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RESUMO

Monitorar ferimentos topicos e protagonizar o bloqueio e o tratamento de possiveis
patdgenos e infec¢des recorrentes em uma lesao é um desafio que tem aliado médicos
e pesquisadores pelo mundo todo. Buscar alternativas curativas que supram as
necessidades do paciente ao mesmo tempo que sejam acessiveis, eficientes, praticas e
biocompativeis € uma teméatica cada vez mais estudada e aplicada nos tratamentos
modernos. Esse trabalho objetiva essa busca: a producédo de um hidrogel bioativo como
matriz curativa, formulado com duas moléculas antifingicas. A primeira, Jaburetox, € um
peptideo recombinante com atividade antifingica descrita na literatura em 2012; e a
segunda: cetoconazol, um farmaco antifGngico amplamente utilizado desde a década de
1970. Realizando primeiramente uma analise bibliografica aprofundada sobre os termos-
chave deste trabalho, em uma plataforma referéncia (PubMed), observamos que esses
temas de estudo, além de cada vez mais pesquisados, apresentam uma caréncia na
literatura quando se observa as suas inter-conexdes. Ou seja, ndo ha nenhuma
publicacdo sobre a formulacéo de hidrogéis com Jaburetox (Jbtx) e poucas formulando
cetoconazol nesse tipo matriz. Compreendendo a necessidade de dados mais robustos
sobre as propriedades antifiUngicas dessas duas moléculas em uma formulacdo de
hidrogel, realizamos a producdo desses hidrogéis e andlises quantitativas sobre a
capacidade antifungica de Jbtx (em quatro diferentes concentracdes) e de cetoconazol
(em trés diferentes doses) pelo método Drop plate em Candida albicans. Observamos
gue tanto os hidrogéis formulados com Jbtx quanto com cetoconazol apresentaram uma
atividade antifingica estatisticamente significativa nas menores concentracdes testadas
(8,25 uM para Jbtx e na dose de 10 ug para cetoconazol). Porém, essa atividade néo se
manteve estavel dentre todas as replicatas biolégicas, principalmente para o Jbtx, que
apresentou diferentes resultados dependendo do tempo de estocagem dos hidrogéis.
Além disso, realizou-se um teste de citotoxicidade em queratindcitos humanos para aferir
a biocompatibilidade dos hidrogéis formulados com cetoconazol, cujos resultados
demonstraram certo grau de citotoxicidade. Dessa forma, apesar de observarmos alguns
resultados positivos quanto a atividade antifungica de Jbtx e cetoconazol em hidrogéis,

h& a necessidade de mais estudos sobre o tema avaliando diferentes formulacdes de



hidrogéis. Dessa maneira, poderemos encontrar o que de fato buscamos: aliar o
potencial antifingico desses hidrogéis a biocompatibilidade necesséria para utiliza-los

como curativos bioativos.

Termos-chave: hidrogel, curativo bioativo, biomaterial, Jaburetox, antifingico,

cetoconazol.



ABSTRACT

Monitoring topical wounds and playing a lead role in the blockade and treatment
of possible pathogens and recurrent infections of an injury is a challenge that has allied
physicians and researchers all around the world. Seeking healing alternatives that meet
the patient's needs while being accessible, efficient, practical and biocompatible is an
increasingly studied and applied theme in modern treatments. This project aims towards
this search: the production of a bioactive hydrogel as a curative matrix, formulated with
two antifungal molecules. The first one, Jaburetox, is a recombinant peptide with its
antifungal activity described in literature in 2012; and the second: ketoconazole, a widely
used commercial antifungal since the 1970s. We started by conducting an in-depth
bibliographical analysis of the key terms of this work in a reference platform (PubMed).
By doing so, we observed that these themes of study, besides being increasingly
researched, yet present a lack in literature when observing their inter-connections. That
is, there are no publications about the formulation of hydrogels containing Jaburetox
(Jbtx) and few formulating ketoconazole in this kind of matrix. Understanding the need for
more robust data on the antifungal properties of these two molecules in a hydrogel
formulation, we performed the production of these hydrogels and quantitative analyzes
on the antifungal capacity of Jbtx (at four different concentrations) and ketoconazole (at
three different doses) by using the Drop Plate method in Candida albicans. Both
hydrogels formulated with Jbtx and ketoconazole showed a statistically significant
antifungal activity at the lowest concentrations tested (8.25 uM for Jbtx and at dose 10 ug
for ketoconazole). However, this activity was not stable among all biological replicates,
especially for Jbtx, which presented different results depending on the hydrogels stocking
time. In addition, a cytotoxicity test using human Kkeratinocytes aiming to test
biocompatibility was performed on the hydrogels formulated with ketoconazole, which
results showed certain level of cytotoxicity. Thus, although we observed some positive
results regarding the antifungal activity of Jbtx and ketoconazole, there is a need for
further studies on the subject evaluating different formulations of hydrogels. By doing so,
we will be able to find what we are truly looking for: combine the antifungal potential of



these hydrogels with the necessary biocompatibility to use them as bioactive wound
dressings.

Key terms: hydrogel, bioactive wound dressing, biomaterial, Jaburetox, antifungal,
ketoconazole.
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1. INTRODUCAO

1.1. Curativos

Danos a pele sédo algumas das lesbes corporais mais comuns ao longo de toda
histéria da humanidade (ZHAO et al.,, 2017). Um ferimento € definido como uma
disrupgéo na continuidade do revestimento epitelial da pele ou mucosa, resultando em
um dano fisico ou/e térmico (FRANZ et al., 2001). De acordo com a duracao e natureza
do desenvolvimento da cura, o ferimento € caracterizado como agudo ou crénico. Os
ferimentos agudos (Figura 1) sdo aqueles que demoram de dias a algumas semanas
para percorrer as diferentes fases do processo de cura e atingir o estagio de
remodelamento da epiderme. O ferimento cronico (Figura 2), por sua vez, pode demorar
de meses a anos para atingir esse estado de remodelamento. Segundo (BROWN;
ASHLEY; KOH, 2018), pode-se distinguir os seguintes estagios para o processo de
reparo de um ferimento: a hemostase e a inflamacéo, em que ao mesmo tempo que nas
primeiras horas ha a formacdo de um coagulo, ha a presenca de células do sistema
imune (como macréfagos, neutréfilos e leucécitos), vermelhiddo e possibilidade de
aumento de temperatura e inchaco na superficie ferida; a proliferacdo, em que os
fibroblastos comecam a recobrir a camada antes lesada e diminuir a area ferida exposta,
e por ultimo, o remodelamento: em que a derme e a epiderme foram completamente
recobertas e observa-se s6 cicatrizes superficiais. A duracdo desses estagios e a
eficiéncia da resposta imuno-fisiologica em cada estado esta sujeita aos processos de
assepsia e tratamento, assim como a escolha do curativo adequado para que o ferimento

seja isolado, sem efeitos danosos ao processo de reparo, como hipoxia.
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Figura 1. Processo de cura de um ferimento. Os trés estagios de reparo: (A) inflamacao, (B) proliferacao,
e (C) remodelamento (WONG; GURTNER, 2012). (D) O periodo de tempo da migracdo celular de células
imunes durante o processo de cura nos primeiros 15 dias (WITTE; BARBUL, 1997). Fonte: reutilizada por

(BROWN; ASHLEY; KOH, 2018).

A cura de um ferimento é um processo dindmico e complexo que requer um
ambiente compativel para promover sua maxima eficiéncia. Ela € o resultado de
interacdes entre citocinas, fatores de crescimento, sangue e matriz extracelular (Figura
2). As citocinas promovem a cura através de diversas vias: estimulam a producédo de
componentes da membrana basal, prevenindo desidratacdo, aumentando a inflamacéo
e a formacao do tecido de granulacdo (ENOCH et al., 2006). Quando o ferimento esta
fechado com o curativo, ele estd promovendo uma locomogé&o orientada ao longo de um
gradiente quimico, como a absor¢do de exsudatos, por exemplo. Essa propriedade o
torna permissivo para a troca passiva de fluidos, e continuamente exposto a proteinases

e fatores de crescimento, que sdo majoritariamente perdidos quando o ferimento esta
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exposto. Assim, durante o século XX, a producéo de curativos chamados de oclusivos
(fechados) comecou a promover um ambiente imido e seletivo para o ferimento. Esses
curativos corroboram uma reconstrucao epitelial mais rapida, favorecem a sintese de
colageno, e estimulam a angiogénese quando ha hipdxia (ainda que permitindo a
oxigenacao seletiva do ferimento); resultando em uma diminuicdo na possibilidade de
infeccéo do ferimento (SARABAHI et al., 2012). Com os avanc¢os da tecnologia, mais de
trés mil produtos ja foram desenvolvidos para tratar diferentes tipos de ferimentos, tendo
como alvo varios aspectos desse processo de recuperacdo (DHIVYA; VIJAYA,
SANTHINI, 2015). O crescimento gradativo do interesse e de publicagdes em curativos
cada vez mais inovadores disponibiliza que gozemos hoje dos mais diversos tipos de
materiais curativos para quase todos os tipos de ferimentos (Tabela 1). Assim, gerar
alternativas biotecnoldgicas para desenvolver materiais que amenizem quaisquer tipos
de lesdes topicas e diminuam o tempo médio de recuperacao completa do tecido lesado,
0 qual pode durar de meses a anos (Figura 2), tornou-se um dos grandes desafios da
engenharia de tecidos e da medicina modernas. Uma dessas alternativas, hoje ja
acessiveis, sdo curativos que ndo sdo apenas oclusivos, mantendo o ferimento em
condicbes controladas, mas também oculares: pela sua transparéncia, pode-se
monitorar a evolugéo do processo de cura. Um exemplo de curativo oclusivo e ocular sdo
os hidrogéis, hoje ja disponiveis em diversas formulagbes e métodos de aplicacédo
(NEGUT; GRUMEZESCU; GRUMEZESCU, 2018).
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Figura 2. Respostas imuno-fisiol6gicas em cada estagio de cura de um ferimento crénico. Em
ferimentos crénicos, as fases de proliferacdo e de remodelacdo podem durar de semanas a anos. Fonte:
(MANDLA; HUYER; RADISIC, 2018)

A sele¢cdo do material do curativo para um ferimento em particular é importante
para atingir uma cura acelerada, ao mesmo tempo que resolutiva. Um sistema curativo
€ composto primordialmente de dois elementos: a matriz do curativo, produzida para
estar em contato com o ferimento; e as bandagens, responsaveis por manter a
estabilidade fisica do curativo sob a superficie do ferimento. H& uma preocupacao
crescente sobre o uso de materiais cada vez mais inteligentes como curativos, ja que
esses sao responsaveis por serem alguns dos principais efetores externos durante o
processo de cura de ferimentos (UZUN, 2018). Segundo UZUN, algumas caracteristicas
requeridas para um curativo ser classificado idealmente como inteligente séao:
bioadesividade seletiva, ou seja, a capacidade de adesado daquele material a superficie
do ferimento, sem que haja dano ou dor na sua eventual remocéo; a facilidade de
aplicacdo e esterilizacdo; a inibicdo de contaminacdes por micro-organismos; a
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biodegrabilidade; a permeabilidade ao oxigénio, também classificado como a capacidade
de oxigenacdo do curativo; a nao-toxicidade, dentre outras caracteristicas ideais
dependendo do tipo de curativo. Para atingir essa gama extensa de requisitos desejaveis

(Figura 3), os curativos modernos tém as mais diversas formulacdes (Tabela 1).

