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Resumo

Atualmente o uso indiscriminado e ndo criterioso de antibioticos esta causando um
aumento alarmante de resisténcia bacteriana chegando a ser considerado um problema de
salde publica. Nesse contexto, a utilizacdo do peptideo antimicrobiano (PAM) Hylina-al
proveniente de uma rd da fauna brasileira estd sendo estudado. Sua atua¢do na membrana
celular dificulta a ocorréncia de resisténcia bacteriana. No entanto, o uso de PAMs ainda
apresenta problemas principalmente relacionados a disponibilidade, eficacia e toxicidade. A
fim de contornar esses problemas, este trabalho teve como objetivo principal avaliar a
incorporacdo deste peptideo a um sistema liquido cristalino nanoestruturado com capacidade
de regular a liberacdo e proteger os peptideos da degradacdo quimica e fisica mantendo a
bioatividade. O sistema liquido cristalino foi preparado com fosfatidilcolina de soja (FS),
oleato de sddio (OS) e Tween 20 (TW), colesterol (CHO) e tampdo fosfato, sendo que alguns
pontos apresentaram fases liquido-cristalinas do tipo lamelar. Para os estudos posteriores foi
escolhido um ponto com caracteristicas visuais de viscosidade apropriadas ao uso topico e a
este se incorporou o peptideo. A obtencéo do peptideo por meio da SPFS foi viavel, obtendo-
se materiais com alto indice de pureza. No ensaio de reologia a formulagdo apresentou-se
como fluido pseudoplastico ndo—Newtoniano, com a presenca de tixotropia; sendo possivel
também confirmar a incorporagdo do peptideo ao sistema. A espectroscopia UV e a CLAE
comprovaram que a maior parte do peptideo é incorporada a fase liquido-cristalina do
sistema. Os ensaios bioldgicos mostraram que o sistema liquido-cristalino possui atividade
contra bactérias muito menor que o peptideo livre. Este fato foi atribuido a baixa liberagcdo do

peptideo pelo sistema.

Palavras-chave: sistema liquido cristalino; peptideos antimicrobianos; liberacdo cutanea;

atividade antimicrobiana.



1. INTRODUCAO

O uso indevido e nédo criterioso de antibioticos provoca o surgimento de um sério
problema de saude publica, com o aparecimento de cepas super-resistentes aos medicamentos
tradicionais, dificultando o tratamento de doencas infecciosas podendo levar o paciente a
morte (HAYDEL, 2010; JAPONI et al., 2011). Pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de
novos farmacos que agem sobre estas cepas tém se intensificado atualmente. Nesse contexto,
a fauna e flora brasileira com sua grande biodiversidade apresentam um potencial promissor
para a descoberta de novas substancias. Dentro dessa vertente, um dos campos que mais
cresce é a procura e aplicacdo de peptideos bioativos, particularmente os antimicrobianos
(PAMs), devido ao elevado potencial de suas aplicacGes terapéuticas (ROMANELLI et al.,
2010; GODBALLE et al., 2011).

A secrecdo da pele de anfibios ¢ uma fonte rica em compostos biologicamente
ativos, incluindo alcaloides, esteroides, peptideos e proteinas (CLARKE, 1997). Varios
peptideos hemoliticos e antimicrobianos tém sido isolados de varias espécies de ra (BARRA e
SIMMACO, 1995), sendo considerados como parte de seu sistema de protecdo contra
diferentes patdgenos encontrados no meio ambiente (MANGONI et al., 2001; APPONY!I et
al., 2004). Muitas destas sequéncias peptidicas mostram duas caracteristicas em comum:
grande quantidade de aminodcidos hidrofdbicos e basicos; e a distribuicdo destes em duas
regides espaciais distintas da cadeia, formando uma a-hélice anfipatica que interage com a
membrana biologica. Esses peptideos interferem na estabilidade da membrana celular,
afetando a sua integridade e causando a morte da célula (APPONYI et al., 2004).

Neste trabalho, o peptideo alvo de estudo é o denominado de Hylina-al
(IFGAILPLALGALKNLIK-NH2) isolado da rd Hypsiboas albopunctata (CASTRO et al.,
2009; CRUSCA et al., 2011) (Figura 1) e que possui atividade antimicrobiana e hemolitica.

Esse peptideo aumenta a permeabilidade na membrana celular do micro-organismo o que



causa lise culminando em morte celular. Esse mecanismo de acdo pode ocorrer de varias
maneiras ocorrendo mais frequentemente via formacdo de poros (MIHAJLOVIC
e LAZARIDIS, 2012). O que é muito interessante, pois estudos recentes evidenciam que
mutacdes conferindo resisténcia a membrana ndo surgem facilmente (COATES, HU e

MITCHISON, 2008; SHAMAEI-TOUSI et al., 2010).

/]

ra 1:Ra Hysiboas albopunctatu.

Figu
http://www.biodiversidade.cnpm.embrapa.br/FotosEspecies/Herpetofauna/Anuros/Pererecacabrinha._Hypsiboas_albopunct

atus.jpg

Problemas associados a disposic¢éo e a eficacia sdo intrinsecos no desenvolvimento
de agentes com atuacdo na membrana, além disto, a seletividade é um fator importante. Neste
sentido, os PAMs apresentam falta de toxicidade seletiva, atuando também nas membranas
dos mamiferos (PAYNE et al., 2007). Também ndo séo tdo adequados para administracéo oral,
devido a hidrélise acida e enzimatica que ocorre no sistema digestivo (HURDLE et al., 2010).
Assim, nesse trabalho o foco estd sendo o desenvolvimento de sistemas que permitam a
administracdo do farmaco diretamente sobre lesdo cutanea, minimizando possiveis efeitos
colaterais em outros 6rgdos e na pele ndo lesada.

Atualmente, h4& um aumento no interesse do desenvolvimento de sistemas

nanoestruturados, como os sistemas liquido-cristalinos (SLC), os quais apresentam vantagens


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mihajlovic%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Mihajlovic%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lazaridis%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.biodiversidade.cnpm.embrapa.br/FotosEspecies/Herpetofauna/Anuros/Pererecacabrinha._Hypsiboas_albopunctatus.jpg
http://www.biodiversidade.cnpm.embrapa.br/FotosEspecies/Herpetofauna/Anuros/Pererecacabrinha._Hypsiboas_albopunctatus.jpg
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relacionadas principalmente ao fato de promoverem liberacdo controlada de farmacos, além
de proteger as substancias ativas da degradacdo térmica ou da fotodegradacdo (MOHANRAJ
e CHEN, 2006; GUTERRES et al., 2007; YAGHMUR et al., 2012).

