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RESUMO

Nos ultimos anos, um crescimento vertiginoso na incidéncia de infec¢bes oportunistas
ocasionadas por fungos do género Candida tem sido documentada em hospitais de todo o
mundo. Esses fungos estdo comumente relacionados a alta morbidade e mortalidade,
principalmente em pacientes imunocomprometidos/imunossuprimidos, ao aumento dos custos
hospitalares com os cuidados médicos e aumento significativo no tempo de internacao; todos
estes fatos configuram um importante problema de salde pablica mundial. Os compostos
azolicos, tais como cetoconazol (CETO), sdo utilizados contra esses tipos de micro-organismo,
entretanto, mecanismos de resisténcia sdo relatados com frequéncia na literatura. Nesse sentido,
peptideos com atividade antimicrobianos (PAM) obtidos de diversos seres vivos representam
uma alternativa para o desenvolvimento de novas drogas. Formas sintéticas andlogas ao AMP
Hilina al (Hy-al), inicialmente isolado da espécie Hypsiboas albopunctatus, tem demonstrado
excelente eficacia antimicrobiana, dentre os quais se destacam o peptideo Lys-al. Dessa forma,
0 objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antifungica do peptideo Lys-al sobre o
crescimento plancténico e biofilme de Candida albicans ATCC90028 e Candida tropicalis
ATCC750. A concentragdo inibitdria minima (CIM) e a concentragdo fungicida minima (CFM)
foram determinadas para Lys-al. Em seguida, foi determinado o efeito do PAM sobre o
desenvolvimento do biofilme, analisando a biomassa, taxa metabolica, e alteracGes
morfoldgicas sobre o biofilme pré-formado durante 72 horas para as duas leveduras. Por fim,
foi considerado a influencia de Lys-al sobre a atividade de cetoconazol, para determinacéo de
sinergismo por chekerboard. O peptideo apresenta elevada atividade antimicrobiana sobre 0s
microrganismos em questao, 31,25 ¢ 3,9 ug/mL para Candida albicans ATCC90028 e Candida
tropicalis ATCC750, respectivamente. Para atividade antibiofilme o PAM, em concentragdes
de MIC, apresenta-se com parcial eficiéncia na eliminacdo do biofilme pré-formado. A
interacdo das substancias foi interpretada pelo indice de concentracdo inibitdria fracional (ICIF)
e mostrou um efeito sinérgico, estabelecendo uma diminui¢do de 300 vezes da CIM de CETO
para as duas cepas testadas. Em conclusdo, estes resultados sugerem este PAM isolado ou em
combinacdo possui elevado potencial para desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para
o tratamento de doencas infecciosas causadas por Candida albicans e C. tropicalis. Destacando
a possibilidade do uso de menores concentracdes de compostos azélicos para tratamento de

candidiase.

Palavra-chave: Candida; peptideo antimicrobiano; cetoconazol.



ABSTRACT

Candida is a pathogenic fungus associated with severe infections of difficult treatment, with a
high morbidity and mortality rate. In some cases, yeasts may be in the form of cell clusters
adhered to surfaces, called biofilms. Azole compounds, such as ketoconazole (KET), are used
against these types of microrganisms, however, mechanisms of resistance are frequently
reported in the literature. In this sense, peptides with antimicrobial activity (AMP) obtained
from several living beings represent an alternative for the development of new drugs. Synthetic
forms analogous to AMP Hilina al (Hy-al), initially isolated from the species Hypsiboas
albopunctatus, have demonstrated excellent antimicrobial efficacy, among them the Lys-al
peptide. The objective of this work was to verify the antifungal activity of the Lys-al peptide
on the planktonic growth and biofilm of Candida albicans ATCC90028 and Candida tropicalis
ATCC750. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration
(CFM) were determined for Lys-al. Then, the effect of AMP on biofilm development was
determined by analyzing the biomass, metabolic rate, and morphological changes on the
preformed biofilm for 72 hours for the two yeasts. Finally, the influence of Lys-al on the
activity of ketoconazole, for determination of synergism by chekerboard was considered. The
peptide has high antimicrobial activity on the microorganisms in question, 31.25 and 3.9 pg/mL
for Candida albicans ATCC90028 and Candida tropicalis ATCC750, respectively. For
antibiofilm activity the AMP, in concentrations of MIC, presents with partial efficiency in the
elimination of the preformed biofilm. The interaction of the substances was interpreted by the
Fractional Inhibitory Concentration Index (FICI) and showed a synergistic effect, establishing
a 300-fold decrease in KET MIC for the two strains tested. In conclusion, these results suggest
that AMP alone or in combination has a high potential for the development of new therapeutic
agents for the treatment of infectious diseases caused by Candida albicans and C. tropicalis.
Highlighting the possibility of using lower concentrations of azole compounds for the treatment
of candidiasis.

Keywords: Candida; antimicrobial peptide; ketoconazole
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1 INTRODUCAO

A maior parte dos microrganismos naturalmente tende a formar agregados
microbianos, formando comunidades altamente organizadas denominadas de biofilme
(H@IBY, 2017). A formacéo de biofilme é o modo preferido de estilo de vida de crescimento
para muitos microrganismos, incluindo patégenos humanos bacterianos e fungicos (SANTOS
et al., 2018). Os biofilmes sdo definidos como comunidades de microrganismos devidamente
organizados (como um tipico sistema de cooperacao social) ligados a um substrato inerte ou
vivo e embutido em uma matriz extracelular autoproduzida (também chamada de substancia
polimérica extracelular) composta de glicoproteinas, glicolipidios, mono/polisacarideos, DNA
extracelular, minerais e agua, que funciona como um adesivo favorecendo interacbes célula-
célula e célula-substrato. Além disso, a matriz extracelular do biofilme pode conter
componentes derivados do hospedeiro, como soro humano, glicoproteinas da saliva e excrecbes
vaginais (STOODLEY et al., 2002; FLEMMING et al., 2010; LI E LEE, 2017).

Estas estruturas ocorrem em uma ampla gama de ambientes, sejam eles bidticos ou
abioticos, gerando alguns beneficios ao homem, como no tratamento de agua e efluentes e na
indUstria produtora de alimentos fermentados. No entanto, ocasionam prejuizos por serem
responsaveis por danos na inddstria alimenticia, causando deterioracdo dos alimentos e
reduzindo a qualidade dos produtos, pela biocorrosdo de equipamentos e, sobretudo na satde
do homem, por ocasionarem infeccdes de dificil tratamento, em razdo de sua resisténcia aos
antibidticos comumente utilizados. As células que compdem o biofilme podem apresentar
capacidade de resisténcia a substancias antimicrobianas de até 1000 vezes superior as suas
respectivas formas plancténicas (CHEN, 2011; LI et al., 2012; SUN et al., 2013; TOMICIC et
al., 2017).

Candida é um género de microrganismo comensal da microbiota humana, e
corresponde ao principal fungo patdégeno capaz de causar infec¢es disseminadas ou crénicas.
Sendo a quarta causa de infeccdo hospitalar em hospitais do Brasil (COLOMBO et al., 2007).
Essas infecgdes geralmente apresentam indice elevado de mortalidade e morbidade,
principalmente em pacientes criticos e individuos imunocomprometidos, como pacientes
portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes submetidos a terapias
anticancerigenas e transplantados (SUDBERY, 2011; LIU et al., 2016).

O dimorfismo presente em C. albicans, caracterizado pela transi¢do de levedura
para hifa, e a capacidade de formar biofilmes sdo importantes caracteristicas associadas a

viruléncia desse fungo (POLKE et al., 2017). O atributo fenotipico mais notavel das células
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dentro de um biofilme é a diminuicdo da sensibilidade a medicamentos antifingicos,
consequentemente causando resisténcia a medicamentos frequentemente utilizados, tais como
0s compostos azolicos (CHANDRA et al, 2015).