Water-vapor permeability
Waterproof

N )
| " Al o @ @ @ & wesssd Drug release reservoir
/ F/ L -
/ 17 0 .°® @ ® sy Exudate absorber
/ /

Bacteriaproof

Figura 3. llustracdo das propriedades de um curativo ideal. Fonte: (NEGUT; GRUMEZESCU;
GRUMEZESCU, 2018)

1.2. Curativos Bioativos

Os curativos tradicionais, sejam eles naturais ou sintéticos, como algoddo ou
gaze, tém demonstrado desvantagens tanto no processo de cura: por proporcionar baixa
umidade para as feridas; quanto no desconforto dos pacientes: devido ao fato de
aderirem a superficie das feridas (RADHAKUMARY; ANTONTY; SREENIVASAN, 2011).
Em vista que curativos tradicionais falham em promover um ambiente ideal para o
ferimento, eles foram substituidos por curativos modernos com formulagbes mais
avancadas: os denominados curativos bioativos. Preparados majoritariamente a partir de
biomateriais, esses curativos atuam no processo de cicatriza¢ao ou na protecao da ferida
contra micro-organismos patogénicos (BOATENG et al., 2008). Exemplos de materiais
modernos utilizados como matrizes para 0s curativos bioativos sédo: espuma de
poliuretano, hidrocoloides, géis contendo iodo e hidrogéis (Tabela 1). Durante a década

de 1990, o estudo de curativos sintéticos expandiu em um grupo variado que incluia,
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além dos hidrocoloides, curativos com espuma sintética, malhas de silicone, adesivos
para tecidos, filmes adesivos permeaveis e curativos formulados com prata (DHIVYA;
VIJAYA; SANTHINI, 2015).

Nanoparticles

Antibiotics

Epidermis —[

Dermis ~|:
Hypodermis—[

Skin Wound Skin Infection Antimicrobial
Wound Dressing

Figura 4. llustracdo de um curativo bioativo. Representacdo de um ferimento, de sua respectiva
infeccdo por bactérias e da aplicagdo de um curativo bioativo com suas possiveis formulagbes. Na

esquerda, a separacio da hipoderme, derme e epiderme, de baixo para cima. Fonte: (SIMOES et al., 2018)

Formular matrizes com composi¢des inovadoras e estruturas inteligentes tornou-
se ndo sO necessario, mas uma realidade. Existem protétipos de diversos tipos de
curativos capazes de realizar a entrega de farmacos em dose-controlada através de
termoativacao ou da prépria capacidade osmotica das suas matrizes, como a do hidrogel,
que é de 70 % a 90 % composto por agua. Uma ilustracdo do seu formato e da aderéncia
a um ferimento pode ser observada na Figura 4, em que se vé um curativo antimicrobiano
em formato cilindrico, aderido ao ferimento cutaneo. Existem também protétipos de
curativos injetaveis. Eles disponibilizam uma proposta de polimerizagcdo in situ e
adaptavel ao formato do ferimento, proposto para diabéticos que tenham seu processo
de cicatrizacdo debilitado (GREISER et al., 2018). E até um curativo com um chip
acoplado, que possibilita a comunicacéo bluetooth pelo celular do paciente (Figura 7).
Assim, ele pode ndo s6 monitorar em seu celular o pH e a temperatura do ferimento

medidos por sensores acoplados ao curativo; como também, através de um micro-
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aquecedor na superficie do curativo, ativar a liberagdo de farmacos através da
degradacao de microbeads localizadas na bicamada curativa e consequente liberagao
do composto para a superficie do ferimento, de forma controlada e localizada
(MOSTAFALU et al., 2018).

Os pesquisadores estdo buscando sistemas curativos cada vez mais precisos,
personalizaveis, praticos e com propriedades antimicrobianas. Devem ser eficientes,
com menor custo e citotoxicidade possivel; e apresentar toxicidade ao maior espectro de
micro-organismos patogénicos possivel. Dentro desses sistemas, existem varios tipos
de curativos sendo estudados e ja comercialmente utilizados como matrizes para
curativos bioativos. Nesta revisdo de (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017), pode-se
observar alguns exemplos, suas principais propriedades, vantagens, desvantagens e

suas respectivas taxas de utilizacdo mundial em 2017 (Tabela 1).

Tabela 1. Tipos de materiais curativos e suas respectivas taxas de utilizagdo mundial em 2017. Em
destaque, como ultimo tipo de curativo descrito, os hidrogéis: os materiais poliméricos com a maior taxa
de utilizagdo mundial em 2017 (43%). Traduzida e adaptada de (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017).

Taxa de
Tipos Propriedades Vantagens Desvantagens Utilizacéo
de Curativos Mundial
(2017)
- Altamente
Feitas de materiais como: absortivas - Muito aderentes
- Poliuretano - Mantém um - Formam camada
- Polietilenoglicol (PEG) ambiente imido  opaca que dificulta a
- Camadas bilaminadas de observacao do
silicone - Capacidade de ferimento 5%
Espumas anti-vazamento (Espumas
contra invasao - Semi-permeaveis a Poliméricas)
bacteriana gases
Adequadas para:
gueimaduras, ferimentos - Facilmente - Nao-aplicaveis a
cronicos, cavidades com usadas ferimentos secos

20



formato de ferimento, e

Ulceras profundas

- Menor custo

- Pouca estabilidade

- Compostos por
poliuretanos finos

- Flexiveis

- Transparentes

- Boa
permeabilidade a
gases

- Impermeaveis a

fluidos e bactérias

- Dificeis de

manusear

- Aderéncia a
bandagem do

curativo

- Filmes auto-adesivos - Fécil - Nao-absorventes
monitoramento do  permitindo acimulo 8%
Filmes ferimento através de exsudatos do (Filmes
da transparéncia ferimento poliméricos)
do filme
- Suscetivel
- Amenizacao da facilmente a
dor e menor invasoes
maceragao bacterianas e
infeccdes
Adequados para: ferimentos - Permeével a
superficiais, ndo proteinas e
contaminados e por laser farmacos
- Altamente
absortivo
- Polimeros de alginato em - Ndo-aderente - Alto custo
forma de tecido (fibras);
- Troca ibnica ocorre com - Alta - Odor desagradavel
fons de Ca?*-alginato e Na*- estabilidade
soro sanguineo. mecanica - Dificil de manusear
20%
Alginatos - Estavel porum - Indisponivel devido (Alginatos
longo periodo de a escassez da sua Poliméricos)

tempo

presencga comercial
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Adequado para: ferimentos

cirlrgicos e queimaduras

- Facilmente
removivel com

solugédo salina

- Boa barreira

bacteriana

- Sistema de duas fases
de amido imobilizado com
iodo, PEG-Dextrano, ou
polimeros plasticos
fibrosos

Hidrocoloides

- Materiais
altamente

absortivos

- Facilmente
removivel com
salina ou 4gua

esterilizada

- Nao-aderente

- Estrutura base com
atividade anti-

microbiana variavel

- Baixa citotoxicidade
- Instavel
volumetricamente
- Alto vazamento de

exsudatos

24%
(Hidrocoloides

- Hidrocoloides de Poliméricos)
- Alta densidade dextrana atrasam o
- Materiais a processo de cura
prova d’agua
-Impermeavel a
Adequado para: Ulceras - Curativos sem gases
crbnicas e queimaduras dor - Odor desagradavel
- Mudam de cor
-Polimeros naturais e - Alta - Semi-
sintéticos capacidade transparentes
- Alta capacidade absortiva de
absortiva exsudatos - Semi-permeaveis a
- Usados como agente (como pus) gases e vapor
Hidrogéis calmante e parao d’agua 43%
resfriamento de - Néo-aderentes (Hidrogéis

ferimentos cutaneos

Adequados para: a maioria

de tipos de ferimentos e

gueimaduras

(removidos do
ferimento com
mais facilidade

e menos dor)

- Barreira bacteriana
ineficiente

Poliméricos)
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- Aceleram o - Algumas vezes
processo de baixa estabilidade

cura mecéanica

- Reduzem a dor

e inflamacéo

- Menor custo

- Fécil de

produzir e lidar

1.3. Hidrogéis

Materiais acessiveis, com rapida polimerizacdo, alto teor aquoso e que tiveram
um grande crescimento de publicacbes nos ultimos anos (Figura 6): 0s promissores
hidrogéis. Eles sdo minimamente compostos por uma solucdo base com grande
guantidade de agua (como tampao fosfato salino ou outras solu¢cfes tamponadas), um
polimero (como PEG - Polietilenoglicol, ou quitosana, por exemplo) e 0s agentes
polimerizantes que possibilitam seu estado de gel (como APS - Persulfato de aménio, e
TEMED - N, N, N, N'-Tetrametiletilenodiamina). Os hidrogéis representam uma
compressdo de uma grande quantidade de agua dentro de uma matriz tridimensional
gelificada (ZHANG et al., 2019), o que os classifica como uma 6tima matriz extracelular
para entrega de farmacos e também como superficies curativas. Normalmente, um
curativo bioativo com formulacao de hidrogel pode manter o ferimento em um ambiente
consideravelmente umido e absorver exsudatos, como pus (QU et al., 2018). Por isso,
além de ser considerado um material biocompativel, € um candidato promissor para
aplicacdes biomédicas, como por exemplo um curativo bioativo. Estes tipos de curativos
sdo compostos por hidrogéis formulados com diferentes tipos de compostos bioativos,
como antibiéticos ou antifungicos. As mais diferenciadas formulacdes permitem a
flexibilizacdo do modo de aplicacdo - possibilitando polimerizac&o in situ para melhor
adesdao ao ferimento e para entrega local de farmacos (MAURI et al., 2019) - e também
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do tipo de aplicacdo - seja em ferimentos agudos ou crénicos, queimaduras, Ulceras ou
amputacoes.