Também conhecidos como *“estados mesomorficos”, os SLC apresentam
propriedades tanto de solidos quanto de liquidos. Os SCL podem ser divididos em duas
principais classes: os termotropicos e os liotropicos. Os termotropicos sofrem a influéncia da
temperatura e sdo pouco estaveis. Os liotrépicos sdo misturas de compostos anfifilicos em um
solvente, em geral a agua. Dentre as mesofases liotropicas, as mais importantes e comumente
observadas sdo as lamelares, as hexagonais e as cubicas (LEE et al., 2009; LI et al., 2009).
Estas possuem ligacGes definidas como os sélidos e mobilidade, regides desordenadas e
fluidez como os liquidos (MULLER-GOYMANN, 2004; SANTOS et al., 2005; CHORILLI
et al., 2009).

A fase lamelar é formada por bicamadas paralelas de tensoativo separadas por
camadas de solvente, formando uma rede uni ou bidimensional. Na fase hexagonal, os
agregados sdo formados pelo arranjo de cilindros longos formando estruturas bi ou
tridimensionais. Fases cubicas liotropicas, por sua vez, apresentam estruturas mais
complicadas de serem visualizadas, geralmente de simetria clbica, apesar das fases
romboédricas e tetragonais também serem detectadas em alguns sistemas (JOHNSSON et al.,
2006; FARKAS, KISS e ZELKO, 2007).

Sistemas liquido-cristalinos oferecem grande potencial no campo dos peptideos e
proteinas apesar dessa aplicacdo ser ainda pouco explorada. Uma das mesofases liotropicas
mais estudadas € a fase cubica que oferece a capacidade de controlar a liberagdo de
substancias por meio da variacdo de suas propriedades fisico-quimicas, protegendo peptideos
e proteinas da degradacdo quimica e fisica, além de manter a sua bioatividade (RIZWAN et

al., 2010; ANGELOVA et al., 2010). SLC também tém sido empregados para uso topico,
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Hosmer e colaboradores (2010) desenvolveram uma fase lamelar e hexagonal para aplicacéo
de paclitaxel, estudando além da aplicacdo em si, como a estrutura interna interfere e

maximiza a liberacéo cutanea, controlando-se, desta forma, a citotoxicidade.
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2. OBJETIVOS
O objetivo da pesquisa foi desenvolver um sistema de liberacdo para o peptideo
Hylina-al em nivel nanoestrutural, promovendo a otimizacdo de sua acdo microbicida e sua
aplicacdo topica. Neste sentido, os seguintes objetivos especificos foram desenvolvidos:
e Sintese do peptideo analogo da Hylina-al: W6-Hy-al IFGAIWPLALGALKNLIK-
NHo>;
e Purificacdo por CLAE e caracterizacdo por espectrometria de massas do peptideo;
e Desenvolvimento de sistemas nanodispersos liquido-cristalinos de fase lamelar para
incorporacgdo do peptideo;
e Avaliacdo estrutural dos sistemas obtidos por meio da microscopia de luz polarizada;
e Caracterizacdo da reologia do sistema liquido-cristalino com e sem a incorporacao do
peptideo ao sistema;
e Avaliacdo antibacteriana in vitro com e sem a incorporacdo do peptideo ao sistema
liquido cristalino, frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli;

e Auvaliacéo da liberagdo in vitro do peptideo pelo sistema liquido cristalino.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Sintese peptidica em fase solida (SPFS)

A sintese de peptideos em fase sélida consiste em utilizar uma matriz polimerica
inerte e insoltvel (resina) para o crescimento da cadeia peptidica. Esta sintese é realizada
adicionando-se um aminoacido de cada vez por meio de um processo ciclico, o que pode
permitir sua automacao.

A resina utilizada na obtencdo do peptideo foi a Rink-Amida, composta por uma
matriz polimérica de poliestireno com 1% de divinilbenzeno.

A estratégia escolhida neste trabalho para a obtencdo do peptideo foi a que utiliza o
grupo Fmoc para a protecdo do grupo a-amino e os grupos terc-butila (Thut), tritila (Trt),
2,2,4,6,7-pentametila-dihidrobenzofurano-sulfonila (Pbf) e terc-butiloxicarbonila (Boc) como
protetores de cadeias laterais dos residuos trifuncionais (lisina-(Boc), arginina-(Pbf), serina-
(tBut), &cido glutamico-(tBut), acido aspartico-(tBut), glutamina-(Trt), treonina-(tBut) e
triptofano-(Boc)). Como o grupo Fmoc é base-labil, para a desprote¢dao do grupo a-amino a
peptidil-resina € submetida a uma solucdo béasica para a retirada do grupo Fmoc (solucéo de
piperidina 20% em DMF).

Na etapa de acoplamento utilizou-se os reagentes diisopropilcarbodiimida (DIC)/ 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt) para ativar o grupo carbonila alfa do peptideo que ird ser
acoplado ao peptideo, permitindo o ataque nucleofilico do grupo o-amino do ultimo
aminoacido ligado a resina. Quando estes reagentes ndo foram eficientes, se utilizou os
reagentes hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-ila)-1,1,3,3-tetrametilurénio (HBTU)/ N-N-
etildiisopropilamina (DIEA). Em ambos os casos, a reacdo ocorreu durante duas horas sob
agitacao.

Os aminoéacidos e reagentes anteriormente mencionados foram utilizados com um
excesso de duas vezes em relacdo a quantidade de sitios ativos livres na resina. Este valor foi

calculado utilizando-se o grau de substituicao da resina e a massa utilizada.
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Os solventes organicos DCM (diclorometano), DMF (dimetilformamida) e NMP
(metil-2-pirrolidona) foram utilizados para solvatar a resina na etapa de acoplamento. Entre
cada passo de reacdo foram efetuadas lavagens com DCM e DMF para eliminacéo do excesso
de reagentes.

Depois de cada acoplamento e desprotecao foi realizado o teste de ninidrina, onde a
ninidrina reage com os grupos aminos livres originando um composto de coloracdo azulada
em altas temperaturas (com excecdo da prolina que origina um composto de coloragédo
amarronzada), evidenciando o acoplamento do aminodcido (resultado negativo) ou a

desprotecao (retirada do grupo FMOC - resultado positivo).