Nessa perspectiva, 0s peptideos antimicrobianos que sdao um grupo heterogéneo de
moléculas encontradas em muitos organismos, desde microrganismos a mamiferos,
apresentando ampla atividade antibacteriana e antiflingica, representam assim uma alternativa
para aplicacdes terapéuticas no combate a infeccdes causadas por espécies de Candida (DA
SILVA et al., 2012).

O peptideo Lys-al, sintético derivado do peptideo antimicrobiano Hilina al,
inicialmente isolado das espécies de rds Hypsiboas albopunctatus, foi sintetizado com algumas
modificagdes estruturais em relacdo ao peptideo original. Estas modificac6es ocorreram no N-
terminal da molécula, onde foi acrescentada uma lisina, e também pela substituicdo de uma
leucina por um triptofano na posicdo 6. Essas mudancas resultaram em um peptideo com um
acréscimo na sua carga positiva e, provavelmente, por consequéncia aumentando a atividade
antibacteriana e antifungica e reduzindo os efeitos citotoxicos contra células humanas em
comparagdo com o analogo Hy-al (CRUSCA et al., 2011; DA SILVA, et al., 2012).

Na busca por uma alternativa para terapias e/ou farmacos que impliquem na reducéo
do uso de compostos azélicos, o uso de peptideos sintéticos antimicrobianos pode ser

contributivo para o desenvolvimento de novas agentes antifiingicas.
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2 INFEC(;OES POR CANDIDA

As infecgOes fungicas representam um grave problema de saude publica devido a
alta taxa de morbidade e mortalidade. Os individuos susceptiveis incluem os pacientes pos-
cirargicos e em unidades de cuidados intensivos, portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), pacientes submetidos a terapias anticancerigenas e transplantados, idosos,
prematuros e sob tratamento com antibidticos de amplo espectro e medicamentos
imunossupressores (MORA-NAVARRO et al, 2015).

Uma das infecgdes mais comuns € a candidiase, causada principalmente por
Candida albicans, a levedura frequentemente isolada (BROWN et al., 2012). A candidiase
abrange uma série de manifestacdes clinicas diferentes, desde as superficiais e mais leves a
graves. Dentre as infeccOes leves, a candidiase vulvovaginal afeta pelo menos uma vez na vida
75% das mulheres e a candidiase esofagica e orofaringea acometem principalmente pacientes
com sindrome da imunodeficiéncia humana (AIDS). As infec¢bes graves incluem as
sanguineas, conhecidas como candidemia, que pode se desenvolver em candidiase disseminada
guando a infeccdo se espalha para os 6rgdos internos (SUDBERY, 2011, YAPAR, 2013). A
taxa de mortalidade causada por esse microrganismo € alta, com valores percentuais variando
de 10% a 15% em criancas e 15 a 25% em adultos (BARBOSA et al, 2017).

Apesar dos avancos alcancados no diagndstico e tratamento, candidemia e
candidiase disseminada que sdo condi¢cGes médicas extremamente graves, estdo associadas a
alta taxa morbidade e mortalidade em pacientes criticamente doentes e imunocomprometidos.
Assim como aumentos na duracdo da permanéncia e custo hospitalar, que se acredita exceder
2 bilhdes de ddlares nos Estados Unidos por ano (CLEVELAND et al., 2012, STROLLO et al.,
2017).

Vale ressaltar, que as espécies de Candida podem facilmente formar biofilme em
superficie de cateteres e outros dispositivos médicos, considerada uma das principais causas de
infeccOes relacionadas ao biomaterial. Os Institutos Nacionais de Saude relataram que os
biofilmes sdo responsaveis por mais de 80% de todas as infecgdes microbianas nos Estados
Unidos (LIU et al, 2016).

2.1 Caracteristicas gerais de Candida
Candida é um género de fungos patogénicos do filo dos deuteromycota encontrado

em diversas partes do corpo humano, como a pele, cavidade oral, trato gastrointestinal e

geniturinario. As espécies representantes desse género possuem células polimorficas, com
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capacidade de crescer na forma de levedura (blastoporos), que séo esféricas a forma oval e tém
aproximadamente 2-5 um de tamanho e na forma filamentosa, como hifas e pseudo-hifas
(Figura 1) (RIVERA et al., 2005; SUDBERY, 2011).

Levedura ) Hifa

Figura 1 — Morfologia das formas de C. albicnas (A), hifa (B) e pseudo-hifa (C). Fonte: modificado de SUDBERY,
2011.

E um grupo heterogéneo com mais de 150 espécies, porém apenas um pouco mais
de 20 espécies sdo responsaveis por causarem doencas infecciosas humanas (ARAUJO et al.,
2017). Com a capacidade de causar infec¢des superficiais e sistémicas, as infeccdes fungicas
surgiram como importantes problemas de satde publica, pois esta associada a alta morbidade e
mortalidade em pacientes criticamente doentes e individuos imunocomprometidos, como
pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes submetidos a
terapias anticancerigenas e transplantados (POLKE et al., 2017; LIU X et al., 2016).

Candida albicans é principal patégeno fungico do género, é o organismo
frequentemente mais isolado de pacientes com candidiase sisttmica. No entanto, devido ao uso
indiscriminado de antibidticos e antifingicos de amplo espectro combinados com terapias
imunossupressoras, as espécies de Candida nédo- albicans (do inglés non-C. albicans Candida
- NCAC), dentre elas Candida tropicalis, emergiu como o segundo ou terceiro agente mais
comum da candidemia, principalmente em pacientes oncologicos, e frequentemente esta
associado a infec¢Ges nosocomiais no trato urinarias. (FRIDKIN et al., 1996; SILVA et al.,
2012b; CUELLAR-CRUZ et al., 2012).
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2.2 Fatores de viruléncia e formacéo do biofilme

A patogenicidade das espécies de Candida é potencializada por uma série de fatores
de viruléncia, incluindo dimorfismo, secrecdo de enzimas hidroliticas (como proteases, lipases
e hemolisinas) e a capacidade de aderir e formar biofilme em uma ampla variedade de
superficies (LIU et al., 2016; ARAUJO et al., 2017).

O dimorfismo em C. albicans refere-se a transicdo da levedura para forma
filamentosa, podendo ser reversivel de acordo com fatores ambientas. A transicdo é um dos
fatores de viruléncia, pois aumenta a capacidade do microrganismo para invadir os tecidos do
hospedeiro, visto que as hifas podem atravessar a barreira tecidual por secretarem enzimas que
degradam proteinas, lipidios e outros componentes celulares (RIVERA et al., 2005).

As espécies de Candida sdo capazes de produzir e secretar varias enzimas
hidroliticas, incluindo proteases, fosfolipases, lipases e hemolisinas (PAKSHIR et al., 2013). A
funcdo dessas enzimas estd associada a adesdo, ao dano celular e a invasdo do tecido
hospedeiro. Dentre as proteases, aspartil proteinases (Saps) sao secretadas tanto por C. albicans
como por C. tropicalis. As Saps facilitam a colonizacdo e a invasdo dos tecidos através da
ruptura das membranas das mucosas do hospedeiro, degradando importantes proteinas de
defesa imunoldgica e estrutural (SILVA et al., 2011). As fosfolipases hidrolisam uma ou mais
ligacBes ester nos glicerofosfolipideos de membrana celular, facilitando assim a invasdo do
epitélio da mucosa hospedeira (SINGHAI et al., 2012). As lipases sdo capazes de catalisar
reacGes, como hidrolise e sintese de triacilglicerdis, na qual aumentam a adesdo do fungo a
célula do hospedeiro, modulam reacdes inflamat6rias, medeiam a aquisi¢cdo de nutrientes
(TOTH et al., 2017). As espécies de Candida tropicalis sdo capazes de produzir PL, entretanto
em niveis mais baixos em comparagdo com as espécies de C. albicans (SILVA et al., 2011).
Hemolisinas sdo produzidas para destruir hemécias, possuem a capacidade de degradar a
hemoglobina e utilizar o ferro da célula hospedeira, facilitando, desse modo, a invaséo de hifas
numa candidiase sistémica (SARDI et al., 2013).