A primeira publicacédo sobre hidrogéis registrada ja possuia finalidade médica: em
1955, na Republica Tcheca, com o titulo de “Hidrogel de Mucina como uma nova base
para pomadas oftalmicas” (SIMALJAKOVA, 1955). Porém, além de o artigo estar em
tcheco e sO possuir o registro do titulo na plataforma PubMed, ele também esta
inacessivel, impossibilitando a analise da metodologia e esclarecimento sobre a
utilizacdo desse hidrogel. Da década de 1960 até a década de 1980, as publicacdes
sobre hidrogéis focavam principalmente em suas aplicacdes como lentes de contato
(DANIELE et al., 1968, CAVANAGH; BODNER; WILSON, 1980). Duas das primeiras
experiéncias clinicas acessiveis publicadas sobre hidrogéis como curativos foram em
1984, respectivamente na Alemanha (KNAPP; RAHN; SCHAUWECKER, 1984) e na
Gra-Bretanha (YATES; HADFIELD, 1984). Na Alemanha, os pesquisadores fizeram
experimentacdes clinicas com hidrogéis de agar e poliacrilamida em pacientes apoés
transplantes de pele, que na época foram chamados de Geliperm. Eles disseram que o
curativo, além de condicionar a homeostase do ferimento nos primeiros dias criticos ap6s
os transplantes, protegiam o ferimento de invasdes bacterianas, mantinham ambos o
ferimento e o implante Umidos, e ainda absorviam parcialmente os exsudatos do
ferimento. Os autores também mencionaram que, devido a alta elasticidade, o chamado
Geliperm poderia se adaptar a superficie do ferimento, sem necessidade de cola-lo; e
gue as chances de cura poderiam ser consideravelmente aumentadas pelo uso desses
hidrogéis. Na Gra-Bretanha, os autores descreveram a experiéncia do Departamento de
Acidentes e Emergéncias que usaram um curativo de gel de éxido de polietileno,
chamado de Vigilon (Figura 5), utilizado por eles durante dezoito meses. Eles
descreveram o material como contendo 96 % de 4gua e sendo virtualmente transparente
e disseram que, apesar de ele ser mais dificil de manipular com férceps do que curativos
secos, sua conformidade e adesdo com a pele era muito superior. Também foi reportado
que ndo haveria dor ou dificuldade associadas a remocdo do curativo e que, dos
cinquenta e nove pacientes que utilizaram o curativo - em ferimentos de queimaduras
parciais ou totais, ou perdas traumaticas de pele - somente quatro apresentaram

infeccoes.
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Figura 5. Representacéo do curativo Vigilon. Na imagem, o curativo sendo utilizado sob uma
gueimadura parcial na perna de um paciente. Fonte: (YATES; HADFIELD, 1984)

Trinta e cinco anos apds a experimentacao clinica satisfatéria dos britanicos com
o curativo Vigilon, o interesse em estudar hidrogéis com diferentes formulacdes e
aplicagfes curativas tem crescido (Figura 6). Em dez anos, de 2005 a 2015, o numero
de publicagcbes com essa tematica quase quintuplicou. Esta revisdo de 2017 é a
publicacdo mais recente a ter quantificado o uso de hidrogéis como curativos (KAMOUN,;
KENAWY; CHEN, 2017).
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Figura 6. Publicagdes sobre o uso de hidrogéis como curativos. Levantamento quantitativo realizado
utilizando as plataformas PubMed e Scopus, que mostra o nimero de publicac6es sobre hidrogéis com
aplicag&o curativa entre 2005 a 2015. Fonte: (KAMOUN; KENAWY; CHEN, 2017)

Estudos cada vez mais interdisciplinares tém sido realizados pautando hidrogéis
(Figura 7), ndo s6 como matrizes ou parte de um sistema curativo, mas também
possuindo as mais inovadoras finalidades. Um dos estudos mais atuais, publicado na
revista Nature em Novembro de 2019, reporta uma seda artificial de aranha a partir de
fibras de hidrogel. A inten¢do, segundo os autores, é utilizar o potencial de absorcao de
energia cinética das fibras desenvolvidas para aplicacbes em absorcdes de choques
mecanicos, como por exemplo na fabricacdo de materiais anti-impacto (DOU et al.,
2019). Aléem das diversas aplica¢Ges curativas, hidrogéis também séo utilizados para
aplicacdo em cultura de células (DAROUIE et al., 2019), como dispositivos ingeriveis
para monitoramento gastrico (LIU et al., 2019), como lentes customizadas (CHILDS et
al., 2016), como plataformas desintoxicantes (GOU et al., 2014) e até para aplicacdes
como biorremediadores (CARVALHO et al., 2019).
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Figura 7. llustracdo de um curativo inteligente com matriz de hidrogel formulada com farmaco. No
canto superior esquerdo, vé-se um celular demonstrando a comunicacao bluetooth ao aparelho moével, que
€ permitida pela presenca de um mdédulo eletrnico reutilizavel acoplado ao curativo por meio de um cabo
removivel. Esse modulo emite sinais de controle para o curativo (por exemplo: para liberacdo de farmacos
formulados no curativo) e também recebe leituras através dos sensores de pH e temperatura, que podem
ser lidos no celular. A camada oclusiva do curativo acima do hidrogel, que age como bandagem, é
produzida com impressoras 3D e, acoplado a ela (demonstrado em amarelo na figura), estd um aquecedor.
Quando o madulo eletrénico emite o sinal de controle para a liberacdo do farmaco, que esta contido em
microbeads na matriz de hidrogel, essas beads s@o degradadas, liberando o farmaco na regido do
ferimento, de forma precisa e monitorada. Fonte: (MOSTAFALU et al., 2018).

1.4. Ureases e Jaburetox

Ureases (ureia amidohidrolases) sdo enzimas que catalisam a reacéo de hidrélise
da ureia, formando amoénia e dioxido de carbono (KRAJEWSKA, 2009; MOBLEY;
HAUSINGER, 1989). Jaburetox (Jbtx) € um polipeptideo recombinante, intrinsicamente
desordenado (LOPES et al., 2015; MULINARI et al., 2007; POSTAL et al., 2012) derivado
da urease de Canavalia ensiformis (Jack bean urease - JBU). Ambos JBU e Jbtx
apresentam potencial inseticida, sendo que Jbtx apresenta um espectro maior de
atividade contra insetos (MULINARI et al., 2007), pois ndo € necesséria a clivagem prévia
como ocorre em JBU (FERREIRA-DASILVA et al., 2000). Além da atividade inseticida,
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Jbtx apresenta atividade contra fungos de importancia biomédica e agronb6mica
(POSTAL et al., 2012) e dados preliminares indicam a possivel atividade antibacteriana
de Jbtx contra bactérias como Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (BECKER-RITT; PORTUGAL; CARLINI, 2017).
Recentemente, foi publicado um artigo referente a seguranca do Jbtx. De acordo com 0s
autores, sua sequéncia de aminoacidos ndo mostrou similaridade relevante com
proteinas toxicas, antinutricionais ou alergénicas. Adicionalmente, Jbtx foi suscetivel a
digestao in vitro. Em conjunto os resultados nao identificaram riscos potenciais de efeitos
adversos e reagfes associadas ao Jbtx (Sa et al., 2019). Portanto, considerando as
importantes atividades antimicrobianas, Jbtx € um peptideo promissor como candidato a
novos farmacos antibiéticos e antifungicos (BECKER-RITT; PORTUGAL; CARLINI,
2017).

Caracterizado em 2007 por (MULINARI et al., 2007), desde a publicacdo de sua
identificacdo até Novembro de 2019 foram publicados outros vinte artigos sobre Jbtx.
Dentre os estudos, um dos principais enfoques € a capacidade inseticida do Jbtx: o
peptideo ja foi demonstrado como agente capaz de permeabilizar membranas através
de um mecanismo dependente de canais ibnicos (PIOVESAN et al., 2014), uma das
propriedades que o caracterizam com potencial biopesticida (SILVA et al., 2019).
Enguanto a maioria das publicacdes descrevem as propriedades inseticidas do peptideo,
algumas ja indicam seu potencial antifUngico (Tabela 2). Na literatura, ndo existe
nenhuma publicacdo explorando o potencial antifangico do Jaburetox em uma matriz
curativa. No trabalho de concluséo do curso do biotecnologista Lucas Franz (FRANZ,
2018) - em dados ainda ndo publicados - o peptideo recombinante foi formulado em
scaffolds de Poli(acido latico), para aferir sua atividade antifingica em Candida albicans.
Destarte, h4 uma demanda por novos estudos descrevendo o potencial antifingico de

Jbtx em diferentes matrizes e formulacdes, visando aplicacdes biotecnologicas diversas.