INICIO

2 X DMF B

1.x20% piperidina em DMF DESPROTECAO

1 x 20% piperidina em DMF por 20 min. HELFRALLEACNE

2 ¥ DMF

2 XX DMF
2¥XDCM

™ 0.6 Eq. de Fmoc-aa + DIC/HOBt
em DCMJIDMF (1:1, v/fv)

[duragde 1 a2 horas]

2 ¥ DMF
2 X DCM

PROXIMO CICLO
Teste de Ninidrina MNegativo

Positivo

Figura 2. Protocolo de sintese utilizado no trabalho.

Clivagem
A clivagem foi realizada a fim de retirar o peptideo da resina e os protetores das

cadeias laterais dos aminoacidos trifuncionais. Esta etapa foi realizada por meio de uma
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solugdo contendo agua deionizada, triisopropilsilano (TIS) e &cido trifluoracético - TFA
(Merck®) (proporcdo de 2,5%, 2,5% e 95%, respectivamente) em frasco de cintilacdo, sob
agitacdo branda por 2 horas. O volume utilizado foi na proporc¢éo de 10 mL de solugéo para
cada 1 g de resina. Depois foi feita a precipitacdo do peptideo e da resina com éter etilico
resfriado a 8°C para separa-los dos subprodutos da clivagem por meio de centrifugacdo. Esse
processo foi repetido trés vezes. Ao final o peptideo foi extraido trés vezes com agua
deionizada e centrifugado. O sobrenadante resultante contendo o peptideo bruto foi

liofilizado, obtendo-se um material branco e floculoso.

3.2. Purificacdo e caracterizacao do peptideo por CLAE

Por meio da CLAE em fase reversa, foram realizadas a purificacdo e a
caracterizagdo do peptideo. A utilizacdo das fracGes do peptideo s6 ocorreu quando o grau de
pureza fosse maior que 95 %.

A purificagéo foi realizada em modo semipreparativo utilizando CLAE System Gold
BECKMAN, com coluna de fase reversa C18 da marca Phenomenex de dimensdo 250 x 21
mm. O grau de pureza das fra¢cdes foi determinado em um cromatografico Shimadzu, com
uma coluna analitica (250 x 4,6 mm) de fase reversa C18 (Kromassil).

Os solventes utilizados para a purificacdo e verificagdo do teor de pureza dos
peptideos foram os solventes A (0, 045 % de TFA em agua deionizada) e B (0, 036 % de TFA

em acetonitrila).

3.3. Espectrometria de massas
O espectro de massas foi obtido em espectrometro de massas LCQ FLEET Thermo
Scientific, com injecdo direta, em modo de deteccdo positiva, localizado no Instituto de

Quimica de Araraquara - UNESP, no Departamento de Quimica Organica.
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A técnica baseia-se em uma camara injetora que ioniza positivamente a amostra por

um método chamado eletrospray, um quadrupolo simples e um detector, todos dentro de um
sistema a vacuo.

O espectro de massas obtido mostra a razéo MM/z, e assim permite calcular as

massas moleculares obtidas experimentalmente por meio da formula:

MMpept = (MMZ + Z . MMH+)/ VA

Em que: MMpept é a massa molecular do peptideo analisado, MMz é a massa
molecular quando o peptideo esta com carga z (z = 1, 2, 3...), z é a quantidade de cargas que
contém o peptideo e MMH+ € a massa molecular do hidrogénio protonado, de valor 1,008

g/mol.

3.4. Obtencao dos sistemas liquido-cristalinos
3.4.1. Obtencao do oleato de sédio

Transferiu-se para um béquer de 1000 mL o volume de 43 mL de &cido oleico
(Sigma-Aldrich). Em seguida adicionou-se o hidroxido de sédio em excesso e deixou-se a
mistura em repouso por 30 min. Posteriormente, lavou-se a amostra 3 vezes utilizando
acetona como solvente para retirada dos subprodutos da reacdo e mediu-se o pH a fim de
atingir o valor igual a 6, o que indicou a retirada do hidroxido de sddio ndo reagente. A
amostra foi entdo colocada em bomba de vacuo para retirada do excesso de solvente por 10
horas e depois foi congelada com nitrogénio liquido. Ap6s a obtencdo da amostra congelada,

esta foi liofilizada para retirada da &gua.
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3.4.2. Preparacéo das formulacoes
Para a obtencdo do sistema liquido-cristalino utilizou-se um diagrama de fases
pseudo-ternario, foram utilizadas quantidades adequadas de sistema tensoativo composto por
fosfatidilcolina de soja (FS), oleato de sodio (OS) e Tween 20 (TW). Para cada proporcéao de
FS:OS:TW (1:1:1 p/p) foi adicionado colesterol (CHO) como fase oleosa e, em seguida,

titulou-se com tampéo fosfato 50 mmol/L, pH 7,4 (fase aquosa). Essa sequéncia de adi¢édo

facilita a homogeneizacdo da mistura, a qual foi sonicada usando Sonicador, Sonics®, Vibra-
Cell, com poténcia de 220 Watts, operando em modo descontinuo, por 20 minutos. A
temperatura foi diminuida com o uso de uma bacia de gelo. As transi¢cbes de mistura semi-
solida para sistema liquido transparente, sistema viscoso transparente ou sistema opaco foram

detectadas visualmente contra fundo escuro.

3.5. Analise estrutural das formulagdes
3.5.1. Microscopia de luz polarizada

Uma pequena quantidade das formulacdes € colocada sobre laminas de vidro,
cobertas com laminula e analisadas com auxilio de microscépio de luz polarizada Jenamed 2,
Carl Zeiss — Jena. Foi avaliada a homogeneidade das dispersdes e, com auxilio de polarizagéo,
observada a presenca de area de anisotropia (caracteristico de sistemas liquidos cristalinos). A

analise foi realizada a temperatura ambiente (25 + 2°C).

3.5.2. Reologia
A reologia estuda o escoamento e deformacdo da matéria. No caso de SLC é uma

ferramenta que ajuda a caracterizar o sistema porque o comportamento fluido esta diretamente
relacionado com o tipo e grau de organizacdo do sistema, sendo possivel também analisar o
efeito de aditivos, no caso o peptideo, a estrutura do SLC (SCOTT, 2000).

O estudo foi realizado na presenga e auséncia do peptideo. A quantidade de amostra
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utilizada foi de 2 mL, o equipamento usado foi o redmetro AR 2000ex, com geometria cone
(1.59°%) e placa com espacamento de 52 pum na regido central € com um didmetro de 40 mm. O
experimento foi mantido a temperatura constante de 25 °C. Os dados do segmento ascendente
do gradiente de cisalhamento foram fitados em um modelo de leis de poténcia utilizando o
software Rheology Solutions (dados V1.1.7 da versdo, TA Instruments) para descrever as
caracteristicas de fluxo do SLC.

