideo
em permear a parede celular da Candida albicans e alcancar a mitocondria, seu

principal alvo de agao.

Figura 6. Imagem de Histatina-5 no interior de blastosporos e hifas de Candida albicans,

obtida por microscépio de fluorescéncia (InCell Analyzer 2000 — GE Health Care Bio-Sciences).

Fonte: Moffa (2013).
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5. CONCLUSAO

Pode-se concluir que a Histatina-5 é capaz de inviabilizar as células de
Candida albicans, comprovando o que a literatura afirma acerca desse peptideo
naturalmente presente na saliva humana.

Os resultados apresentados nesse projeto abrem perspectivas para o estudo
de novos protoétipos, Histatina-5GH e Histatina-5SC, uma vez que esses analogos
demonstraram caracteristicas relevantes no que diz respeito a solubilidade e ao
potencial antifungico, respectivamente.

Espera-se que a Histatina-5SC dimero apresente resultados ainda mais
expressivos, apresentando maior potencial terapéutico, reduzida inducdo de
resisténcia nos micro-organismos, menor toxicidade e consequentemente menos
efeitos adversos, de forma a garantir maior adesédo ao tratamento pelos individuos

acometidos pela candidose bucal.
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