Tabela 2. Propriedades biol6gicas uredlise-independentes de selecionadas ureases e
peptideos derivados de ureases. CNTX, canatoxin (C. ensiformis); JBU, jackbean urease (C.
ensiformis); eSBU, embryo-specific soybean urease (G. max); uSBU, ubiquitous soybean urease;

GHU, Gossypium hirsutum (algodédo) urease; PPU, pipeon pig urease (C. cajan); SPU, S.
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pasteurii urease; HPU, H. pylori urease; PMU, P. mirabilis urease; BJU, B. japonicum urease;
JBTX, jaburetox; SYTX, soyuretox. Traduzido e adaptado de: (KAPPAUN et al., 2018)

Ureases e ] o o Exocitose . o
) Propriedades Atividade Neurotoxicidade Sinalizagdo Atividade
peptideos . e . em : . o
_ Entomotoxicas Antifungica em Mamiferos Eicosanoide Quimiotatica
derivados plaquetas
PLANTAS
CNTX v v v v v v
JBU v v v v v v
eSBU v v n.d. v n.d. v
usBU” v v n.d. v n.d. n.d.
GHU n.d. v n.d. n.d. n.d. n.d.
PPU v v n.d. n.d. n.d. n.d.
BACTERIAS
SPU X n.d. X v v n.d.
HPU" X v v v v v
n.d.
PMU™ v v n.d. v n.d.
PEPTIDEOS DERIVADOS DE UREASE
JBTX” v v X X v n.d.
SYTX™ v v X n.d. n.d. n.d.
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v presenca de atividade biologica; X absencéncia de atividade bioldgica;

** Proteina recombinante; n.d. ndo determinado; # resultado ndo-publicado.

1.5. Cetoconazol

Cetoconazol é um agente antifungico da classe dos imidazéis (Figura 8) com um
espectro amplo de atividade contra diversas espécies fungicas, que € utilizado para o
tratamento de infec¢Bes fungicas superficiais e sistémicas. Sua acdo fungicida é
facilitada através de diversos mecanismos, incluindo a inibicdo da enzima 14 a-ergosterol
demetilase, responsavel por converter lanosterol em ergosterol, cuja inibicdo bloqueia a
sintese da membrana celular de fungos. O farmaco também pode inibir a sintese de
triglicerideos e fosfolipideos em fungos, e a atividade das enzimas oxidativas e
peroxidativas, resultando na acumulagao de peréoxido de hidrogénio, o que contribui para
a deterioracdo das organelas desses organismos (LiverTox, 2017). Cetoconazol ja foi
utilizado para o tratamento de diversas infeccfes fungicas incluindo blastomicose,
candidiase, coccidiomicose, além de ja ter sido utilizado na terapia de cancer de préstata
(GUPTA; LYONS, 2015). Aquém, atualmente ele também vem sendo recomendado para
aplicacdes em onicomicose e blefarite (DHIVYA; VIJAYA; SANTHINI, 2015), (D; LW,
NATASHA, 2019).

Figura 8. Estrutura quimica da molécula de cetoconazol. Fonte: PubChem.
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Em 1978, o primeiro uso de cetoconazol em formulacao oral foi descrito (LEVINE;
COBB, 1978). O estudo abordava a aplicacdo do farmaco como terapia para o tratamento
de coccidiodomicose. Ele foi o primeiro composto disponivel para o tratamento de
infeccdes fungicas sistémicas e, por quase uma década, era o farmaco padréo para o
tratamento de micoses endémicas - que nao apresentassem risco de vida ao paciente
(MAERTENS, 2004). Porém, mais de trinta anos depois, com o reconhecimento de
diversos supostos efeitos adversos como hepatotoxicidade e disfungcdo hormonal (YAN
et al., 2013), o uso da formulacao oral de cetoconazol tem sofrido diversas mudancas na
rotulagéo, e também hé recolhimento de produtos no mercado (GUPTA; LYONS, 2015).
Segundo GUPTA em seu artigo “O crescimento e a queda da formulacdo oral de
cetoconazol”, o antifungico em sua formulagao topica, por sua vez, tem sido eficiente e
seguro no tratamento de infec¢gBes fungicas superficiais; e amplamente prescrito para o

tratamento de micoses superficiais.

Apesar do cetoconazol ser um farmaco com baixa solubilidade em agua e ser
dissolvido em outras solu¢des - como dimetilsulféxido (DMSO) -, até uma concentracao
de 100 pg/mL a solugdo de cetoconazol é homogénea, estavel e ndo apresenta
precipitado (KATAOKA et al.,, 2019). Ainda devido a sua baixa solubilidade, e
reconhecendo sua relevancia médica, mecanismos de entrega de farmacos (como

matrizes que facilitem a solubilizacéo do cetoconazol) tém sido cada vez mais estudados.

1.6. JUSTIFICATIVA

Uma preocupacédo recorrente da saude publica mundial € a contaminacdo de
ferimentos por micro-organismos patogénicos. Estratégias mais eficientes para prevenir
ou atenuar tais contaminacdes, e evitar possiveis infec¢des, sdo alvo de interesse de
profissionais da saude e também de biotecnologia. A pele, nossa primeira grande
camada de protecdo contra esses micro-organismos, pode atuar tanto como uma
barreira crucial, quanto como uma porta de entrada para patdégenos. Por isso, realizar a

assepsia e garantir a cicatrizacdo de ferimentos tépicos € uma ac¢éo crucial para barrar
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a entrada sistémica de micro-organismos patogénicos ou oportunistas. Uma estratégia
promissora, que tem sido alvo de diversas pesquisas, sao os biocurativos em matrizes
formuladas com moléculas que apresentam atividade antimicrobiana, como a proteina
recombinante Jbtx e o farmaco antifingico cetoconazol. Esses estudos visam a obtencao
de moléculas inovadoras com atividade antimicrobiana, que possibilitem cada vez mais
a cura eficiente, além da acessibilidade e da diminuicdo de custo dos tratamentos por
curativos. Nos ultimos quatro anos, o numero de estudos publicados sobre hidrogéis
como plataformas curativas e de entrega de farmacos aumentou gradualmente. Esse
aumento significativo de publica¢des utilizando hidrogéis como matriz curativa, aliado ao
potencial biotecnoldgico do Jbtx e a j& descrita capacidade antifingica do cetoconazol,
expdem a importancia deste projeto: o desenvolvimento de um curativo bioativo
utilizando Polietilenoglicol metacrilado como biopolimero, para o preparo de um hidrogel
contendo agentes antifingicos. Dentre todas formulacdes j& publicadas sobre hidrogéis,
sdo escassas as informacdes e pesquisas que exploram o potencial e mecanismo de
entrega de moléculas antifingicas ao invés do tradicional enfoque antibacteriano.
Destarte, é reconhecivel a necessidade de dados mais robustos sobre a atividade
antifangica do peptideo recombinante Jbtx, juntamente com a do antifingico cetoconazol

em uma formulacéo curativa.
1.7. OBJETIVOS
1.7.1. Objetivo geral
Formular e estabilizar dois tipos de hidrogéis a base de Polietilenoglicol
metacrilado formulados ou com a proteina recombinante Jaburetox, ou com o farmaco

antifangico cetoconazol.

1.7.2. Objetivos especificos

o Realizar uma andlise bibliografica sobre os termos-chave do trabalho com

estimativas quantitativas de suas publicagdes por ano na plataforma PubMed;
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o Produzir Jbtx e purificar a proteina utilizando técnicas de cromatografia de
afinidade e gel filtracéo;

. Polimerizar e estabilizar hidrogéis contendo somente Jbtx, somente cetoconazol,
ou contendo ambos Jbtx e cetoconazol;

. Avaliar a agcdo antifungica dos hidrogéis formulados;

o Avaliar in vitro a viabilidade celular de queratindcitos humanos em contato com as

matrizes de hidrogéis.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Andlise Bibliografica

Realizou-se a andlise prospectiva de artigos sobre termos-chave do trabalho por
meio da busca avancada no banco de dados PubMed
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed). Os termos pesquisados obrigatoriamente
deveriam estar citados no titulo e/ou no resumo do trabalho. Os dados foram atualizados
em Novembro de 2019 e foram consideradas publicacbes até 2019 e publicacles ja
previstas para 2020 pelo banco de dados da plataforma. Os termos-chave utilizados
foram: “hydrogel”’, “wound dressing”, “antifungal“ e “ketoconazole”, dos respectivos

” “ ” “

termos em portugués “hidrogel”, “curativo”, “antifungico” e “cetoconazol”’; em pesquisas
isoladas ou combinando os termos para buscas mais especificas. Utilizou-se o Excel

para gerar os graficos.

2.2 Producéo e purificacdo do peptideo recombinante Jaburetox

A producdo da proteina recombinante Jbtx foi realizada utilizando E. coli
BL21(DE3)-RIL contendo o plasmideo pET23a-Jaburetox. Foram cultivadas em 45 mL
de caldo LB (Luria Bertani) e com os antibiéticos ampicilina (100 pug/mL) e cloranfenicol
(40 pg/mL) overnight a 37 °C. Todo o contetdo dos cultivos foi inoculado em 1 L de meio
de autoinducéo (triptona 10 g.L1, extrato de levedura 5 g.L?, glicerol 5 g.L, (NH4)2SO4
3,39.L1, KH2P0O4 6,8 g.L, Na2HPO4 7,1 g.L?, glicose 0,5 g.L! e lactose 2 g.L ™ e MgSOa4
0,12 g.L1), juntamente com ampicilina e cloranfenicol, nas mesmas concentragées;
cultivado a 37 °C e 150 rpm, até alcancar uma absorbancia de aproximadamente 0,7 a
600 nm. As condi¢cbes de inducao foram: overnight, 20 °C, 150 rpm. Apés o cultivo,
centrifugou-se as células a 8.000 x g durante 10 min a 4 °C. As células foram entdo
ressuspendidas em tampéao A (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 500 mM de NaCl e 20 mM de
imidazol) e lisadas em sonicador de ponta por 20 ciclos de 1 min com frequéncia de 99
Hz. Separou-se o sobrenadante por centrifugacéo a 15.000 x g por 40 min a 4 °C, o qual

foi adicionado a uma coluna de afinidade Chelating Sepharose (GE Healthcare)
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carregada com Ni?* e previamente equilibrada com o tampao A. Foi efetuada a lavagem
da coluna com tampéo B (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 500 mM de NaCl e 70 mM de
imidazol) e a eluigcéo foi realizada com tampé&o C (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, 500 mM de
NaCl e 500 mM de imidazol). A fracéo rica em Jbtx foi transferida para uma coluna Hiload
Superdex 200 26/60 prep grade, pré-equilibrada com tampéo D (fosfato de sédio 50 mM,
pH 7,5, EDTA 1 mM e Tris 2-carboxietil fosfina - TCEP 1 mM), montada em um sistema
Akta Purifier (GE Life Technologies) (LOPES et al., 2015). A pureza da amostra foi
verificada através de SDS-PAGE 15 % e a concentracdo de proteina foi determinada
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e por analises de absorbancia em
espectrofotometro em 280 nm, considerando o coeficiente de extincdo molar 0,405

(cisteinas reduzidas) e 0,416 (cistinas).