Para determinacdo das propriedades reologicas as leituras foram feitas no intervalo

de 0 a 300 s™ para a curva ascendente e de 300 a 0 s™ para curva descendente.

3.6. Determinacéo da incorporacao do peptideo no sistema liquido cristalino

Foram preparados 2 g da amostra selecionada (ponto 22) com 1 mL de solucédo
estoque de peptideo com concentracdo 900 umol/L, e submetida a centrifuga (Excelsa Il -
Fanem) a 14.000 rpm durante 15 min, com trinta segundos para o tempo de aceleracéo e 30
segundos para o tempo de desaceleracéo, para verificar a estabilidade do sistema.

A andlise qualitativa da incorporacdo do peptideo ao sistema foi realizada por
espectroscopia UV utilizando como solvente metanol e butanol. As leituras foram realizadas
na faixa de 200 a 400 nm em espectrofotdbmetro Shimadzu. O experimento foi realizado a
temperatura de 25 + 2°C.

A analise quantitativa da incorporacéo foi feita em um CLAE Prostar 400/Dynamax
System VARIAN, com uma coluna analitica (250 x 4,6 mm) de fase reversa C18 Ultrasphere
BECKMAN. Os solventes utilizados foram os solventes A (0, 045 % de TFA em &gua

deionizada) e B (0,036 % de TFA em acetonitrila).

3.7. Liberacéo in vitro
O teste de liberacéo foi realizado para avaliar qual o perfil de liberagdo do peptideo

na formulacdo e a porcentagem de liberacdo do peptideo.
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O experimento foi realizado utilizando células de difusdo modificadas (células de
Franz) no equipamento de absorcéo cutdnea Microette HANSON 0700-1251. Uma membrana
de éster de celulose com poro de 0,45 um foi colocada entre o compartimento doador e
receptor da célula de difusdo. A formulacdo contendo o sistema liquido-cristalino incorporado
com o peptideo foi colocada sobre a membrana no anel dosador (aproximadamente 270 mg de
formulacdo em &rea de exposicdo de 1,77 cm?) e o compartimento receptor foi preenchido
com solucdo receptora composta por tampéo fosfato pH 7,4.

A solucdo receptora foi agitada com velocidade de rotagdo de 300 rpm e mantida a
32,5 °C por banho circulante. Foram utilizadas seis células de difus@o no experimento. Foram
coletadas 2 mL das amostras na solucéo receptora nos intervalos de 0,5; 1; 2; 4, 6; 8; 10 e 12
horas, e depois filtradas em membrana de 0,45 um e injetadas em CLAE para a quantificacéo
do peptideo liberado. Um volume de 0,8 mL foi desprezado antes do inicio de cada coleta e 0
volume coletado foi reposto automaticamente.

Para calcular a quantidade real liberada/permeada (Q real) foi utilizada a equacéo 1:

Qreal,t=Ct.Vr+XVc.Cc(equagio 1)

Na qual:
Q real, t = quantidade real permeada referente ao tempo t;

C t = concentragdo obtida referente ao tempo t;
Vr = volume da solucdo receptora (7 mL);

Cc = concentragcdo da amostragem anterior;
V¢ = volume amostrado (coletado + limpeza).

Foi construida a curva analitica em solugcdo receptora para a quantificacdo do
peptideo no ensaio de liberacdo. Para isto, foram utilizadas seis concentragdes, em triplicata,
do peptideo. Foi obtido por meio da curva analitica a equacio da reta e 0 R? (coeficiente de
correlacgéo linear).

Os parametros utilizados na quantificacdo do peptideo foram: coluna de fase reversa
C18 utilizando o solvente A (4gua ultrapura + TFA 0,045%) e solvente B (acetonitrila + TFA

0,036%). O método utilizado foi isocratico, a porcentagem de solvente utilizado foi 50% de B
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em 10 min. Os valores obtidos das areas pelo CLAE foram aplicados na equacéo da curva
analitica para a quantificacdo do peptideo no ensaio de liberacdo. A deteccdo foi realizada por

meio da fluorescéncia do triptofano com excitacdo em 280 nm e emissdo em 350 nm.

3.8. Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Para a analise antimicrobiana, foi utilizado o teste de difusdo em discos em placas
de Petri e o teste de difusdo em agar utilizando para a aplicacdo da amostra em cilindros de
aco inoxidavel. Realizaram-se repiques de cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Escherichia coli ATCC 25922 em meios inclinados de TSA e incubou-se a 35 £ 1 °C, por 24
horas. Posteriormente, essas culturas bacterianas foram inoculadas em caldo BHI por 24 horas
e diluidas convenientemente para se obter cerca de 10° UFC/mL (Unidade Formadora de
colénia/mL), o que é preconizado para bactérias neste método (CHATTOPADHYAY et al.,
2002; KARAMAN et al., 2003). A partir desta suspensdo de bactérias preparou-se a camada
superficie em agar BHI (5 mL) na concentracdo de 1 % de indculo que foi aplicada sobre 20
mL da camada base composta também de agar BHI. Este procedimento foi realizado da
mesma forma tanto para o teste de difusdo em disco como para o teste de difusdo utilizando
cilindro de aco inoxidavel. Alternativamente o teste de difusdo em disco também foi realizado
de outra forma, utilizando salina para inocular as bactérias e para se obter a UFC
recomendada.

As solucdes a serem avaliadas foram preparadas em seis diluicBes seriadas do
peptideo W6-Hy-al (750,2 pumol/ L), do peptideo W6-Hy-al incorporado ao Sistema Liquido
Cristalino (680 pmol/L) e do SLC com agua ultrapura (volume final de 200 pL), foram
utilizadas essas concentracGes para se atingir uma concentracdo final proxima a concentracao
inibitéria minima (MIC) do peptideo Hylina, como descrito por Crusca e colaboradores
(2011). Como controle positivo foi utilizado ciprofloxacino (13 pmol/L) e como negativo

agua ultrapura. Os discos de papel de 6 mm foram impregnados 12 horas antes com 15 pL
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das diluicdes das amostras. A seguir, discos de papel foram colocados sobre a camada
superficie do &gar e deixados em incubacéo por 24 horas a 35 + 1 °C. Com o teste de difuséo
de cilindros de aco inoxidavel, o procedimento foi praticamente 0 mesmo, tendo como
diferenca que o volume de amostra utilizada foi de 50 puL. A medida dos halos de inibicao foi

realizada com auxilio de um paquimetro digital.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese Peptidica em Fase Sélida (SPFS)

Para iniciar a sintese, foi realizada a retirada do grupo Fmoc da resina com
piperidina 20% em DMF. A resina utilizada foi a Rink amida, de forma que o peptideo obtido
contém em sua extremidade C-terminal um grupo carboxiamida, como descrito por Castro e
colaboradores (2009).