Uma dos principais fatores de viruléncia envolvido no estabelecimento da infeccao
por Candida é sua versatilidade em colonizar diferentes ambientes e a formacdo de
comunidades microbianas ligadas a superficie, conhecidas como biofilmes. Biofilmes sé&o
comunidades de microrganismos devidamente organizados e incorporados em uma matriz
extracelular. Este modo de crescimento € um potente fator de viruléncia para todas as espécies
de Candida (ARAUJO et al., 2017).

De acordo com Araujo e colaboradores (2017), a formacéo de um biofilme ocorre
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basicamente em trés etapas. Inicialmente ocorre a adesdo das células a uma superficie seguida
pela divisdo celular e formacdo de uma camada basal de microcolOnias, posteriormente a
maturacdo do biofilme. Na ultima etapa acontece o desprendimento e dispersdo das células,

onde véo colonizar outros ambientes (Figura 2).
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Figura 2 - Fases da formacéo de biofilme de Candida. (A) Aderéncia inicial. (B) Formacao da camada basal de
microcolonia. (C) Biofilme maduro e matriz extracelular polimérica. (D) Desprendimento e dispersdo. Fonte:
Modificado de CUELLAR-CRUZ et al., 2012.

A adesdo das leveduras a superficie ocorre através de ligacdes eletrostaticas e
hidrofébicas entre as proteinas da parede celular fungicas (do inglés Cell wall protein - CWP)
e as células hospedeiras ou com material inerte. As principais CWPs envolvidas na adesdo sdo
as proteinas com uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), denominadas adesinas e
manoproteinas (SILVA et al., 2011; CUELLAR-CRUZ et al., 2012). A segunda etapa é
caracterizada pela proliferacdo (presenca de formas filamentosas) e a producdo da matriz
extracelular polimérica (EPS) rica principalmente em polissacarideos, proteinas, acidos
nucleicos e lipidios. O EPS confere as células incorporadas, sobretudo, protecdo as respostas
imunes do hospedeiro e tolerancia significativa as terapias antifangicas (SILVA et al., 2011;
CHANDRA et al., 2015; LIU et al., 2016).

Durante a formacdo do biofilme de Candida, as células coexistem através do
sistema de comunicagdo intercelular, denominado Quorum Sensing (QS), que modula o
desenvolvimento e outras atividades de cooperagéo entre as células. As principais moléculas
gue atuam como mensageiros nesta comunicagdo sdo o tirosol e o farnesol, embora outras
moléculas como cis-2-decenoico e outros acidos graxos de cadeia curta também possam conter

sinais de comunicacéo intercelular. Enquanto o tirosol promove a formacéo de hifas e biomassa
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no estagio inicial do biofilme, o farnesol inibe a formacéo de hifas, evitando o crescimento
excessivo do biofilme e promovendo a dispersdo de células (CUELLAR-CRUZ et al., 2012).
Por fim, o biofilme maduro iniciar o desprendimento e dispersdo de algumas células, vale
ressaltar que, esse desprendimento de células favorece a formacao de comunidade microbiana
em novos locais (SILVA et al., 2011; CUELLAR-CRUZ et al., 2012; ARAUJO et al., 2017).

2.3 Mecanismos de resisténcia

Com o aumento do uso de drogas antifingicas, 0 numero de relatos de resisténcia
aos medicamentos antifingicos também aumentou (LIU et al., 2016). A resisténcia
microbioldgica envolve mecanismos moleculares, e pode ser intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca é uma caracteristica fenotipica de determinada espécie de microrganismo,
e confere a ele a resisténcia inata, antes da exposi¢do ao antifungico. Entretanto, a resisténcia
adquirida ocorre em microrganismos que desenvolveram mutacfes ap0s a exposicdo ao
antifangico, e posteriormente ocorrendo a selecdo, sobrevivéncia e proliferacdo daqueles
mutantes resistentes (RAMAGE et al., 2012).

Os principais mecanismos de resisténcia de C. albicans e C. tropicalis a compostos
azolicos sdo mutacoes e sobreexpressdes de ERG11p e de bombas de efluxo (CDR1, CDR2 e
MFS) (HOLMES et al., 2012; TAFF et al., 2013). As bombas de efluxo sdo compostas por
proteinas, que estdo divididas em grupos com base na sua estrutura e tipo de energia que
utilizam para o transporte de moléculas. O primeiro grupo inclui transportadores que utilizam
a degradacdo de ATP como fonte de energia, séo membros dos grupos CDR1 e CRD2. O
segundo grupo consiste de transportadores cuja energia é obtida a partir de gradiente de
concentracdo de protons presentes em membranas bioldgicas. Esta categoria € constituida por
proteinas MFS (Major Facilitador Superfamily) (WEIL et al., 2017). O aumento da expressao
de bombas de efluxo de farmacos na membrana plasmatica celular é amplamente reconhecido
como a principal causa de resisténcia clinicamente relevante de Candida a azoles
(POURAKBARI et al., 2017).

Mutagdes no gene ERG11 estdo associadas com resisténcia azolicos, pois afeta a
expressdo de lanosterol-14a-demethilase, enzima chave na via da biossintese de ergosterol e
alvo direto de drogas azélicas (TAFF et al., 2013). A superexpressdao da UPC2, o fator de
transcricdo que regula o ERG11ou eventos de aneuploidia que aumentam o numero de

copias ERG11 conduzem a uma maior resisténcia ao azélicos (WEIL et al., 2017).
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A resisténcia intrinseca durante o crescimento do biofilme é quase universal.
Microrganismos que vivem no ambiente de biofilme podem ser de 10 a 1000 vezes mais
resistentes a acdo dos antimicrobianos do que na forma plancténica (LARA et al., 2018). A
proteina do choque térmico HSP90, que esta envolvida na producéo de biofilme também é um
regulador da resposta ao estresse. O estresse oxidativo induzido pela a¢do dos antifungicos pode
ser reparado por respostas adaptativas, contribuindo para a reducdo da sensibilidade aos
antifangicos (ROBBINS et al., 2011).

2.4 Droga antifungica

O cetoconazol é um antifungico que pertence ao grupo dos compostos azélicos,
cujo nome quimico € cis-1-acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-imidazollil-metil)1,3-
dioxolan-4-il]jmetoxi]fenil]piperazina, foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
em 1981 como o primeiro de uma série de agentes antifingicos azolicos disponivel no mercado
(GREENBLATT etal., 2014; VERMEER et al., 2016).

Cl

Figura 3 — Estrutura quimica do Cetoconazol Fonte: modificado de KIM et al., 2017.

O cetoconazol inibe a biossintese do ergosterol, um componente vital das
membranas citoplasmaticas flngicas, através da inibi¢do da 14a-desmetilase de lanosterol. A
deficiéncia no ergosterol leva ao aumento da permeabilidade da membrana e interferéncia no
crescimento e na replicacdo. (YAN et al., 2013; GREENBLATT et al., 2014).

Indicado para o tratamento de infeccbes fungicas sistémicas, blastomicose,
coccidioidomicose, histoplasmose, cromomicose e paracoccidioidomicose (YAN et al., 2013;
KIM et al., 2017), pode ser encontrado sob a forma de comprimido, creme, pomada e shampoo
(FDA, 2013). Em doses elevadas, cetoconazol demonstra toxicidade hepética e alteracdes nas
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glandulas adrenais (FDA, 2013).