2.3 Producéo de Hidrogéis

O peptideo Jbtx foi dialisado contra tampéo fosfato salino PBS (20 mM fosfato de
sédio e 150 mM de cloreto de sddio) overnight a 4°C. Apds, foi quantificado pelo método
de Bradford (BRADFORD, 1976). Utilizamos quatro concentracdes diferentes de Jbtx
(8,25 pM; 16,5 uM; 24,75 pM; 33 uM) e trés doses diferentes do antifingico cetoconazol
(10 pg; 20 pg; 40 pg) que foram previamente esterilizadas, ou com filtros 0,22 um ou com
radiacao Ultravioleta (UV) em camara de Fluxo Laminar vertical. Os hidrogéis formulados
contendo ambos Jbtx e cetoconazol foram formulados com Jbtx 33 puM e cetoconazol 40
Hg. A Solucdo de PBS contendo Jbtx foi o veiculo para a producéo dos hidrogéis, que
foram preparados em placas de 24 pocos estéreis, com um volume final de 500 uL por
poco. Polietilenoglicol metacrilado (PEGm - 15 %) foi homogeneizado junto a solugéo
contendo somente PBS (controle), contendo a proteina (Jbtx) ou contendo o farmaco
antifangico (cetoconazol). Posteriormente, foram adicionados os agentes iniciadores,
testando duas combinagdes diferentes: 1) Persulfato de aménio (APS) 10 mM e N, N, N’,
N’-Tetrametiletilenodiamina (TEMED) ou 2) Persulfato de aménio (APS) e Bissulfito de
sodio.
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2.4 Atividade antifungica

Candida albicans CE022 foi cultivada em placas de agar Sabouraud por 24 h a 28
°C. Apos o tempo de incubacdo, algumas coldnias foram emulsionadas em solugéo
salina (cloreto de sédio 0,85 %) e quantificadas em camara de Neubauer. Placas de 24
e 12 pocos estéreis foram utilizadas para o ensaio. Os hidrogéis foram incubados com
10 células/mL de C. albicans e caldo Sabouraud, com um volume final de 2 mL, a 28°C
por 24 h. Como controle negativo, foram utilizadas as matrizes de hidrogéis sem
incorporacao de Jbtx, apenas com PBS; e como controle de crescimento, colocou-se 2
mL da suspensdo sem as matrizes de hidrogéis. Apds 24 h de incubacao, foram diluidos
seriadamente 20 uL de cada poco em 180 pL de solucdo salina e plagueados em placas
contendo agar Sabouraud pelo método de Drop plate (Figura 9) para determinar o
numero de Unidades Formadoras de Colbnia (UFC) ap6s incubacao das placas por 24
h a 28 °C (MARTINELLI et al., 2017). Também calculou-se a viabilidade das col6nias de
C. albicans (em percentagem), considerando o Controle PBS como 100% de viabilidade,

e realizando o célculo comparativo das outras formula¢des ao controle, em %.
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Figura 9. Representacdo do método Drop Plate. A placa representa a diluicdo seriada do controle de
crescimento para garantir que houve formag&o de colbnias, ou seja, a suspensdo de Candida albicans
sem a presenca dos hidrogéis. Na esquerda, de 0 a 6, as diluicdes em sequéncia crescente. Sao contadas
as coldnias da ultima diluicdo em que haja formacao das mesmas, de cada replicata técnica. Nesse caso,
em trés das replicatas ocorreu na diluicdo 105 e na primeira replicata, ocorreu na diluicdo 104. Fonte:

Autora.

2.5 Ensaio de citotoxicidade em queratinocitos (HaCaT) humanos

As matrizes de hidrogel com cetoconazol, além dos controles, foram esterilizadas
antes da polimerizacao, utilizando filtros de 0,22 pm. Apds, foram incubadas com 25.000
queratindcitos humanos (HaCaT) por poco, previamente quantificados em camara de
Neubauer em 1 mL de meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de penicilina: estreptomicina. As células em contato
com as matrizes foram incubadas por 48 h em estufa a 37 °C com teor de 5 % de CO:..
Apbs 48 h, foi entdo realizado o teste de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium]). Os sobrenadantes dos pocos de cultivo foram descartados e as
células aderidas nas matrizes ou nos pocos (controle negativo) foram incubadas com o
reagente de MTT a 0,25 mg/mL por 4 h a 37 °C. Apés este tempo de incubacao, foram
adicionados 500 pL de dimetilsulféxido (DMSO) — duas lavagens de 250 pL cada,
incubados por 25 min sob agitacéo. Os resultados foram obtidos por meio da absorbéancia
a 570 nm. Estes testes foram realizados no Laboratério de Sinaliza¢do Celular do Centro
de Biotecnologia da UFRGS coordenado pelo Professor Guido Lenz, com o auxilio da

bolsista de Iniciacéo Cientifica do laboratério, Luiza Cherobini Pereira.
2.6 Andlise Estatistica
Os dados obtidos foram avaliados pelo teste de ANOVA, seguido do pos-teste de

Tukey, usando o software GraphPad Prism (Versao 5.0 para Windows). Um p <0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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PublicacBes

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Reviséao Bibliografica

Com o intuito de obter um viés quantitativo sobre a tendéncia de publicacdes dos
termos-chave deste trabalho, foram realizadas diversas estimativas (Figuras 10 a 14).
Essas analises prospectivas, apesar de ndo serem um demonstrativo exato do numero
de trabalhos sobre os temas-chave pesquisados - 0 que exigiria uma curadoria minuciosa
e uma busca incluindo outros termos similares aos de interesse - auxiliam na
compreensdao da realidade atual sobre as tematicas abordadas neste trabalho.
Observando que ndo existia na literatura uma analise temporal e completa sobre o
namero de publicacBes de cada um desses temas ao longo dos anos, foram realizadas
estimativas de cada um dos termos de interesse em uma plataforma referéncia - a qual
também foi utilizada como base de dados referéncia para a integralidade desse trabalho

- a plataforma PubMed.
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Figura 10. Estimativa de publicacdes sobre curativos. Representacao grafica de todos os estudos sobre curativos publicados
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até Novembro de 2019 na base de dados PubMed. A figura mostra desde a primeira publicacdo, em 1889, até os cinco estudos
ja previstos para serem publicados em 2020, demonstrando as publicacGes por ano registradas na plataforma. A quantificacao
foi feita utilizando a busca avancada do PubMed utilizando o termo “wound dressing” como termo chave, obrigatoriamente
presente no titulo ou no abstract dos resultados. A intencédo foi realizar uma analise prospectiva de todas as publicacbes sobre
curativos ja catalogadas em uma base de dados referéncia (PubMed) e separa-las pelo intervalo de tempo das publicacées. O

gréfico foi gerado utilizando o Excel. Fonte: Autora.

Passados cento e trinta anos da publicacéo do primeiro trabalho descrevendo um
curativo (LLOYD, 1889), a cada ano tém-se publicado cada vez mais (Figura 4) sobre os
mais variados tipos de curativos, com matrizes inovadoras e sistemas cada vez mais
complexos. A maioria dessas publicacdes investiga sistemas bioativos (principalmente
formulados com farmacos com um sistema de entrega controlado), acessiveis, eficientes
e biocompativeis, a fim de suprir as demandas da medicina moderna. Uma das matrizes

mais utilizadas para formular esses sistemas bioativos sédo os hidrogéis (Figura 11).
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Figura 11. Estimativa de publicac8es sobre hidrogéis. Representacdo gréfica de todos os estudos pautando hidrogéis como
aplicacdes curativas publicados até Novembro de 2019 na base de dados PubMed. A figura mostra todas as publica¢des por ano,
desde a primeira publicacdo em 1984 até um estudo j& previsto para ser publicado em 2020. Em verde mais escuro, o intervalo

de publicacdes crescentes entre 2017 e 2019, evidenciando 2019 como o ano com mais publicacdes sobre hidrogéis como
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curativos dentre todos os anos analisados. A quantificacéo foi feita utilizando a busca avan¢cada do PubMed utilizando os termos
“hydrogel” e “wound dressing” como termos chaves, obrigatoriamente presentes no titulo ou no abstract dos resultados. Também
foi realizada uma curadoria dentre os artigos de 2017 a 2019 para garantir que todos os 214 artigos selecionados de fato
apresentavam hidrogéis como matrizes curativas. A intencao foi realizar uma analise prospectiva de todas as publicacfes sobre
hidrogéis como curativos ja catalogadas em uma base de dados referéncia (PubMed) e separa-las pelo intervalo de tempo das

publicacdes. O gréfico foi gerado utilizando o Excel. Fonte: Autora.

Sessenta e cinco anos apd6s a primeira publicacdo sobre um hidrogel na
plataforma PubMed (SIMALJAKOVA, 1984), as publicacdes sobre hidrogéis como
matrizes curativas nessa plataforma so6 cresceram (Figura 11), inclusive com o ano de
2019 registrando o maior niumero desde entdo. Além de apresentarem formulagcdes cada
vez mais variadas e que atendem a um espectro maior de ferimentos e aplicacoes, eles
também tém se tornado parte de sistemas cada vez mais complexos para monitoramento
de ferimentos. A fim de compreender sobre o que pautavam essas pesquisas de
hidrogéis e se elas de fato apresentavam uma tendéncia recente de crescimento, foi
realizado também uma analise quantificando as publicacBes sobre hidrogéis: como
curativos; formulados com antifangicos; ou formulados especificamente com
cetoconazol. Por isso, em adicdo a observacao da estimativa de publicacdes dos termos-
chave de forma isolada, também foram realizadas combinacdes entre os termos para
compreender o quao as conexdes entre eles jA haviam sido exploradas na literatura
(Figura 12). Foi possivel observar que, além de haver poucas publicacdes pautando
hidrogéis com formulag@es antifungicas (88 publicacdes no total de hidrogéis formulados
com antifungicos e somente 14 publicacGes registrando hidrogéis formulados com o
antifangico cetoconazol), a grande concentracdo dessas publicacBes havia sido nos
ultimos quatro anos (de 2016 a 2019). Nas trés combinacfes observadas, o periodo de
2016 a 2019 havia representado 50 % (no caso de hidrogéis formulados com
cetoconazol) ou mais (58 % no caso de hidrogéis formulados com antifungicos e 59,5 %
no caso de hidrogéis como curativos). Esse resultado indica que hidrogéis contendo
aplicacdes curativas ou formulagdes antifingicas - especialmente cetoconazol - ainda
nao sao temas tdo explorados na literatura. Porém, observa-se um crescimento

significativo de estudos avaliando os ultimos quatro anos.
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Total de publicagoes

HIDROGEIS 14
FORMULADOS COM #2016 a 2019
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Figura 12. Estimativa de publica¢des sobre hidrogéis com aplicagdes diversas. Representagéo grafica de todos os estudos
sobre hidrogéis formulados com cetoconazol ou com antifingicos, ou utilizados como plataformas curativas, publicados até
Novembro de 2019 na base de dados PubMed. A figura mostra a estimativa da quantidade de publica¢gfes sobre hidrogéis com
diferentes formulacdes e aplicagfes em sua totalidade (em cinza) e no intervalo dos Gltimos quatro anos (em azul). A quantificacao
foi feita utilizando a busca avancada do PubMed utilizando em todos os casos o termo “hydrogel” como termo chave; e em cada
caso incluindo um segundo termo chave: no primeiro caso “ketoconazole”, no segundo “antigungal” e no terceiro “wound
dressing”; obrigatoriamente com os dois termos chaves presentes no titulo ou no abstract dos resultados. A intencéo foi realizar
uma analise prospectiva de todas as publicagdes sobre hidrogéis com essas trés aplicacdes ja catalogadas em uma base de
dados referéncia (PubMed). O grafico foi gerado utilizando o Excel. A linha reta em branco representa a tendéncia linear das
publicacdes desde 1978 até a previsdo para 2020, demonstrando que além de cetoconazol ter sido um tema crescente de

publicacéo, tende a permanecer crescendo em 2020. Fonte: Autora.