A sintese foi realizada até a obtencdo da sequéncia  Fmoc-
IFGAIWPLALGALKNLIK utilizando a resina Rink Amida MBHA de grau de substituicdo
0,68 mmol/g, partindo de uma escala inicial de 0,2 mmol (294 mg de resina), por meio de
etapas sucessivas de acoplamento, e desprotecdo. Apés a clivagem do peptideo da resina,

foram obtidos 127 mg de peptideo bruto.

4.2. Purificacdo e caracterizagdo do peptideo

A purificacdo do peptideo W6-Hy-al foi realizada em um sistema de CLAE
semipreparativo, utilizando gradiente de 40 a 80 % de solvente B em 90 min. A determinagéo
do gradiente a ser utilizado foi feita por meio do valor do tempo de retencdo obtido no
cromatograma do peptideo em CLAE analitico (aproximadamente 20 min que corresponde a
60% de acetonitrila).

Os tubos coletados na purificagcdo foram analisados em cromatografo analitico, com
gradiente isocratico de 45% de solvente B em 8 min. Os tubos contendo o material puro foram
juntados (processo denominado de corte) e liofilizados, obtendo-se as fragdes contendo o
peptideo. Estas fracdes foram analisadas por CLAE analitico em um programa de 5 a 95% de B
em 30 min. A massa obtida em cada fracdo e a pureza obtida por CLAE estdo descritas na
Tabela 1. Os perfis cromatograficos do peptideo bruto e da fragdo com maior grau de pureza
podem ser observados na Figura 3.

A confirmacdo da obtencdo do peptideo W6-Hy-al foi feita pela espectrometria de
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massas, onde podemos observar a razdo massa molecular/carga do peptideo. Devido a
calibracdo do aparelho para moléculas pequenas, os picos com 100% de saturag@o no espectro

mostraram a razao massa/carga, principalmente para cargas 2 e 3 (Figura 4).

Tabela 1: Massa das fragdes puras obtidas do peptideo W6-Hy-al com seus indices de pureza.

Fracdes do Massa Indice de pureza
peptideo W°-Hy-al (mg) (%)
A 59,7 97,8
B 15 90,9
C 17,7 77,5
D 6,3 50,0
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Figura 3. Perfil cromatografico do peptideo bruto (A) e da fragdo (B) com maior indice de pureza (97,8%), com
0s respectivos tempos de retencdo na coluna de fase reversa C18.
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Figura 4. Espectro de massas do peptideo W6-Hy-al puro (fracdo A).

4.3. Obtencdo do diagrama de fases pseudoternario para o sistema estabilizado por
(FS:0S:TW)

O método da titulagdo foi utilizado por fornecer uma andlise considerada mais
rdpida em relacdo a grande quantidade de composicOes possiveis entre 0s componentes
utilizados para formar o SLC (BHARGAVA et al., 1987). Os pontos obtidos no diagrama de
fases foram classificados visualmente contra fundo escuro como SLO (Sistema Liquido
Opaco), SVT (Sistema viscoso Transparente), SLT (Sistema Liquido Transparente), SVO
(Sistema Viscoso e Opaco) e SF (Separagdo de Fases). Por meio da classificacdo de cada
ponto se obteve um gréfico (Figura 5). A leitura do diagrama foi realizada no sentido horario,
sendo que o lado direito do diagrama refere-se ao sistema tensoativo, a base refere-se a fase

oleosa enquanto o lado esquerdo refere-se ao tampéo fosfato.
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Figura 5. Diagrama de fases pontual da formulacdo constituido por sistema tensoativo (FO/OS/TW 1:1:1),
tampao fosfato pH 7,4 (fase aquosa) e CHO (fase oleosa), no qual: =SLT = sistema liquido transparente; ¥ SVT
= sistema viscoso transparente; #* SLO = sistema liquido opaco; = SVO = sistema viscoso opaco; ™ SF=
separacgdo de fases.

A transparéncia (SLT e SVT) é caracteristica de microemulsao e de sistema liquido
cristalino, sendo que podemos diferenciar as microemulsdes fluidas dos cristais liquidos
viscosos por meio da diferenca de viscosidade. Por meio do gréafico foi possivel perceber que
para a obtencdo do sistema liquido-cristalino necessitou-se de quantidades intermediarias de
Sistema Tensoativo e tampdo fosfato (40% a 60%) e de pequenas quantidades de CHO (10% a
20%). O aumento da quantidade de colesterol levou a formacdo de emulsdes, acarretando

aumento da viscosidade.

4.4. Analise estrutural das formulagdes
4.4.1. Microscopia de luz polarizada

Uma maneira de confirmar a formagdo de SLC é por meio da microscopia de luz
polarizada. Desta forma, nos pontos em que foram encontradas caracteristicas visuais de

anisotropia (os pontos opticamente transparentes e liquidos) se utilizou a microscopia de luz



26

polarizada para visualizar a presenca de estruturas que deviam o plano da luz polarizada
(como cruz de malta, por exemplo) que sdo caracteristicas de fase lamelar formando o sistema
liquido-cristalino. Estas estruturas foram encontradas nos pontos 22, 28, 31 e 32, 0 que pode
ser visualizado pelas imagens das Figuras 6 a 9. O ponto 22 foi o escolhido para a

incorporacgdo do peptideo e os demais estudos.
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Figura 6. Fotomicrografia representativa do ponto 31 - 60% de ST (FS:0S:TW-20) (1:1:1 p/p), 10% de CO
como fase oleosa e 30% de tampé&o fosfato. Aumento de 40 x.

Figura 7. Fotomicrografia representativa do ponto 32 - 60% de ST (FS:0S:TW-20) (1:1:1 p/p), 20% de CO
como fase oleosa e 20% de tampéo fosfato. Aumento 40 x.
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L
Figura 8. Fotomicrografia representativa do ponto 22 - 40% de ST (FS:0S:TW-20) (1:1:1 p/p), 10% de CO
como fase oleosa e 50% de tamp&o fosfato. Aumento 40 x.