A utilizacdo extensiva de agentes antifungicos para fins terapéuticos ou profiléticos
tem gerado problemas ndo sé em relacdo a toxicidade e a interagdo medicamentosa negativa
com outros agentes prescritos, mas também a respeito da resisténcia adquirida por
microrganismos patogénicos durante um tratamento clinico. Varias abordagens podem ser
empreendidas para superar esses problemas, além da descoberta de novos agentes eficazes, uma
opcao alternativa seria aumentar a atividade dos agentes ja existentes atraves da combinacéo de

agentes antifingicos com substancias bioativas (JEZIKOVA et al., 2017).

2.5 Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (PAM) sdo um grupo de moléculas heterogéneas, que
sdo divididas em subgrupos com base na sua composi¢ao e estrutura de aminoacidos. Os AMPs
sdo moléculas relativamente pequenas, compostos normalmente por 30 a 60 aminoacidos e
apresentam uma carga positiva fornecida por residuos Arg e Lys. Sdo encontrados em diversos
organismos, desde insetos a mamiferos (AUVYNET et al., 2009; LI et al., 2012).

Sao componentes essenciais da defesa do hospedeiro contra infeccOes e apresentam
atividade contra bactérias, fungos, virus e parasitas. Além de seu papel como antibidticos
endogenos, os peptideos antimicrobianos, também chamados de peptideos de defesa do
hospedeiro, participam de multiplos aspectos da imunidade (inflamacéo, reparacéo de feridas e
regulacao do sistema imune adaptativo), bem como na manutencdo da homeostase (AUVYNET
etal., 2009; TRAVKOVA, 2017).

Devido a elevada incidéncia de microrganismos patogénicos resistentes aos
tratamentos convencionais, os PAMs emergiram como uma potente alternativa para aplicagdes
terapéuticas, incluindo o tratamento de amplo espectro de agentes patogénicos, como bactérias,
fungos ou virus, com pouca probabilidade de desenvolver resisténcia. (CRUSCA et al., 2017).

Essas moleculas exibem a capacidade de interagir com membranas bioldgicas,
promovendo a formagéo de poros e a lise celular, assim, bactérias e fungos tém dificuldade em
superar os efeitos deletérios produzidos pelos AMPs. Além da capacidade de interagir com as
membranas, 0s AMPs podem se ligar a alvos intracelulares importantes e acarretar na inibicéo
da sintese de DNA, RNA e proteinas (LIU et al., 2011).

Embora os PAMs apresentem Otima atividade contra uma variedade de
microrganismos. Entretanto, algumas limitagcdes restringem a aplicacdo terapéutica dessas

moléculas, dentre elas, a atividade citolitica contra os eritrocitos humanos. Nessa perspectiva,
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formas sintéticas analogas aos peptideos naturais tém sido expandidas com o objetivo de
desenvolver compostos eficientes para o controle microbioldgico que sejam, ao mesmo tempo,

desprovidos de efeitos citotdxicos contra células humanas (TORCATO et al., 2013).

2.6 Peptideo antimicrobiano Lys-al

O peptideo Lys-[Trp®]hy-al (Lys-al) é um derivado sintético do peptideo Hy-Al,
inicialmente isolado a partir da secrecdo da pele do sapo arboreo Hypsiboas albopunctatus,
comumente encontrado em regifes da Ameérica do Sul e presente na biota do cerrado. Hy-al
exibe uma potente atividade antimicrobiana, inibindo a proliferacdo celular de vérias cepas
bacterianas, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, entretanto, apresenta atividade
hemolitica contra eritrocitos humanos (CASTRO et al., 2009). Entdo Crusca et al. (2011)
sintetizaram quatro analogos de Hy-al, com mudancas na regido N-terminal afim de melhorar
seus efeitos antimicrobianos e reduzir a atividade citotdxica contra células humanas (CRUSCA
etal, 2011; SILVA et al., 2013; OLIVEIRA, 2014)

Dentre 0s peptideos sintetizados, destaca-se 0 peptideo  Lys-al
(KIFGAIWPLALGALKNLIK) devido a sua estabilidade. Para a obtencdo deste, alem da
substituicdo da Leu pelo Trp na posic¢do 6, foi adicionada uma lisina (Lys) no N-terminal do
peptideo original (Hy-al), conferindo uma carga positiva nessa extremidade. Como esperado,
0 aumento de cargas positivas na extremidade N-terminal do peptideo melhorou
significativamente sua atividade antimicrobiana, sobretudo contra cepas Gram-negativas, em
comparacao ao peptideo nativo (CRUSCA et al., 2011). Vale ressalta, que Silva et al. (2012)
mostraram a atividade antimicrobiana e antibiofilme da Lys-al, em baixas concentracdes,
contra bactérias do género Streptococcus, se mostrando ser uma Otima opcdo para
antimicrobiana.

A obtencéo de AMPs sintéticos tem sido realizada com o intuito de obter peptideos
com as caracteristicas antimicrobianas dos AMPs originais conservados, porém com as regides
responsaveis pelo efeito citotdxico alterado (LEE et al., 2013). Além disso, peptideos com alvo
especifico tém sido utilizados em pesquisas recentes. Tais moléculas ganham regides de
reconhecimento para um determinado microrganismo, possibilitando a atuacdo do AMP sem

alterar a microbiota natural (LI et al., 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Verificar a atividade antifungica do peptideo Lys-al sobre o crescimento planctonico e
biofilme de Candida albicans ATCC90028 e Candida tropicalis ATCC750.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antifingica da Lys-al durante o crescimento planctnico de C.
albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750 (estabelecimento de CIM e CFM).

e Avaliar a atividade antibiofilme de Lys-al em concentracfes de MIC sobre o biofilme
pré-formado de C. albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750 durante 72 h.

e Auvaliar as células do biofilme pré-formado (24, 48 e 72 h) ap6s do tratamento com Lys-
al em concentracOes de CIM.

e Avaliar o potencial sinérgico entre Lys-al e CETO sobre o crescimento planctdnico de
C. albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacao da solucdo do peptideo

O peptideo foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Eduardo Cili
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita. O qual foi sintetizado e purificado
segundo metodologia publicada por Crusca e colaboradores (2011).

O peptideo Lys-[Trp6]hy-al (Lys-al) foi inicialmente dissolvido em &gua
deionizada estéril com 0,1% de &cido acético & concentraco estipulada de 4 mg.mL™, seguido
pelo ajuste real da concentragdo de acordo com o calculo da concentracdo, onde a concentragdo
final pode ser convenientemente determinada com base no coeficiente de extin¢éo de residuos
de Tirosina (Y) ou Triptofano (W), como sugerido no site da empresa Sigma Aldrich:

http://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-oligos/custom-peptides/

learningcenter/concentration-calculation.html
No caso de Lys-al (KIFGAIWPLALGALKNLIK), o qual ndo apresenta residuos

de Y, foram utilizados os residuos de W como base de calculos. Apés determinacdo da

concentragdo, a solucdo estoque foi distribuida em aliquotas de 500 puL e posteriormente
armazenado em freezer -20 °C. Para utilizacdo nos ensaios biolégicos a concentracdo foi

ajustada de acordo com a necessidade experimental.

4.2 Preparacdo e armazenamento do antifungico

O antifngico cetoconazol foi adquirido comercialmente na forma em pé e
devidamente diluido em DMSO e estocado em aliquotas de 1 mL, armazenadas a temperatura
ambiente, em auséncia de luz. Para utilizacdo nos ensaios biologicos a concentracdo foi ajustada

de acordo com a necessidade experimental.

4.3 Cepas microbianas e condicdes de cultivo

As cepas fungicas utilizada neste estudo foi a Candida albicans ATCC90028
(isolada de sangue) e Candida tropicalis ATCC750 (isolada de paciente com broncomicose)
disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro - Brasil. As cepas
encontram-se estocadas em meio de cultura suplementado com 20% de glicerol e armazenadas
no freezer a uma temperatura de -80°C.