Dois termos-chave desse trabalho que ainda ndo possuiam uma analise
bibliografica e quantitativa completa descrevendo suas publicacées por ano na literatura
eram os antifungicos (Figura 13) e cetoconazol (Figura 14). A ascensao de publicacdes
abordando antifungicos, apesar de nao ter sido rapida, tem sido linear dentre os setenta
e quatro anos de publicacdes sobre esse tema. Desde 1995, todos os ultimos vinte e
cinco anos tem batido, sem excec¢dao, o recorde de publica¢gées anuais sobre antifangicos.
Isso faz de 2019 - j& em Novembro - com 3334 registros, 0 ano com mais publicacdes

sobre antifngicos em todo historico do PubMed.

41

450



=
un
=
P
]
g2
o L
28"
i
-4
s
=] g‘:m
o ;
[~ e
S g%
=] =
o
& A
gl’r’ﬂ
NERT
=
.._g.—l—'
(V=] -
587
,:..,.—ll.l}g:%
i
mgnuq":-;""mm
r‘--mr-.ﬂ'q-
w mgmmmﬁum ™
':'.}JF' Ml el =i mmﬁ""‘
T Nm i G,_‘—nuDCh—:Ch":":v—l"‘"—""
. 3 - S o, el 7l Y I b= il e
PR o 1S = - bt = |mﬂmmu_.4gqq;3,mm I | I |
A B TR TR R R R R N
& A . & A o A i o A B e o A b X S, o fy b A
B A A M, L R M S S
At T AT RTORT RT AT ORT RT ORT AT ORT AT ORT AT AT RT AT RT AT AT AT RT RT R AT AT AT AT AT A Y Y N W W

Ano de publicagao

Figura 13. Estimativa de publicacfes sobre antifiUngicos. Representacédo grafica de todos os estudos sobre antifiingicos
publicados até Novembro de 2019 na base de dados PubMed. A figura mostra desde a primeira publicacdo, em 1945, até os
3334 estudos ja publicados em 2019, o conceituando com o ano com mais publicagdes sobre antifingicos de toda historia. A
guantificacéo foi feita utilizando a busca avan¢ada do PubMed utilizando o termo “antifungal” como termo chave, obrigatoriamente
presente no titulo ou no abstract dos resultados. A intencéo foi realizar uma analise prospectiva de todas as publicacdes sobre
antifingicos ja catalogadas em uma base de dados referéncia (PubMed) e separa-las pelo intervalo de tempo das publicacées.

O gréfico foi gerado utilizando o Excel. Fonte: Autora.

E quando analisamos especificamente o cetoconazol, os 217 estudos publicados
sobre cetoconazol em 2019 representam 6,51 % do total de 3334 publicacdes sobre
antifangicos nesse ano (Figura 13, Figura 14). Isso representa, em média, qgue um estudo
foi publicado sobre cetoconazol na plataforma PubMed em 2019 a cada 40 horas. E a
projecéo para 2020 € que esse numero de publicacdes por ano continue na tendéncia
de crescimento linear que apresenta desde a primeira publicacdo sobre o farmaco

antifangico, em 1978.
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Figura 14. Estimativa de publicac8es sobre cetoconazol. Representacéo gréafica de todos os estudos
sobre cetoconazol publicados até Novembro de 2019 na base de dados PubMed. A figura mostra desde
as duas primeiras publicagbes, em 1978, até os 217 estudos ja publicados em 2019. O ano com mais
estudos foi 2015, totalizando 245 publicacdes. A quantificacao foi feita utilizando a busca avancada do
PubMed utilizando o termo “ketoconazole” como termo chave, obrigatoriamente presente no titulo ou no
abstract dos resultados. A intencéo foi realizar uma analise prospectiva de todas as publicacdes sobre
antifiingicos ja catalogadas em uma base de dados referéncia (PubMed) e separa-las pelo intervalo de
tempo das publicagBes. O gréfico foi gerado utilizando o Excel. A linha reta em branco representa a
tendéncia linear das publicacbes desde 1978 até a previsdo para 2020, demonstrando que além de
cetoconazol ter sido um tema crescente de publicagéo, tende a permanecer crescendo em 2020. Fonte:

Autora.

Todas essas analises bibliograficas demonstraram que os temas de estudo desse
trabalho (curativos, hidrogéis, antifingicos e cetoconazol), ndo s6 sédo objetos de estudo
h& bastante tempo (por exemplo, a primeira publicagdo sobre curativos data de 1889),
como também demonstraram uma tendéncia linear de aumento ao longo dos anos até
2019. No caso de publicacdes sobre curativos (Figura 10), hidrogéis como curativos
(Figura 11) e antifungicos (Figura 13), todas as quantificacdes apresentaram 2019 como
0 ano com mais estudos dentre todos os registros anuais de publicagbes na plataforma
PubMed. E mesmo quando 2019 néo foi 0 ano com mais publica¢des, como no caso do
cetoconazol (Figura 14), ele foi o quarto ano com mais estudos registrados na plataforma
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dentre os quarenta e trés anos de publicacbes sobre esse antifungico; além de
apresentar uma tendéncia linear de aumento de estudos nessas quatro décadas, com
projecao para manter esse crescimento em 2020.

N&o foi gerado um grafico sobre essas analises para o termo-chave Jaburetox
pois s6 possuem vinte publicages registradas sobre ele na plataforma PubMed até
Novembro de 2019. A primeira datada de 2007, o caracterizando (MULINARI et al.,
2007); e a vigésima publicada em Novembro de 2019, redigindo sobre as propriedades
antifangicas e inseticidas desse peptideo, e como lidar com seus respectivos riscos
associados (SA et al., 2019). Até Novembro de 2019, a propriedade antifingica do
Jaburetox ainda foi pouco explorada na literatura e ndo ha nenhuma publicacdo
formulando Jaburetox em hidrogéis ou em qualquer outra matriz curativa. Porém, nosso
grupo previamente estudou a formulacdo de Jaburetox em scaffolds no estudo
previamente mencionado (FRANZ, 2018). Destarte, a partir dessas analises
bibliograficas, conclui-se que as tematicas de pesquisa desse trabalho representam

areas de estudo em crescimento, recentes e com grande potencial para exploracéao.

3.2 Atividade Antifungica

3.2.1 Anédlise quantitativa das Unidades Formadoras de Col6nia de Candida
albicans em diferentes formulacdes de hidrogéis

Codigo de Cores

3 Controle de Placa [ Jaburetox 8,25 uM [ cCetoconazol 10 pg

[ Branco (DMSO) [ Jaburetox 16,5 pM

3 Controle PBS Bl Jaburetox 24,75 uM
Bl Jaburetox 33 UM @l Cetoconazol 40 g

Bl Jaburetox 33 uM Bissulfito [ Ceto 40 pg + Jbtx 33 uM

Bl Cetoconazol 20 pg

Figura 15. Codigo de cores das legendas dos resultados. Ele sera utilizado para todos os resultados

das analises quantitativas de Unidades Formadoras de Col6nia e do ensaio de citotoxicidade em
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queratinécitos. O objetivo do codigo € manter um rétulo fixo de cores para legendar todas as diferentes

formulag6es de hidrogéis.

A primeira quantificacdo da atividade antifingica de Jaburetox em C. albicans foi
bastante significativa, mesmo na menor concentracdo de 8,25 pM (Figura 16).
Considerando que o controle PBS de fato apresentou uma referéncia de elevado
crescimento fungico, a diferenca de formulac&o dos hidrogéis que continham Jaburetox
de fato representou a capacidade do peptideo em impedir a formacéo de col6nias de C.
albicans. Quando comparamos as trés concentracdes utilizadas, ainda que a formulacao
com Jaburetox 33 pM aparente uma atividade antifungica maior, ndo h& diferenca
estatistica entre elas. Observando essa analise, pode-se inferir gue mesmo a formulacéo
com a menor concentracdo de Jaburetox (quatro vezes menor que a formulacao de 33
pHM), apresentaria uma atividade antifingica significativa na inibicdo do crescimento de

C. albicans.

6x107
—r— = Controle PBS

3x107 3 Jaburetox 8,25 uM
4106 B Jaburetox 16,5 uM
3x106 ek B Jaburetox 33 UM

2x106 —— wokk

1x106

UFC/Log, jmL"!

6x103
4x103
2x103

0 T '

Figura 16. Atividade antifungica de Jaburetox. Quantificagdo de Unidades Formadoras de Col6nia de
Candida albicans comparando o Controle PBS com: Jaburetox 8,25 uM, Jaburetox 16,5 uM e Jaburetox
33 puM). Foi encontrada uma significAncia representativa de *** entre todas essas compara¢fes. Um p
<0,05 foi considerado significativo. A legenda segue o cédigo de cores indicado para todas andlises de

atividade antifangica, especificado anteriormente.