Figura 9. Fotomicrografia representativa do'pdﬁ‘t‘(-) 2 - 50% de ST (FS:S:TW—ZO) (1:1:1 p/p), 20% de CO
como fase oleosa e 30% de tampéo fosfato. Aumento 40 x.
4.4.2. Reologia

Para analisar a fluidez do sistema, visando avaliar o uso topico e obter informagoes
sobre os parametros fisico-quimicos deste sistema macromolecular, a reologia do sistema foi
determinada. Os ensaios foram realizados em cisalhamento estacionario, ndo ocorrendo
variacdo na tensdo de cisalhamento. A amostra € cisalhada entre as paredes interna e externa
da porta-amostra cuja geometria usual compreende cone e placa, sendo submetida a
sucessivas velocidades de cisalhamento pelo movimento de rotacdo do cone. Com isso foi

possivel construir os reogramas (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Reograma de fluxo (A) e de viscosidade (B) por taxa de cisalhamento da formulagdo sem peptideo a
25°C (a temperatura foi mantida fixa durante todo o experimento). Em (A), o simbolo em preto representa a
curva ascendente e o simbolo vermelho representa a curva descendente. Em (B) o simbolo em preto representa a
curva descendente e o vermelho a curva ascendente.

Pela analise das curvas dos reogramas na Figura 10, conclui-se que a formulacao
caracteriza-se como sistema ndo-newtoniano (na faixa de 0 a 300 1.s%), pois sua viscosidade
ndo se mantém constante com a variacdo da taxa de cisalhamento. Sendo possivel observar
que a viscosidade decresce com o aumento da taxa de cisalhamento o que classifica o sistema
como pseudopléstico. Os sistemas pseudoplasticos podem apresentar um fenémeno chamado
de tixotropia como € o caso do obtido neste trabalho, porque mesmo com a velocidade de
cisalhamento removida o sistema tende a readquirir a estrutura inicial, de tal forma que as
curvas ascendentes e descendentes do reograma ficam deslocadas, resultando em uma éarea de
histerese. A tixotropia € diretamente proporcional a area de histerese, portanto quanto maior a
area de histerese maior a tixotropia da formulacéo.

Por apresentar a caracteristica de pseudoplasticidade, o sistema se torna adequado ao
uso toépico fornecendo um bom espalhamento durante a aplicacdo e formacdo de filme
uniforme sobre a pele (BOODTS, 2003).

As propriedades tixotropicas estdo diretamente relacionadas com a interacao entre

0s componentes da formulacdo e pode ser atribuido nesse caso ao fato de que o SLC ser uma
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rede estruturada formada pelas interacGes entre os componentes do sistema. Devido a

existéncia de forcas de interacdes entre as regides mais estruturadas, a estruturacdo pode ser

destruida com o aumento da velocidade de cisalhamento e facilmente recomposta quando essa

velocidade diminui.
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Figura 11. Reograma de fluxo (A) e de viscosidade (B) por taxa de cisalhamento da formulagdo com peptideo a
25°C (a temperatura foi mantida fixa durante todo o experimento). Em (A), o simbolo em preto representa a
curva ascendente e o simbolo vermelho representa a curva descendente. Em (B) o simbolo em preto representa a
curva descendente e o vermelho a curva ascendente.

Uma solucdo do peptideo W6-Hy-al foi adicionada na fase aquosa da formulacao a

fim de se obter uma concentracdo final de 8 umol/L do peptideo. Na Figura 11 € possivel

notar que o peptideo diminui a area de histerese (A) e a variacdo de viscosidade do sistema se

manteve mais estavel (B). Estas variagdes indicam que o peptideo foi incorporado ao sistema.

No entanto, na analise comparativa entre as Figuras 10 e 11 é possivel notar que a

incorporacdo do peptideo ao sistema ndo causa grandes alteracGes em sua estrutura.

4.5. Determinacédo da incorporacédo do peptideo no sistema liquido-cristalino

Apdbs a mistura de todos os componentes para a formacao do SLC, foi realizada uma

etapa de centrifugacdo, onde se verificou a separacdo de fases entre a parte liquido-cristalina e
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0 sobrenadante. Ambas as amostras foram analisadas para verificar se 0 peptideo estava
realmente presente no SLC.

Neste sentido, foram utilizadas duas técnicas: a espectrofotometria e a CLAE em
fase reversa. As curvas de absorcdo obtidas por meio da espectrofotometria para 0 SLC
contendo o peptideo, o sobrenadante e o colesterol estdo reunidas na Figura 12. Pelo grafico
pode-se observar que a absor¢do caracteristica do Trp foi observada nitidamente no SLC,

indicando que o sobrenadante quase ndo possui 0 peptideo ou 0 possui em pequena

concentracao.
2.5
| — SLC+ pep
sobrenadante
2.0 - colesterol
M98 4
[
=
ol i
=
% 1,0 4
el
c:c -
0,5 -
0,0 -
T T T T T T T T T 1

200 250 300 350 400
A (nm)

Figura 12. Espectros de absorcdo na regido do UV do peptideo, da parte liquido-cristalina e sobrenadante. Na
linha cor preto - sistema liquido cristalino, linha cor vermelha — sobrenadante e linha cor azul - colesterol.

Desta forma, foi possivel perceber por meio do espectro de absor¢do na regido UV
que a maior parte do peptideo foi incorporada na fragéo liquido-cristalina.

Para confirmar o resultado acima e tentar obter valores quantitativos da incorporagéo
do peptideo ao SLC, foi utilizada a CLAE em fase reversa. Desta forma, o sobrenadante, o

SLC e a solucéo estoque do peptideo (1mg/imL) foram analisados em cromatografo analitico
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em um programa de 5 a 95% de solvente B em 30 min. Os perfis cromatograficos das fragdes e

da solucéo estoque do peptideo com 0s seus respectivos tempos de reten¢do na coluna podem

ser observados nas Figuras 13, 14 e 15.
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Figura 13. Cromatograma obtido por meio da CLAE em fase reversa do sistema liquido-cristalino com o

peptideo.
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Figura 14. Cromatograma obtido por meio da CLAE em fase reversa do sobrenadante.
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Figura 15. Cromatograma obtido por meio da CLAE em fase reversa do peptideo W6-Hy-al puro (sol.
Estoque).

E possivel observar pelo tempo de retencdo que o peptideo foi incorporado ao
sistema liquido-cristalino, ndo sendo observado no sobrenadante.