Para ativagdo, uma aliquota de 50 uL foi inoculada em 5 mL de meio Sabouraud
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Dextrose Broth (SDB) por 24 h a 35 °C. Apds as 24h, as culturas foram repicadas inoculando-
se uma aliquota de 50 pL. em 5 mL de meio SDB caldo estéril, sob manuten¢do das mesmas
condicdes de crescimento, por 18h. Nesse periodo as células atingem a fase de crescimento
exponencial de acordo com a curva de crescimento previamente estabelecida para cada
microrganismo. Para utilizacdo nos ensaios bioldgicos, uma aliquota da suspensdo microbiana
terd a concentracdo ajustada para 2x10° UFC.mL™ por contagem de células em camara de

Neubauer.

4.4 Ensaio de atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do peptideo Lys-al e de cetoconazol foram avaliadas
através do método de microdiluicdo em caldo utilizando placas de poliestireno de 96 pogos de
fundo U, padronizado segundo o documento M27Az2 do Clinical Laboratory Standards Institue
(CLSI, 2002).

Realizaram-se diluicBes seriadas na base dois para obtencdo de diferentes
concentragdes com um volume de 100 pL. Em seguida 100 uL de microrganismo 2x10°
UFC.mL"! foram adicionados aos pogos da placa obtendo um volume final de 200 pL, e
concentracéo final de 1x10® UFC.mL™. Os pogos contendo apenas indculo e meio de cultura
SDB foram utilizados como controle de crescimento microbiano.

A placa foi incubada durante 24h a 35°C, para determinacdo da Concentracdo
inibitéria minima (CIM) e da Concentracdo fungicida minima (CFM) de cada substancia. Foi
considerada CIM, a menor concentracao capaz de inibir o crescimento microbiano ap6s 24h de
incubagdo. Aléem disso, a inibigdo do crescimento plancténico foi visualizada atraves de leitura
espectrofotométrica de DO sob A= 620 nm.

Para determinar a CFM, 10 pL dos pogos onde ndo houve crescimento microbiano
visivel foram inoculados em placas de petri contendo meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar
(SDA). Apos um periodo de 24h de incubacdo a 35°C, foi considerado CFM a menor
concentragcdo capaz de inibir completamente o crescimento microbiano na superficie de agar
(Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo esquemética da metodologia utilizada para determinar a CIM e CFM da Lys-al e de
CETO contra C. albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750, segundo o teste de microdiluicdo padronizado
pelo CLSI. Fonte: modificado de OLIVEIRA, 2014.

4.5 Ensaio de susceptibilidade do biofilme pré-formado

Para avaliar o efeito do peptideo Lys-al e do antifingico CETO sobre o biofilme
pré-formado de C. albicans e C. tropicalis os microrganismos foram cultivados até a fase
exponencial, a concentragao das células foram ajustadas para 2 x 103 UFC.mL™ e incubadas em
placa de poliestireno de 96 pocos de fundo chato por 24 horas em condicdes aerdbicas a 35 'C
para a formacdo do biofilme. Apé6s o periodo de crescimento do biofilme, os pocos foram
lavados duas vezes com PBS estéril para remover as células planctonicas. Em seguida 0s pocos
contendo o biofilme foram preenchidos com 200 pL das substancias teste em concentragdes de
MIC por 60 minutos. Ao controle negativo foram acrescentados apenas meio de cultura SDB
caldo estéril. Apds o tempo de tratamento ao biofilme, as substancias foram removidas, 0s
pocos lavados duas vezes com PBS 0,1 M estéril com pH 7,4 e em seguida foram acrescentados
200 pL de meio de cultura SDB caldo estéril. A placa foi novamente incubada a 35 °C por 24
horas e, apds este tempo, a mesma foi submetida a quantificacdo da biomassa por CV. Tambeém

foi quantificado o metabolismo de células viaveis do biofilme pelo ensaio de XTT.
4.6 Quantificacdo da biomassa
Para a quantificacdo da biomassa, as células planctonicas foram removidas e 0s

pocos lavados com PBS 0,1 M estéril com pH 7,4. Ap6s secagem da placa a temperatura

ambiente, 200 pL de alcool metilico PA foram adicionado e deixado por 15 minutos para
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fixacdo das células aderidas. Apds a remogdo do metanol, 200 uL CV 0,1% foi adicionado por
10 minutos para permitir uma quantificacdo indireta da biomassa através da coloracdo. Em
seguida o CV foi removido e repete-se 0 processo de lavagem e secagem da placa. Em seguida
foram adicionados 200 pL de acido acético 33% por 10 minutos para dissolucdo do corante
preso ao biofilme. A suspenséo obtida em cada poco foi transferida para uma nova placa de 96
pocos onde foi realizada a medigdo da absorbancia em um leitor de microplacas a 590 nm
(Figura 5).
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Figura 5 — Representacdo esquematica da metodologia de quantificagcdo da biomassa do biofilme de C. albicans
ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750 tratado com CETO e combinado com a Lys-al. Fonte: modificado de
OLIVEIRA, 2014.

4.7 Ensaio de avaliacao de atividade metabdlica das células por XTT

O Ensaio XTT [2,3-bis (2-methoxy-4nitro-5-sulfo-fenil)-2H-tetrazolio- 5-
carboxanilido] utiliza este sal tetrazolio para avaliar a atividade metabolica de células viaveis
do biofilme pos-tratamento. Este ensaio foi realizado utilizando a metodologia de Ragame et
al. (2001). A solucédo de PBS/XTT/Menadiona foi dissolvida em uma proporg¢édo de 158/40/2
pL por poco utilizado. Apos o tratamento os pogos foram lavados duas vezes com PBS 0,1 M
estéril com pH 7,4 e em seguida preenchidos com 200 pL de solucdo PBS/XTT/Menadiona e
deixado em repouso por 5h a 35°C. Apos o tempo transcorrido foi realizada a medicéo de

absorbancia em um leitor de microplacas a 492 nm.
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4.8 Microscopia Eletronica de Varredura

As placas foram preenchidas e incubadas como descrito para 0 ensaio de
susceptibilidade do biofilme pré-formado (7.4). Apds a incubacdo as células fracamente
aderidas foram removidas por lavagem com PBS 0,1 M estéril com pH 7,4 e as placas foram
depois deixadas a secar a temperatura ambiente. Pocos contendo biofilmes foram desidratados
sequencialmente com concentracGes crescentes de etanol (70% durante 10 min, 95% durante
10 min e 100% durante 20 min) e deixado secar a temperatura ambiente. Apds a secagem, foram
mantidos em dessecador até a analise. Antes da observacdo, as células foram colocadas em
suportes de aluminio e cobertas com particulas de ouro e, em seguida, observadas sob um

microscopio eletrénico de varredura (Inspect S50 — FEI).

4.9 Ensaio de checkerboard

A atividade antimicrobiana do antifangica CETO em combinacdo com o peptideo
Lys-al foi determinada pela técnica de Checkerboard (WHITE et al., 1996). Inicialmente as
substancias foram diluidas em meio SDB caldo em diferentes concentragdes e combinadas pela
adicédo de 50 pL de cada substancia aos pogos utilizando placas de poliestireno de 96 pocos no
sentido vertical (Lys-al) e horizontal (CETO). Em seguida foi acrescentado 100 pL do
microrganismo a 2x10% UFC/mL™, obtendo um volume final de 200 uL em cada pogo com
concentracdo microbiana de 1x10° UFC/mL. Pogos que continham apenas indculo e meio de
cultura SDB caldo foram utilizados como controle de crescimento da levedura e pogos que
continham apenas os tratamentos antimicrobianos foi utilizados como controle de turbidez. A
placa foi incubada a 35°C por 24 h em condicGes aerdbicas para determinagdo da CIM e da
CFM das substancias combinadas (Figura 6). Para determinagdo da CIM do antifungico CETO
em combinacgdo com a Lys-al, foi considerada a menor concentragcdo de CETO em combinagéo
com a Lys-al capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano apos 24 h de incubagéo.
Além disso, a inibicdo do crescimento plancténico foi visualizada através de leitura
espectrofotométrica na DO de 620 nm. Para determinar a CFM, 10 pL dos pogos onde ndo
houver crescimento microbiano visivel foram inoculados em placas de Petri contendo meio de
cultura SDA. Foi considerado CFM a menor concentracdo capaz de inibir completamente o
crescimento microbiano na superficie de &gar apds 24 horas de incubacao a 35 °C em condicbes
aerdbicas.