Para a producdo dos hidrogéis com diferentes formulacgdes, utilizamos um
polimero sintetizado e cedido pelo Professor Douglas Gamba do Departamento de
Quimica Orgéanica da UFRGS, o PEGm (Polietileno-glicol metacrilado) pela sua
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biocompatilidade e ja reportadas utilizacbes biomédicas (NIELSEN et al., 2017). O
polimero foi utilizado em concentrages de 15 % e as Unicas mudancas realizadas no
processo de polimerizacdo dos hidrogéis foram referentes aos agentes iniciadores da
polimerizacdo. O TEMED, um dos iniciadores mais comuns utilizado juntamente ao APS,
apesar de eficiente, apresenta citotoxicidade em certas concentragdes (AHMED et al.,
2014). Também h& estudos demonstrando que a utilizagdo do TEMED pode alterar a
estabilidade de peptideos e proteinas, e sugerindo a utilizacdo de catalisadores
alternativos como o bissulfito de sodio, a fim de preservar a integridade quimica dos
peptideos durante a polimerizacdo da solu¢cdo (SOMSEN; NOSTRUM, 2014). Dessa
forma, com o intuito de minimizar os efeitos de toxicidade, ainda que mantendo a
estabilidade fisica dos hidrogéis, também testamos a substituicio do TEMED pelo
bissulfito de sodio. O primeiro obstaculo dessa substituicdo foi observado durante a
polimerizacao, utilizando bissulfito de s6dio, que demonstrou-se até dez vezes mais lenta
que utilizando o TEMED. Também observou-se que, comparados com os hidrogéis
polimerizados com o sistema APS/TEMED, os hidrogéis com o sistema APS/Bissulfito
de sodio eram consideravelmente mais instaveis e frageis fisicamente, chegando a
guebrar quando retirados das placas em que foram polimerizados, ou até néo
polimerizando por completo. Quando quantificamos a atividade antifingica dos hidrogéis
polimerizados com bissulfito de sédio, também pudemos observar uma grande variacao
guando comparados aos hidrogéis em que utilizamos TEMED (Figura 17). O controle
PBS apresentou uma maior inibicdo do crescimento de C. albicans, e ambos os hidrogéis
contendo cetoconazol e Jaburetox apresentaram maior crescimento de colbnias, efeitos
contrarios aos desejados. Uma possivel explicacdo para esse efeito adverso é a
polimerizacao que ocorreu de forma mais lenta e menos eficiente. Por esse motivo, 0s
resultados apresentados nas Figuras 17 e 18 foram os Unicos em que efetuamos a
substituicdo do sistema de iniciacdo APS/TEMED pelo sistema APS/Bissulfito de sédio

durante o processo de producao dos hidrogeéis.
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Figura 17. Atividade antifiungica comparativa entre hidrogéis polimerizados com TEMED ou com
Bissulfito de s6dio. Os hidrogéis foram formulados com Jaburetox 33 UM ou cetonazol, e polimerizados
ou com TEMED ou com Bissulfito de sédio. Quantificacéo de Unidades Formadoras de Colénia de Candida
albicans comparando o Controle PBS com: Jaburetox 33 uM e Cetonazol 40 pg. Foi encontrada uma
significancia de * somente nas comparacdes dos hidrogéis polimerizados com TEMED. Um p <0,05 foi
considerado significativo. A legenda segue o cédigo de cores indicado para todas analises de atividade

antifangica, especificado anteriormente.

Como esse trabalho busca por um sistema bioativo que seja 0 mais biocompativel
possivel, além de testar a substituicdo de TEMED por um catalisador alternativo, também
testamos dialisar ambos os sistemas com PBS a fim de minimizar os efeitos toxicos
possiveis das solucfes dos hidrogéis formulados com Jaburetox. Porém, como podemos
observar na Figura 18, em ambos os hidrogéis polimerizados com TEMED ou Bissulfito
de sddio, ndo ha atividade antifingica, ndo apresentando diferenca estatistica em
relacdo ao controle PBS. A provavel causa da diminuicdo foi a lixiviagcdo do peptideo
devido a permeabilidade do hidrogel, que sofre intumescimento em contato com a
solucgéo. Isso fica mais nitido quando observamos a ndo-significancia entre os resultados
da Figura 18, o que é coerente, ja que foram dialisados sob a mesma solu¢do salina
base do Controle (PBS). Assim, notamos que o processo de dialise ndo faria sentido no
contexto da producéo dos nossos hidrogéis, ja que resultaria na dissolucdo e perda das
formulacbes bioativas, e consequente perda de suas atividades antifungicas
anteriormente observadas (Figura 16). Uma alternativa seria liofilizar os hidrogéis e
hidrata-los na solugédo contendo o peptideo, porém a liofilizagdo muitas vezes leva a

guebra dos hidrogéis.
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Figura 18. Atividade antifungica de Jaburetox apés didlise. Andlise de hidrogéis formulados com
Jaburetox 33 UM e polimerizados ou com TEMED ou com Bissulfito de sodio. Quantificacdo de Unidades
Formadoras de Colbnia de Candida albicans comparando o Controle PBS (polimerizado com TEMED)
com: Jaburetox 33 uM polimerizado com TEMED e Jaburetox 33 uM. Nao foi encontrada significancia entre
nenhuma das comparag¢8es. Um p <0,05 foi considerado significativo. A legenda segue o codigo de cores

indicado para todas analises de atividade antifungica, especificado anteriormente.

Observamos também que, quando os hidrogéis formulados com cetoconazol
eram esterilizados por UV, mesmo que em intervalos de 15 minutos a cada lado, a
atividade antifangica desses hidrogéis ficava comprometida (Figura 19). Esse fendbmeno
pode ser explicado porque o UV pode degradar alguns farmacos, ou ativar a sua
liberacdo e regulacdo, sendo inclusive utilizado em sistemas fotodinamicos modernos
como mecanismo foto-responsivo para entrega de alguns farmacos (LIU et al., 2020; SU
et al., 2019). Por essa razao, visando evitar a lixiviacao (por dialise) ou degradacao (por
radiacao UV) de Jaburetox e cetoconazol, concluimos que o método de esterilizacéo por
filtros de 0,22 um é o mais seguro e estavel para a producéo dos hidrogéis formulados.
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Figura 19. Atividade antifungica de cetoconazol submetido a esterilizagdo por UV. Quantificacdo de
Unidades Formadoras de Col6nia de Candida albicans comparando o Controle PBS com: Cetoconazol 10
Hg, Cetoconazol 20 pg e Cetoconazol 40 pg), em que todos os hidrogéis foram esterilizados por radiacéo
UV, a 15 minutos cada lado. Foi encontrada uma significancia representativa de ** entre PBS e cetoconazol
20 ug, de * com cetoconazol a 40 ug e sem nenhuma significancia a 10 pg. Um p <0,05 foi considerado
significativo. A legenda segue o codigo de cores indicado para todas andlises de atividade antiflingica,

especificado anteriormente.

Outro polipeptideo derivado de urease - nesse caso, de soja (Glycine max) -
chamado de Soyuretox ja foi descrito como sendo fungitdéxico a C. albicans a uma
concentracdo minima de 5 uM (KAPPAUN et al., 2019). Diferente de Soyuretox, ainda
ndo ha na literatura uma concentracdo minima para a atividade antifangica de Jaburetox
em C. albicans. Reconhecendo a falta da descricdo de uma concentracdo fungitoxica
minima para Jbtx em C. albicans e observando que os hidrogéis formulados com
Jaburetox primeiramente apresentaram atividades antifingicas significativas (Figura 16),
decidimos realizar uma analise incluindo duas novas formulac¢des: 1) uma concentracao
de Jaburetox intermediaria de 24,75 uM; 2) uma formulagdo contendo ambos Jaburetox
33 uM e Cetoconazol 40 ug. Podemos notar que a atividade antifungica de todas as
concentracdes de Jaburetox mostrou-se néo significativa (Figura 20) quando comparada
a primeira analise (Figura 16). J& ambas formulacdes contendo o farmaco antifingico

cetoconazol demonstraram atividade antifungica estatisticamente significativa: a
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significancia da formulacdo de Cetoconazol 40 pg + Jaburetox 33 pM deve-se
provavelmente a atividade antifingica do cetoconazol. Observa-se isso pois, em vista
gue as analises estatisticas ndo demonstraram diferenca significativa entre a formulacao
somente com cetonazol e a formulagcdo com a adicao de Jaburetox, mas demonstraram
diferenca significativa entre ambas as formulagdes contendo cetonazol e a formulagao

contendo a maior concentracao de Jaburetox.
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Figura 20. Atividade antifungica de Cetoconazol e Jaburetox. Quantificacdo de Unidades Formadoras
de Coldnia de Candida albicans comparando o Controle PBS com: Cetoconazol 40 ug (significAncia: ***),
Cetoconazol 40 ug + Jbtx 33 UM (significancia: ***), Jaburetox 8,25 uM, Jaburetox 16,5 uM, Jaburetox
24,75 uM, Jaburetox 33 uM). Também foi encontrado significancia entre Cetoconazol 40 ug e Jaburetox
33 UM (significancia: **) e entre Cetoconazol 40 pg + Jbtx 33 uM e entre Jaburetox 33 uM. Um p <0,05 foi
considerado significativo. A legenda segue o cédigo de cores indicado para todas analises de atividade

antifangica, indicado anteriormente.

Considerando a dificuldade do processo de producéo, purificacdo e concentracao
do peptideo Jbtx (0 que tornaria o processo de producédo dos hidrogéis mais caro e
menos acessivel, além de mais demorado); e a observacdo de que a quanto maior o
intervalo de tempo entre a polimerizagdo e a analise da atividade antifungica desses
hidrogéis, maior a instabilidade da atividade antifungica do Jbtx nessa formulacao,

resolvemos avaliar a atividade antifungica contra C. albicans de hidrogéis de PEG-met
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formulados com diferentes doses de cetoconazol (10 ug, 20 pg e 40 ug), dado ainda néo
encontrado na literatura. Observando as Figuras 21 e 22, notamos que, mesmo com
grandes desvios padrdes e variacao entre as replicatas biologicas, no geral, os hidrogéis
formulados com cetoconazol apresentaram atividade antifingica significativa contra C.
albicans mesmo na menor dose testada, de 10 pug. Quando consideramos os hidrogéis
Controle PBS como 100 % de viabilidade e quantificamos a viabilidade de C. albicans
em cada formulacéo de cetoconazol, observamos que todas as formulag¢des resultam em
baixa viabilidade celular (Figura 22). A menor viabilidade média foi a da formulacao
contendo Cetoconazol 20 pg, apresentando 5,85 % de viabilidade. Logo atras, a
formulacdo contendo 10 pg de cetonazol (Viabilidade média de 8,37 %) e por ultimo,

ainda que significativa, a formulacdo contendo 40 ug de cetoconazol (Viabilidade média

de 10,74 %)
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Figura 21. Atividade antifingica de cetoconazol. Quantificagdo de Unidades Formadoras de Colbnia

de Candida albicans comparando o Controle PBS com: Cetoconazol 10 pg, Cetoconazol 20 pg e
Cetoconazol 40 pug). Foi encontrada uma significancia representativa de *** entre todas essas
comparagdes. Um p <0,05 foi considerado significativo. A legenda segue o cddigo de cores indicado para

todas analises de atividade antifiingica, especificado anteriormente.
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Figura 22. Viabilidade de C. albicans em hidrogéis contendo cetoconazol. Quantificacdo da
viabilidade de colbnias Candida albicans em que o Controle PBS representa uma viabilidade de 100 %.
Comparou-se o controle PBS com Cetoconazol 10 ug (Viabilidade média: 8.37 %), Cetoconazol 20 ug
(Viabilidade média: 5.85 %) e Cetoconazol 40 ug (Viabilidade média: 10.74 %). Foi encontrada uma
significancia representativa de *** entre todas essas comparacdes. Um p <0,05 foi considerado
significativo. A legenda segue o codigo de cores indicado para todas analises de atividade antifingica,

especificado anteriormente.