Para a anélise quantitativa do teor de incorporacéo, utilizou-se 1 mL de uma solugéo
estoque com concentragéo inicial de 910 pmol/L em de tampdo fosfato. Posteriormente, essa
solucéo foi incorporada ao SLC com volume final de 2 mL. A amostra foi entéo centrifugada
a 14.000 rpm durante 30 minutos; descartou-se o sobrenadante, e o rendimento foi de
aproximadamente 0,5 mL. Pelo fato do SLC apresentar viscosidade alta, este foi diluido em
500 pL de agua ultrapura, obtendo assim um volume final de 1000 puL (concentragdo de
peptideo de 910 pmol/L). Uma aliquota de 20 pL desta solugdo foi adicionada de 80 pL de
metanol e 80 pL de butanol para a desestruturacdo do SLC e injetou-se no sistema de CLAE.
Utilizou-se como padréo, uma solucdo estoque de concentracdo igual a 143 pmol/L que
também foi aplicada em CLAE utilizando o mesmo método, para a obtencdo das areas do

pico, as quais sdo proporcionais a concentracao das substancias (Figura 16).
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Figura 16: Relacdo entre a area do padrdo e a area da amostra. Aa = area da amostra, Ca = concentracao da
amostra, Ap = area do padrdo, Cp = concentra¢ao do padrao.

Por CLAE obteve-se a area da amostra que foi igual a 663870 e a area do padrao igual
a 9859341 para a concentragdo de 143 pmol. L ™. Aplicando esses valores na formula acima
se obteve o valor de 38,6 pmol. L ™ que é o valor da concentracido da amostra injetada no
CLAE. Como a solucéo foi diluida 9 vezes, a concentracdo do peptideo no SLC foi de 347,4
umol. L ™ que é a concentragdo real do peptideo incorporado ao sistema liquido cristalino.

Assim o rendimento de incorporagéo foi de aproximadamente 39%.

4.6. Teste de liberacao in vitro

O teste de liberagé@o do peptideo do sistema liquido cristalino foi realizado utilizando
a CLAE. A Figura 17 apresenta o grafico da curva analitica com a equacdo da reta e o0 seu
coeficiente de correlacéo (r?). A curva apresentou o critério minimo aceitavel pela ANVISA

que é de 0,99 (BRASIL, 2003).
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Figura 17. Curva de liberacdo do peptideo W6-Hy-al, equacdo da reta (y) e 0 seu respectivo
coeficiente de correlagéo ( r?).
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Foram realizados os calculos por meio dos valores obtidos das areas aplicando-as na
equacdo da curva analitica, para se obter as concentracdes de peptideo liberadas da

formulacdo. A Tabela 2 apresenta a porcentagem de liberacao do peptideo.

Tabela 2. Liberagdo do peptideo W6- Hy-al incorporado ao SLC.

Tempo (h) Qreal (ug/ cm %) % liberacéo DPR(%)
0,5 0,63 0,2440 8,87
1 0,92 0,3596 8,96
2 1,27 0,4964 1,27
4 2,40 0,9359 3,97
6 3,46 1,3487 2,56
8 4,89 1,9076 2,58
10 6,34 2,3867 2,68
12 8,04 3,0264 6,32

Qreal é a quantidade real liberada de peptideo e DPR é o desvio padrdo relativo e porcentagem de liberacéo do peptideo.

O desvio padréo relativo (DPR) € calculado através da equacdo 2: DPR= DP/M
x100, em que DP € o desvio padrdo e M é a media das seis replicatas. Observa-se que o0 DPR
do teste de liberagdo esta dentro dos limites das especificacdes que é menor que 10%.

Na liberagdo in vitro o peptideo teve que passar do SLC para o meio externo tendo
assim uma constante de liberacdo (K;) e depois o0 peptideo teve que passar pela membrana de
celulose até a solucdo receptora tendo assim a constante de permeacdo (K;). Como no teste
com o peptideo livre em solucdo aquosa ele estd somente solubilizado, deveria ser liberado
rapidamente para 0 meio. Quando o peptideo estava incorporado ao SLC sua porcentagem de
liberacdo foi menor, porém constante. Isso por que o peptideo pode estar interagindo com o
arranjo lamelar do sistema liquido-cristalino, promovendo uma liberacdo mais lenta para o
meio receptor.

A Figura 18 traz o perfil de liberacdo do peptideo incorporado a formulagédo e do

peptideo livre em solucao.
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Figura 18: Perfil de liberagdo do peptideo incorporado ao SLC e do peptideo livre em solugao.

Para obter a cinética de liberacdo do farmaco os resultados foram aplicados em trés
modelos matematicos: zero ordem (Qreal em pg/cm? em funcgdo do tempo), primeira ordem
(logaritmo da porcentagem de farmaco em funcéo do tempo) e Higuchi (Q real em pg/cm?em
funcdo da raiz quadrada do tempo). A Tabela 3 traz o coeficiente de correlacéo (r°) de cada

modelo matematico.

Tabela 3. Coeficiente de correlagdo r? da formulagdo com peptideo W6-Hy-al incorporado dos modelos
matematicos de zero ordem, primeira ordem e Higuchi.

Formulacéo Zero ordem Primeira ordem Higuchi

Ponto 22 0,9901 0,9303 0,9468

O modelo matematico que apresentou r’ maior foi o de zero ordem. A Figura 19 traz o gréfico

da cinética de liberacéo zero ordem e o seu respectivo r’.
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Figura 19. Modelo de cinética de liberagdo zero ordem.

A cineética de liberacdo zero ordem indica que a taxa de liberacdo do farmaco €
independente do tempo sendo controlada pela estrutura lamelar do SLC, sendo que a mesma
quantidade de farmaco € liberada por unidade de tempo independente da concentracdo do
farmaco, sendo muito utilizada quando se pretende obter uma acéo farmacoldgica prolongada

(AULTON, 2005).

4.7. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

O ensaio de inibi¢do de crescimento microbiano foi realizado para avaliar a atividade
antibacteriana do peptideo W6-hylina-al quando incorporado ao SLC.

O SLC também poderia apresentar atividade antimicrobiana. Para verificar se o SLC é
capaz de inibir o crescimento e em que proporcdo isto ocorre, foi realizado em uma placa em
separado um ensaio contendo o SLC livre de peptideo, mas esse ndo mostrou atividade
antimicrobiana.