O Indice de Concentrac&o Inibitoria Fracional (ICIF) é definido como a soma da
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CIM das substancias, quando utilizadas em combinacdo, dividida pela soma da CIM das
substancias isoladas. Assim, a interpretacéo foi categorizada da seguinte forma: sinergismo
(ICIF £0,5), aditivo (0.5 < ICIF < 1), indiferente (1 < ICIF < 4) ou antagonismo (ICIF > 4,0)
(LEWIS et al., 2002).
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35°C (24 h)
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Figura 6 — Representacdo esquematica da metodologia utilizada para determinar a CIM e CFM de CETO
combinada com a Lys-al contra C. albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750, segundo a técnica de
Checkerboard. Fonte: modificado de OLIVEIRA, 2014.

4.10 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com os respectivos resultados
categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2012 para Windows) e dados paramétricos foram
analisados no software GraphPad Prism (Versdo 5.0 para Windows, San Diego California
USA). As diferencas significativas entre os grupos foram verificadas através da aplicacédo do

teste One-way ANOVA com pds-teste de Bonferroni com p < 0,01.
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5 RESULTADOS
5.1 Determinacéo de CIM e CFM

A atividade antimicrobiana do antifungico cetoconazol (CETO) e do peptideo
antimicrobiano (Lys-al) sobre as cepas C. albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750
foram verificadas segundo o CLSI, 2015. Os resultados mostram que o CETO interfere de
forma bastante relevante no crescimento planctonico sobre as duas cepas, apresentando CIM e
1,0 CFM 4,0 pg/mL* (Tabela 1). A atividade fungicida de CETO foram obtidas somente em
concentracdes em 4,0 ug/mL™ para as duas cepas testadas. Isto demonstra, além da atividade
fungicida, o extenso intervalo de concentragdes dessa substancia com efeito fungistatico (CLSI
2002).

O peptideo Lys-al também obteve resultados relevantes, capaz de interferir de
forma significativa no crescimento planctonico sobre os microrganismos em questéo. Os dados
mostraram que Lys-al inibiu o crescimento nas concentracdes de 31,25 e 3,9 ug/mL™* para C.
albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750, respectivamente (Tabela 1). A CFM para esse
AMP foi de 62,5 pg/mL* para C. albicans e 3,90 pg/mL" para C. tropicalis.

Tabela 1 - CIM e CFM do CETO e da Lys-al sobre as cepas C. albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750.

Cepa CETO (ug/mL™1) Lys-al (ug/mL™1)

CIM CFM CIM CFM

C. albicans ATCC90028 1,0 4,0 31,25 62,5
C. tropicalis ATCC750 1,0 4,0 3,90 3,90

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CBM: Concentragdo Fungicida Minima; CETO: Cetoconazol; Lys-al:
Lys-[Trpé]hy-al.

5.2 Susceptibilidade do biofilme pré-formado.

O efeito de CETO e Lys-al sobre o biofilme pré-formado de C. albicans
ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750 foram avaliados atraves da quantificacdo da biomassa
pelo método do Cristal Violeta (CV) e quantificacdo da taxa metabdlica (XTT). As
concentragdes utilizadas contra C. albicans foram de 1,00 e 31,25 pg/mL™ para CETO e
peptideo Lys-al, respectivamente. Em relagdo a C. tropicalis as concentragdes estabelecidas
foram de 1 pg/mL* para CETO, e 3,9 pg/mL? para lys-al. Ambos foram testados sobre o

biofilme pré-formado.
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Na primeira analise, apds 24 horas de formacdo de biofilme de C. albicans, o
agente antifungico e o peptideo antimicrobiano ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao grupo controle (Figura 7 A). No segundo tratamento, 48 h, os grupos tratados
apresentaram-se diferentes em relacdo ao grupo nao tratado, apresentando uma menor
quantidade de biomassa formada. Entretanto, no terceiro tratamento, 72 h, percebeu-se um
aumento expressivo na producdo da biomassa do grupo Lys-al, compardvel aos valores
apresentados pelo grupo controle. Ja para o grupo tratado com CETO a biomassa de 72 h
manteve-se em valores similares as duas analises anteriores.

Em relacdo a taxa metabdlica, por reducdo de XTT, do biofilme de C. albicans
(Figura 7 B), o primeiro tratamento, ap6s 24 h, ndo mostrou diferengas significativas entre os
grupos testados. Apds 48 h, o grupo Lys-al apresentou um aumento no metabolismo celular
enquanto que o grupo CETO teve uma reducdo em relacdo ao grupo nao tratado. Apés 72 h de
formacao de biofilme, observou o que grupo Lys-al teve taxa metabélica semelhante ao grupo

controle, no entanto o grupo CETO ndo mostrou alteragéo.
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Figura 7 — Quantificacdo de biomassa por cristal violeta (A) e taxa metabolica por reducdo de XTT (B) da formacéo
de biofilme de C. albicans ATCC90028 durante 24, 48 e 72 horas. Imediatamente antes da analise, cada grupo foi
tratado com o agente antimicrobiano por uma 1 hora. @ /preto — controle; A/cinza claro — Lys-al; m/cinza escuro

— Cetoconazol). *(p>0,01) estatisticamente diferente em relagéo ao controle e # (p<0,01) estatisticamente diferente

em relacéo a Lys-al.

Para o biofilme de C. tropicalis, ap6s o primeiro tratamento, 24 h, ndo resultou em
diferencas significativas na biomassa entre os grupos tratados em relagcdo ao grupo controle
(Figura 8 A). A partir do segundo tratamento a biomassa do grupo tratado com Lys-al tem
crescimento similar ao do grupo controle, enquanto o grupo tratado com CETO permanece com

biomassa de quantificacdo constante.
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Os dados obtidos para a taxa metabdlica do biofilme pré-formado de C. tropicalis
ATCC750 (Figura 8 B), 24 h, mostram que o0s grupos tratados ndo tiveram diferencas
significativas em relacdo ao controle. Entretanto, a partir de 48 e 72 h, observa-se um aumento

expressivo na taxa metabdlica do grupo tratado com Lys-alem relacdo ao grupo CETO e

controle.
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Figura 8 — Quantificacéo de biomassa por cristal violeta (A) e taxa metabdlica por redugdo de XTT (B) da formag&o
de biofilme de C. tropicalis ATCC750 durante 24, 48 e 72 horas. Imediatamente antes da analise, cada grupo foi
tratado com o agente antimicrobiano por uma 1 hora. @ /preto — controle; A/cinza claro — Lys-al; ®/cinza escuro
— Cetoconazol. * (p>0,01) estatisticamente diferente em relagdo ao controle e # (p<0,01) estatisticamente diferente
em relacdo a Lys-al.

Quando se analisa as imagens de microscopia de varredura, percebe se que o
tratamento do biofilme de 24 h de C. albicans e C. tropicalis com os antifigicos em questdes
causam uma modificacdo da estrutura das células aderidas a superficie (Figura 9). Para as duas
leveduras abordadas no estudo, assim como cetoconazol, 0 PAM Lys-al possui um efeito
citolitico, representado por setas pretas, sobre as hifas das duas espécies consideradas nesse
estudo (figura 9B e 9E). Entretanto, para além desse efeito, C. tropicalis apresenta uma aparente
producdo de polissacarideos (EPS) tanto no grupo de cetoconazol quanto no grupo de Lys-al,
com destaque para este Ultimo. Isso pode estar relacionado aos mecanismos de defesa desses
microrganismos.