3.2.2 Anédlise qualitativa da atividade antifungica de hidrogéis formulados

com cetoconazol em C. albicans

Realizamos uma analise qualitativa (Figura 23) para observar como os hidrogéis
formulados com cetoconazol impediriram o crescimento de C.albicans. Os hidrogéis
foram formulados com concentracdes crescentes de cetoconazol e comparados com o
controle. As fotos foram realizadas apds 24 h em contato com os hidrogéis em placa de
agar sabouraud, a fim de comparar o padrao de formacao de colbnias de C. albicans nas
diferentes formulacdes de hidrogéis. Pode-se observar que os quatro hidrogéis
formulados sem a presenca de cetoconazol, ou seja, somente com PBS, apresentam
uma grande densidade de C. albicans abaixo da superficie do hidrogel. Também
observa-se uma grande quantidade de colbnias nas areas tangentes aos hidrogéis. Nas
fracOes da placa com os hidrogeéis formulados com 10 pg e 20 ug de cetoconazol, ainda
observa-se uma grande quantidade de colbnias de C. albicans, mas em uma densidade
menor: nas regides recobertas pelos hidrogéis, mesmo que inconstante dentre as

replicatas, observa-se uma menor quantidade de colénias na area em volta dos
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hidrogéis. Nos hidrogéis formulados com 40 ug de cetoconazol, pode-se observar uma
presenca menor de coldnias fungicas quando comparada com a placa contendo o0s
hidrogéis controle. As placas foram produzidas e monitoradas sob as mesmas condicfes
e essa é uma figura representativa e com intuito qualitativo. Apesar das diferencas
apontadas dentre as diferentes formulagfes, ainda ha uma presenca exacerbada de
coldnias fungicas em todas as condic¢des. Isso pode ser explicado pois os hidrogéis foram
retirados da suspenséo flngica de 2 mL de caldo sabouraud contendo 10%e diretamente
posicionados nas placas de agar sabouraud - um meio rico em nutrientes para tal
levedura - e fotografados apds 24 h, para serem avaliados comparativamente com o
método de Drop Plate, também contabilizado apds 24 h. Provavelmente, com um
monitoramento entre intervalos mais curtos e com uma lavagem dos hidrogéis apos
retirados da suspenséo, essa quantidade de colbnias seria significativamente menor e

as diferencas dentre as condi¢des, mais claras.

Figura 23. Atividade antifingica qualitativa de cetoconazol. No retangulo representado na esquerda,
uma placa de agar sabouraud com divisdo ao meio na qual: na parte superior, observa-se a quadruplicata
de hidrogéis formulados com PBS; e na parte inferior, a quadruplicata de hidrogéis formulados com

cetoconazol 20 pg. No retdngulo representado na direita, outra placa de agar sabouraud com divisao ao
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meio: representando os hidrogéis formulados com cetoconazol 10 pug na parte superior; e os formulados

com cetoconazol 40 pg na fragdo inferior. Fonte: Autora.

3.3 Ensaio de citotoxicidade em queratinocitos (HaCaT) humanos

Compreendendo que a aplicacdo futura dessas diferentes formulacbes de
hidrogéis seria como curativos bioativos, faz-se necessaria uma avaliacdo da
biocompatibilidade desses hidrogéis em queratinécitos humanos. Por isso, testamos a
citotoxicidade de diferentes formulacbes de hidrogel através do teste utilizando o
reagente MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio) (Figura 24).
O ensaio de MTT é um método colorimétrico muito utilizado para se mensurar viabilidade
celular e citotoxicidade de farmacos, inclusive sendo considerado por alguns
pesquisadores como o padrdo ouro para ensaios de citotoxicidade (TONDER,;
JOUBERT; CROMARTY, 2015). Porém, como se trata de um teste metabdlico, ele pode
sofrer interferéncias devido a uma variada série de fatores energéticos e metabdlicos,
como mudanca nas atividades de oxirredutases, e endo- e exocitose no fluxo intracelular.
Essas perturbacdes podem resultar em sub- ou superestimacdes da viabilidade celular
pelo ensaio de MTT, devido a adaptacées metabdlicas e mitocondriais de reprogramacao
das células quando submetidas a tratamentos por farmacos e a consequentes estresses
off-target resultantes do tratamento durante o préprio ensaio MTT (STEPANENKO;
DMITRENKO, 2015). Dessa forma, apesar de ser um teste padrdo para avaliar a
viabilidade celular, esses efeitos adversos podem indicar valores falsos positivos ou
falsos negativos. Utilizamos o ensaio de MTT para testar a viabilidade dos queratindcitos
expostos aos hidrogéis por ser o teste mais acessivel e o disponibilizado para ser feito
com as células HaCaT. Porém, os resultados dos testes de MTT indicaram todas as
formulacbes de hidrogéis (inclusive o controle PBS) significativamente citotoxicos
guando comparados ao controle de placa (Figura 24). Quanto menor a leitura de
absorbancia, menor a atividade metabodlica das mitocondrias expostas ao reagente,

indicando uma menor viabilidade celular sob aquelas condi¢des.
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Figura 24. Ensaio de citotoxicidade em queratinécitos. O ensaio foi realizado em queratinécitos
(HaCaT) humanos por MTT em hidrogéis formulados com cetoconazol. A absorbancia foi lida em
espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 570 nm. A comparacado dos hidrogéis com controle PBS
e de todas as doses de cetoconazol contra o controle de placa apresentaram uma significancia de (***).

Um p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Esse resultado indica que os hidrogéis formulados ndo seriam biocompativeis.
Porém, apesar de ser um indicativo importante sobre a citotoxicidade dessas
formulacbes, como dito antes, o ensaio por MTT ja é descrito por apresentar resultados
duvidosos e limitacdes. Inclusive, para evitar resultados irreais, autores como o ja citado
aqui Stapanenko indicam a suplementacdo dos ensaios baseados no sal de tetrazoélio
(MTT) com outros ensaios ndo-metabdlicos, a fim de visualizar uma andlise critica e
comparativa dos resultados pelo ensaio de MTT, ndo sustentaveis isoladamente
(VIGNADUZZO, 2019). Sabendo dessas limitacdes, reagentes como TEMED e DMSO,
presentes na formulacdo dos hidrogéis contendo cetoconazol também podem ter
interferido na avaliacdo de citotoxicidade. Dessa forma, uma alternativa seria, antes de
realizar outros testes ndo-metabdlicos suplementares ao ensaio de MTT, alterar as
formulacdes para utilizar as concentragbes minimas necessarias de APS, TEMED e
DMSO que ainda dissolvam o cetoconazol e polimerizem os hidrogéis de forma eficiente.
Além disso, também seria interessante investir em um método de incorporacdo do
farmaco que permitisse a dialise prévia, para realizar a retirada do excesso de reagentes

gue néo foram polimerizados.

55



4. Concluséo e Perspectivas

Com base em todos os resultados observados, pode-se concluir que hidrogéis
formulados com Jaburetox ou cetoconazol apresentam uma promissora e significativa
atividade antifangica contra C. albicans, apesar da instabilidade, principalmente do
peptideo. Observou-se também que ha cada vez mais publica¢cdes abordando os temas-
chave desse trabalho, como curativos, hidrogéis, antifUngicos e cetoconazol,
demonstrando a atualidade e relevancia da relacdo entre eles como tema de pesquisa.
Notou-se também que adaptacdes de formulacdo sdo necessérias para diminuir a
citotoxicidade em todos os hidrogéis; e para aumentar, assim, a sua biocompatibilidade,
permitindo a aplicacdo final dos mesmos como curativos bioativos. Também sao
necessarios testes quantitativos sobre a estabilidade e capacidade absortiva desses
hidrogéis, propriedades relevantes para possibilitar sua aplicagdo como curativos
bioativos eficientes. Resultados preliminares ainda inconclusivos, também realizados
durante esse trabalho, avaliando a atividade antifingica de hidrogéis formulados com
cetoconazol em C. albicans formadora de biofilme também representam um caminho
necessario, além de analisar a atividade antifingica dessas formula¢cdes em outras
linhagens (por exemplo, isolados clinicos) e espécies fungicas. Outros ensaios de
guantificacdo antimicrobiana, como a andlise da atividade antibacteriana em espécies
como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa utilizando os hidrogéis
formulados com Jaburetox, também seriam de suma importancia, visto que a atividade
antibacteriana deste peptideo formulada em hidrogéis ainda nédo foi explorada na
literatura. Essas analises sdo de grande interesse, visando a aplicacdo curativa desses
hidrogéis bioativos contra um espectro amplo de micro-organismos. Destarte, ha
diversas perspectivas factiveis para tornar os dados desse trabalho mais criticos,
coerentes e robustos, sendo visivel a necessidade de diversos estudos e analises
adicionais até a possibilidade da aplicacdo desses hidrogéis como curativos. Porém,
também é visivel o potencial bioativo dessas formula¢cdes em hidrogéis. Dessa forma,
apesar de alcancados os objetivos propostos nesse trabalho, é reconhecivel o extenso
caminho até sua finalidade ideal; e por isso, a maior conclusdo que posso observar €: a

busca deve continuar.
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