Foi utilizado para o teste de inibicdo de crescimento microbioldgico uma bactéria

Gram positiva (Staphylococcus aureus) e uma de bactéria Gram negativa (Escherichia coli).
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No estudo se aplicou o peptideo livre em seis diluicBes seriadas diluidas 2 vezes a
cada etapa em &gua ultrapura com solucdo estoque inicial de concentra¢do 750,2 pumol/L. O
mesmo ocorreu com o peptideo incorporado ao sistema liquido-cristalino com concentracéo
inicial de 680,7 umol/L. Para controle positivo foi utilizado o Ciprofloxacino (13 pumol/ L que
equivale a 5ug/pl). No teste de difusdo em discos utilizando salina como indculo utilizou-se
como controle positivo o meropenem 10 pg por esse agir desestabilizando a membrana
celular como os peptideos antimicrobianos. O controle negativo utilizado foi a agua ultrapura
em todos os testes.

No teste de difusdo, os cilindros de aco inoxidavel foram colocados no meio de
cultura solidificado inoculado, os cilindros receberam das solugdes em estudos as dilui¢des
das concentracdes iniciais descritas na metodologia. Neste ensaio foi avaliada somente a
bactéria Gram positiva. O peptideo apresentou atividade em todas as concentracfes avaliadas,
e 0 peptideo incorporado ao SLC apresentou atividade somente na 1° diluicdo (Tabelas 4 e 5).

O teste de difusdo em discos é aceito pela FDA (Food and Drug Administration) e
estabelecido como padrdo pelo NCCLS (National Committe e Clinical Laboratory Standards)
(BARRY & THORNSBERRY, 1991), neste se aplicou 17 pL da solugdo a ser avaliada em
discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro. O peptideo apresentou atividade nas trés
primeiras diluigdes tanto para a bactéria Gram positiva como para a bactéria Gram negativa,
sendo que nesta Ultima a atividade foi menor, e o peptideo incorporado ao SLC nédo
apresentou atividade antimicrobiana (Tabela 6 e 7).

No teste de difusdo em discos utilizando solucgéo salina (0,9 % de cloreto de sédio) no
preparo do indculo, o peptideo apresentou atividade somente para S. aureus (Tabela 8) e
guando incorporado ao SLC ndo apresentou atividade.
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Tabela 4. Diametros dos halos de inibicdo em mm do teste realizado com cilindros de aco inoxidavel

com peptideo W6-Hy-al livre em solugéo.

ConcentracOes do peptideo  Diametro dos halos de

livre (umol L™ inibicdo (mm)
S. aureus
375,1 1,77
187,56 1,25
93,78 0,77
46,89 0,45
23,45 0,40
11,72 0,30

Tabela 5. Diametros dos halos de inibicdo em mm do teste realizado com cilindros de aco inoxidavel

com peptideo W6-Hy-al incorporado ao SLC.

Concentrac6es do peptideo Diametro dos halos de

incorporado ao SLC (umol L™) inibicdo (mm)
S. aureus
340,35 0,84
170,2 0,0
80,10 0,0
42 54 0,0
21,27 0,0

10,63 0,0
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Figura 20. Atividade antimicrobiana do peptideo W6-Hy-al contra S. aureus. Sentido horario: controle positivo
com ciprofloxacino e controle negativo com agua ultrapura; 1°, 2° e 3° diluicdo, respectivamente.

Tabela 6. Diametros dos halos de inibicdo em mm do teste realizado com discos de papel com peptideo
W6-Hy-al livre em solugéo.

Concentracdes do Diametro dos halos de inibi¢cdo (mm)
peptideo livre (umol S. aureus E. coli
LY
375,1 1,86 1,00
187,56 2,07 0,30
93,78 2,00 0,29
46,89 0,0 0,0
23,45 0,0 0,0

11,72 0,0 0,0
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Figura 21. Atividade antimicrobiana do peptideo W6-Hy-al contra E. coli. Sentido anti-horéario: controle
positivo com ciprofloxacino e ciprofloxacino incorporado ao SLC, controle negativo com agua ultrapura; 1°, 2° e
3° diluicéo.

Tabela 7. Diametros dos halos de inibicdo em mm do teste realizado com discos de papel com peptideo

W6-Hy-al livre em solucdo, utilizando solucdo salina para o in6culo.

Concentracdes do Diametro dos halos de inibi¢cdo (mm)
peptideo livre (umol S. aureus E. coli
LY
375,1 3,86 0,0
187,56 3,07 0,0
93,78 2,00 0,0
46,89 0,0 0,0
23,45 0,0 0,0

11,72 0,0 0,0
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Figura 22. Atividade antimicrobiana do peptideo W6-Hy-al contra S. aureus. Sentido horario: controle positivo
com meropenem e controle negativo com agua ultrapura; SLC, 1°, 2° e 3° diluicdo, respectivamente.

Foram realizados trés testes diferentes pela dificuldade do SLC em se difundir pelo
agar, sendo necessario deixar as placas ja inoculadas 2 horas em geladeira antes de se colocar
na estufa. O método da microdiluicdo ou o tubidimétrico poderia ser testado, neles néo

haveria a limitacdo da néo difusé&o.
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5. CONCLUSOES

A metodologia SPFS, utilizando-se a estratégia Fmoc, mostrou-se viavel para a
obtencédo do peptideo W6-Hy-al.

A purificagdo do peptideo W6-Hy-al foi viavel utilizando a CLAE.

O diagrama de fases se mostrou eficiente para se obter as proporc¢des adequadas de ST
(sistema tensoativo), CHO (colesterol) e fase aquosa, e assim ter os pontos de
anisotropia. A comprovagdo da obtencdo do sistema liquido-cristalino foi realizada por
meio de microscopia de luz polarizada. Os pontos 22, 28, 31 e 33 foram escolhidos
por suas caracteristicas transllcidas visualizadas contra fundo escuro, sendo que um
destes (ponto 22) foi utilizado para a incorporacéo do peptideo W6-Hy-al.

O ensaio de reologia mostrou que o sistema se comporta como pseudoplastico o que o
torna propicio ao uso topico por conferir o espalhamento necessario durante a
aplicacdo e fornecer a formacao de um filme uniforme sobre a pele.

A espectrofotometria na regido do ultravioleta e a CLAE mostraram que o peptideo foi
incorporado ao sistema.

No teste de liberagdo in vitro a formulacdo apresentou cinética de ordem zero.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana mostrou que o peptideo quando incorporado
ao SLC apresentou atividade muito menor que o peptideo livre. Talvez isso esteja
ocorrendo em virtude da liberacdo prolongada do peptideo pelo sistema. Testes de
diluicdo em caldo ou utilizacdo de método turbidimétrico para verificacdo de acéo

antimicrobiana poderiam ajudar a elucidar este efeito.
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