Apesar do efeito fungicida apresentado para os dois agentes antimicrobianos sobre
as leveduras em questdo, claramente pode se perceber a presenca de células vidveis,
representadas pelas setas verdes, assim como no grupo controle, em todas os tratamentos
analisados (Figura 9). Nesse contexto, o grupo com o agente comercial, cetoconazol, destaca-

se pela presenca de uma grande quantidade de células viaveis, assim como no controle,
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reafirmando seu efeito fungistatico.

Figura 9 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) do biofilme de 24 horas de Candida albicans ATCC 90028
e C. tropicalis ATCC 750 apés o tratamento antimicrobiano, lys-al e CETO, por 1 hora, e incubado por mais 24
h. C. albicans ndo tratado (A); C. albicans tratado com lys-al (B); C. albicans tratado com CETO (C); C.
tropicalisndo ndo tratado (D); C. tropicalis tratado com lys-al (E); C. tropicalis tratado com CETO (F). Células

viaveis (seta verde), hifas em lise (setas pretas), aparente producédo de exoplssacarideo (setas amarelas).

5.3 Determinacéo do ICIF

Para avaliar a influéncias do peptideo Lys-al na atividade antimicrobiana do
antifingico cetoconazol, foi determinada pela técnica de Checkerboard, através da qual foi
obtido o indice de Concentracdo Inibitoria Fracional (ICIF). A tabela 2 apresenta as
concentragdes subinibitdrias do CETO e da Lys-al em diferentes combinagdes nas quais foram
observadas a inibi¢do do crescimento planctonico de C. albicans ATCC 90028 e C. tropicalis
ATCC 750. Além disso, € apresentado o ICIF obtido de cada combinacéo e a interpretacao da
interacdo estabelecida. O resultado da associacdo entre as duas substancias mostrou
predominantemente interacdes aditivas e sinérgicas para maioria das combinacdes. Sendo
assim, houve uma consideravel redugdo da CIM de CETO, acima de 300 vezes para as cepas
C. albicans ATCC90028 e C. tropicalis ATCC725, onde apresentou atividade antimicrobiana
a 0,003 pg/mL™. Para Lys-al, quando combinada com cetoconazol, proporcionou redugdes da

CIM em 8 vezes para os dois microrganismos testados.
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Tabela 2 — Valores e interpretacdo do ICIF de Cetoconazol combinado com a Lys-al contra C. albicans
ATCC90028 e C. tropicalis ATCC750. Fonte: Proprio autor. CETO: Cetoconazol Lys-al: Lys-[Trpfhy-al; ICIF:

indice de Concentragio Inibitoria Fracional.

SUBSTANCIAS

Microrganismos CIF Interpretacéo
CETO (ug/mL™)  Lys-al (ug/mL?)
0,007 15,62 0,506 Aditivo
7,81 0,256 Sinérgico
Candida albicans
ATCC90028 0,003 15,62 0,499 Sinérgico
7,81 0,252 Sinérgico
3,90 0,127 Sinérgico
0,007 1,95 0,507 Aditivo
0,97 0,255 Sinérgico
Candida tropicalis
ATCC750 0,003 1,95 0,503 Aditivo
0,97 0,251 Sinérgico

0,48 0,126 Sinérgico
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6 DISCUSSAO

A resisténcia antifangica é um problema emergente em todo o mundo, e isso
dificulta ainda mais a selecdo da terapia apropriada (SILVA et al., 2012). O uso indiscriminado
de agentes antimicrobianos na terapia e no tratamento prolongado geralmente leva ao
desenvolvimento de resisténcia (BONDARYK et al., 2017). Nessa perspectiva a utilizacdo de
substancias naturais e sintéticas vem ganhando cada vez mais espaco, dentre 0s quais estdo 0s
peptideos antimicrobianos (PAMs) (DELATTIN et al., 2017). Essas moléculas, produzidas
naturalmente por diferentes espécies, fazem parte da imunidade de muitos desses organismos
(ZASLOFF, 2002). Por isso, sdo constantemente relatados como importantes agentes
antimicrobianos naturais devido sua atividade contra patdgenos bacterianos, virais e fungicos
(SWIDERGALL E ERNST, 2014). Além de atuarem isoladamente, os PAMs tém sido
estudados em combinagdo com outras substancias, tais como, Anfotericina B e Fluconazol,
apresentando resultados promissores com grande potencial em termos de atividade
antimicrobiana (SENGUPTA et al., 2012).

Os resultados mostram que CETO interfere de forma bastante relevante no
crescimento plancténico das duas cepas, com CIM de 1,0 ng/mL*? (Tabela 2). Resultado
semelhante foi obtido em estudo realizado por Sharifynia e colaboradores (2017) onde testaram
a sensibilidade de cepas de C. albicans e C. tropicalis frente a CETO, com MIC 14 e 1 pg/mL"
! respectivamente. A CFM obtida foi de 4,0 pg/mL* para os dois microrganismos testados,
este resultado se deve a natureza fungistatica dos azéis, na qual altas concentracbes da droga
sd0 necessarias para atingir o efeito fungicida (MORA-NAVARRO et al., 2015).

No que se refere a atividade antimicrobiana do peptideo Lys-al notou-se uma maior
susceptibilidade das cepas de C. tropicalis quando comparada a C. albicans. As CIMs obtidas
foram diferentes para as duas cepas, com concentragdes de 31,25 e 3,90 pg/mL? para C.
albicans e C. tropicalis, respectivamente (Figura 1). Em relacdo ao CFM, as concentracdes
capazes de erradicar as duas cepas também se diferenciam, para C. albicans foi 62,5 pg/mL™* e
para C. tropicalis 3,9 pg/mL™, observou-se que a Gltima cepa demonstrou maior sensibilidade
ao peptideo antimicrobiano (Tabela 2).

Este resultado pode ser atribuido as diferencgas estruturais da parede celular das
células C. albicans e C. tropicalis e o fato do principal mecanismo de acdo dos PAMSs ser a
interacdo com membrana celular, levando a sua desestabiliza¢do. Visto que o arranjo dessas

cadeias difere entre as espécies do mesmo género, ou seja, o grau de porosidade dessas paredes
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é diferente para cada espécie e podem interferir significativamente na passagem do peptideo
para alcancar a membrana (De SOUSA MOREIRA, 2010). Portanto, sugere-se que a parede
celular das leveduras testadas pode interferir na passagem do peptideo para alcancar a bicamada
de fosfolipidios. Pois a concentracdo antimicrobiana de Lys-al necessarias para um efeito
antimicrobiano sobre C. albicans foi 16 vezes superior a utilizada sobre as células de C
tropicallis.

O antifngico Cetoconazol é frequentemente utilizado na clinica e foi o primeiro
composto azolico a ser administrado via oral para tratar infecgdes fungicas sistémicas
(VERMEER et al, 2016). No entanto apesar de sua eficacia contra vérios tipos de micro-
organismos, o uso generalizado do cetoconazol nos tratamentos profilaticos e empiricos, vém
comprometendo sua atividade biologica, no que se refere, o aparecimento de novas cepas
resistentes ao medicamento (SHARIFYNIA et al., 2017; KIM et al., 2017).

Sabe-se que as espécies de Candida sdo patdgenos capazes de causar desde
infeccOes localizadas na mucosa até o desenvolvimento de quadros clinicos mais graves, como
as candidemias no hospedeiro. Esses microrganismos sdo capazes de persistir dentro do
hospedeiro devido os fatores de patogenicidade e resisténcia a variados tipos de farmacos,
constantemente levando ao fracasso as estratégias terapéuticas (CAVALHEIRO e TEIXEIRA,
2018). Um dos fatores mais comuns que implicam na resisténcia as drogas € a capacidade que
esses microrganismos tém de formar biofilmes. Uma vez formado, as células inseridas dentro
do biofilme tornam-se resistentes as defesas do sistema imune do hospedeiro e aos
antimicrobianos do que as células plancténicas (BRILHANTE et al., 2017).

Nesse trabalho, as concentrag¢fes do peptideo Lys-al, e do antifungico CETO, que
foram capazes de interferir no crescimento plancténico de C. albicans e C. tropicalis ndo foram
efetivas contra o biofilme pré-formado de 24h, ou seja, ndo foram capazes de reduzir a biomassa
e tampouco interferir na viabilidade celular. Este fato pode ser atribuido principalmente, aos
mecanismos de resisténcia da comunidade, que estdo diretamente relacionados as
caracteristicas de sobrevivéncia das células microbianas neste sistema. Dentre estas
caracteristicas, destacam-se 0 aumento da densidade celular, as alteragdes na expressao génica,
a diminuicdo da taxa de crescimento celular em decorréncia da limitacdo de nutrientes e a
inducdo dos sistemas de bombas de efluxo (RAMAGE et al., 2012; DE MELLO et al., 2017).
Nestas condi¢Bes acontecem mudancas no metabolismo das células mais profundas do
biofilme, gerando heterogeneidade da populacdo e a presenca de células persistentes, ou seja,
células menos suscetiveis a acdo dos antimicrobianos (DESAI et al., 2014). Além dos fatores

citados, soma-se ainda, a presenca da matriz extracelular, que dificulta a difusdo dos
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antimicrobianos (MATHE E VAN DIJCK, 2013). Este fato pode ser observado na figura 9 E,
que apresentou uma intensa matriz extracelular sobre as células fangicas de C. tropicalis
tratadas com Lys-al. Um mecanismo peculiar em espécies de Candida é a producéo de p-(1,3)-
glucana, um componente da matriz extracelular, que sequestra moléculas antifungicas,
especialmente os azolicos e polienos, impedindo que tais moléculas possam atingir o seu
respectivo alvo intracelular (TAFF et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2015).

Em estudo realizado por Mora-Navarro e colaboradores (2015) observou-se que a
CIM de CETO na forma plancténica, de C. albicans, ndo foi eficiente quando utilizado em
biofilme, mesmo aumentando as dosagens do antifungico, apenas 60% foi erradicado,
corroborando com os resultados encontrados neste trabalho. Este fato se deve porque as células
sésseis dentro de biofilmes sdo menos suscetiveis a agentes antifungicos do que células
planctonicas, ja que o desenvolvimento de resisténcia a drogas tem sido associado, por exemplo,
a um aumento no processo de maturacdo do biofilme (SILVA et al., 2017). Estudos mostraram
que os microrganismos em biofilmes podem possuir resisténcia a antimicrobianos até 1000
vezes superior a concentracdo utilizada para o crescimento plancténico (LARA et al., 2018).

Troskie e colaboradores (2014) demonstraram que os peptideos tirocidinas TrcA,
B e C possuem atividade contra células planctonicas e também séo capazes de prevenir a
formacdo de biofilme. Porém as tirocidinas e andlogos ndo foram t&o eficazes em erradicar
completamente os biofilmes maduros, sendo necessario elevar 26 vezes as concentracfes para
reduzir apenas 50% da atividade metabolica do biofilme pré-formado de C. albicans em
comparacao as utilizadas no crescimento plancténico.

O aumento no metabolismo celular pode ser associado a possiveis alteraces de
caracteristicas microbianas. Essas alteragdes podem estar relacionadas com a influéncia da
expressao génica, o que reflete em temos de metabolismo microbiano. No biofilme, as células
ja possuem uma expressao génica diferenciada da sua respectiva forma planctonica, e que se da
principalmente por transferéncia horizontal de material genético entre as células da biomassa
(TAFF et al.,, 2013). O surgimento de celulas especializadas, com maior capacidade de
resisténcia aos agentes microbianos, de maneira geral, esta correlacionado ao ambiente onde as
mesmas estdo inseridas. As varia¢cbes na mudanca de gradiente de nutrientes, assim como
elétrons e oxigénio, acabam por criar um microambiente favoravel para que haja uma resposta
celular com reflexos na expressao génica (RAMAGE et al., 2012).

Intensivas pesquisas sdo realizadas sobre a combinacdo de agentes antifingicos
Ccomo uma nova estratégia terapéutica para combater biofilmes fungicos (DE CREMER et al.,

2015). A utilizacdo de tais combinacbes em comparacdo com compostos Unicos tem varias
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vantagens. Dentre elas, a baixa resisténcia podendo resultar em um espectro de atividade mais
amplo (DELATTIN et al., 2016). Por fim, podem surgir interagBes sinérgicas que permitem
diminuir as dosagens eficazes dos compostos antifungicos, levando a uma reducdo tanto dos
efeitos colaterais toxicos quanto dos custos econdémicos.

Diminuir a quantidade efetiva de agente necessario para o tratamento de infec¢des
fungicas, torna-se uma perspectiva atraente no desenvolvimento de novas alternativas
antifangicas (BINK et al., 2011). No presente estudo foi evidenciado efeitos sinérgicos das
combinacgbes de CETO e Lys-al (Tabela 2), em concentracfes abaixo dos niveis individuais de
MIC contra C. albicans e C. tropicalis na forma planctonica.

Mora-Navarro e colaboradores (2015) avaliaram o sinergismo entre 3-peptideo com
Cetoconazol sobre C. albicans. A combinacdo potencializou o efeito antimicrobiano em
concentragcdes subinibitdrias, reduzindo em 10 vezes a concentracdo da CIM de CETO.
Resultados estes, foram inferiores ao encontrado neste estudo, pois a combinacdo de Lys/CETO
reduziu em mais de 300 vezes a concentracdo do antifungico.

Sugere-se que o sinergismo pode estar relacionado a combinacdo de diferentes
mecanismos de acdo dos agentes, onde lys-al promove a desestabilizacdo da membrana
formando poros e cetoconazol inibindo a biossintese do ergosterol aumentando a
permeabilidade da membrana, somando isso, acarretando na lise celular.

Kobayashi e colaboradores (2011) demonstraram que a combinacao de lactoferrina,
um peptideo encontrando em fluidos bioldgicos e granulos de neutréfilos, com fluconazol
aumenta sinergicamente a atividade antifangica do fluconazol contra Candida spp. e inibir a
formacéo de hifas em cepas resistentes ao fluconazol de Candida albicans.

O sinergismo de Lys-al com outra classe de antimicrobiano, como o antibidtico
ciprofloxacina (CIP), avaliado por Oliveira (2014), que a combinacgdo obteve reducédo de 16
vezes da CIM da CIP contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, evidenciando o
efeito do peptideo em potencializar a atividade antimicrobiana de diferentes farmacos.

O desenvolvimento de novos tratamentos clinicos e método terapéutico contra
infeccBes ocasionado por Candida dependera da compreensdo dos mecanismos de resisténcia
e métodos para supera-las pela aplicacdo de combinacBes de drogas adequadas com efeitos

sinérgicos.
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7 CONCLUSAO

O peptideo Lys-al favoreceu a atividade antimicrobiana de Cetoconazol sobre as
cepas testadas na forma plancténica, reduzindo as concentracdes do antifungico. Assim 0s
nossos resultados fornecem informacdes sobre a capacidade do peptideo Lys-al e oferece um
ponto de partida para pesquisar tratamentos combinados contra biofilme de Candida. No geral,
os resultados apresentados neste estudo apoiam a hipotese de desenvolver tratamentos de
combinacdo de farmacos, baseados em peptideos antimicrobianos como Lys-al, para o

tratamento de infecgBes flngicas ocasionadas por biofilme.
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