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RESUMO

O género Candida ¢é amplamente estudado e reconhecido pela organizagdo mundial da satde
como de alto risco para humanidade. Devido ao crescente problema da resisténcia microbiana,
geralmente causada pelo maluso de medicamentos e desenvolvimento de mecanismos de defesa
microbianos, faz-se nescessario a busca por alternativas de tratamento para doengas causadas
por esses microorganismos.No presente trabalho, foi testado o potencial antibiofilme de 4
peptideos antimicrobianos sintéticos isoladamente e em combinagdo com os antifungicos
comerciais Nistatina e Itraconazol.Os ensaios foram realizados em placas de polistireno de 96
pocos nas quais tanto Candida albicans quanto Candida krusei foram inoculadas junto aos
tratamentos e incubados por 48 horas a fim de verificar o potencial de inib¢do da formagdo do
biofilme, bem como o de reducdo da biomassa do biofilme.Apds o periodo de incubagdo, o
biofilme foi isolado corado e quantificado com o auxilio de um leitor de microplacas a 590nm.
Neste trabalho, Por fim, foi observado alta atividade (60% a 80%) de potencial de inibicao de
formacgao e reducao de biomassa nos peptideos isolados. Na combinag¢do com antifungicos foi
observado uma pequena melhora de atividade ou ndo interatividade com o itraconazol.Ja na
combinagdo com a Nistatina foi observado um efeito antagénico, em que houve perda da

atividade na combinacdo dos peptideos com esse antifiingico.

Palavras-chave: Atividade antifingica; Biofilme; Peptideos antimicrobianos; Sinergismo

Candida



ABSTRACT

The Candida genus is widely studied was recently recognized by the World Health
Organization as a high-risk pathogen for humans. Due to the rising problem of microbial
resistance, which is generally caused by drug misuse and the development of defense
mechanisms in the microbial cells, a search for new treatment alternatives for diseases caused
by these microorganisms. In the present issue, the antibiofilm potential of 4 synthetic
antimicrobial peptides was tested, both alone and combined with the commercial drugs
Nystatin and Itraconazole. The essays were conducted in 96 well polystyrene plates in which
Candida albicans and Candida krusei were inoculated with the treatments and incubated for
48 hours to verify the inhibition of biofilm formation and the reduction of biofilm biomass.
After the incubation phase, the biofilm was isolated, dyed and quantified using a microplate
reader at 590nm. In this issue, was found a high activity (60% to 80%) both in inhibition of
biofilm formation and reduction of biofilm biomass alongside all peptides. The combination
with itraconazole showed an non interaction or minor increase in activity while the
combination with Nystatin showed an antagonist effect, in witch was observed a loss in

activity when combining the peptides with this antifungal.

Keywords: Antimicrobial Peptides; biofilm; Candida; synergism; Synergism
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1. INTRODUCAO

1.1 Fungos patogénicos

11

Os fungos causam grande preocupacao a saude humana, podendo causar desde leves

infeccdes superficiais a condigdes mais graves € que necessitam de tratamento medicamentoso

intensivo (RAUTEMAA-RICHARDSON; RICHARDSON, 2021). Por conta disso, esses

microrganismos vem chamando a atencdo de oOrgdos internacionais como a Organizacio

Mundial da Satde (OMS), que em 2022 langou uma lista com 19 espécies de fungos a serem

combatidos, classificando-os de acordo com seu grau de risco, levando em consideragao fatores

como incidéncia anual, disponibilidade de diagnostico, resisténcia e nimero de mortes causados

(Figura 1).

Figura 1 - Fungos patogénicos classificados por fator de risco pela OMS.
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Dentre os fungos citados na lista, vemos que 6 dos 19 presentes sdo pertencentes ao
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género Candida, género esse que pertence a classe Saccharomycetes, da divisdo Ascomycota,
apresentando aproximadamente 200 espécies distintas de fungos. As leveduras, classificadas
neste género, sdo fungos que habitam de forma natural as mucosas, pele, vagina e trato
gastrointestinal do ser humano (BAKHSHI et al, 2021) e sdo responsaveis por causar candidiase
oral, vaginal, orofaringea, onicomicose e podem invadir tecidos e Orgdos, provocando
candidiase sistémica (KHODADADI et al., 2021). Dentre os pacientes afetados, os mais
sensiveis a infeccdes graves sdo aqueles com a satde ja comprometida, como pacientes
submetidos a longos tratamentos intensivos ou imunossuprimidos (PARSLOW, THORNTON,
2022).

Dos pertencentes ao género Candida, a Candida albicans ¢ a levedura com maior
numero de infecgdes em seres humanos (BUTLER et al., 2009), pois ela consegue se diferenciar
para o formato de hifas através de morfogénese, podendo penetrar os epitélios e endotélios
atingindo o individuo de forma sistémica aumentando sua mortalidade e justificando sua
classificacdo como patogeno de alto risco (JOSHI et al., 2022; SUDBERY, 2011). Além de
C.albicans outros microrganismos pertencentes desse género como C. tropicalis, C.parapsilosis
e C.krusei também atuam como patdgenos oportunistas, ja presentes naturalmente em humanos,
mas podendo causar infecgdes e agravar quadros de pacientes ja fragilizados.

Diante desses fatores, o género Candida ¢ de extrema relevancia quando se diz
respeito a saide humana. Portanto, faz-se pertinente o estudo e desenvolvimento de tratamentos
eficazes e seguros para tratar infeccdes causadas por esses organismos, principalmente para

pacientes imunossuprimidos que sdao os mais afetados por esse tipo de doenca.

1.2 Agentes antiflingicos e resisténcia

O tratamento tradicional para doengas causadas por fungos consiste no uso de
agentes antifingicos de quatro classes diferentes: os polienos, azélicos, equinocandinas e
flucitosinas (FISHER et al., 2022). Dentre esses, os mais utilizados sdo os polienos, como a
Nistatina, que tem como mecanismo de a¢do uma interacdo com o ergosterol presente na
membrana desses microrganismos, levando a formac¢do de complexos que induzem mudangas
fisicas na membrana (CHANG et al., 2019). Além deles, outra classe que merece atencao sao
os azobis, como Itraconazol, sendo o tratamento preferencial para infec¢des causadas pelo
género Candida, especialmente C.albicans (WHO - 2022) e tem por seu mecanismo de acao a

desestabilizacio da membrana por meio da inibicdo da biossintese do ergosterol
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(MARICHAL et al., 1999; BALASHOV et al., 2005; REVIE et al., 2018).

Mesmo com diferentes classes de possiveis novos medicamentos, o
desenvolvimento de novas drogas tém sido relativamente lento, isso se d& por conta da grande
diversidade de vias moleculares relacionadas a resisténcia antimicrobiana (LEE et al., 2020).
Além disso, o mau uso de medicamentos caracterizado pelo seu uso sem prescricdo médica,
uso de doses menores que o necessario, abandono do tratamento ao primeiro sinal de melhora
do quadro, sdo fatores que contribuem para o aumento da resisténcia microbiana adquirida, que
¢ caracterizada quando um microorganismo que antes era suscetivel a um fairmaco perde a sua
suscetibilidade. Isso acontece pois as cé€lulas t€ém a capacidade de alterar seu metabolismo em
resposta a condigdes varidveis, fazendo com que elas possam crescer e se dividir em um
ambiente ndo ideal, como no caso da exposi¢do a antifungicos, esse processo ¢ chamado de
plasticidade fenotipica adaptativa (HOKKEN et al., 2019).

Dentre as adaptagdes nas células causadas pela exposigdo a antifingicos e que levam
ao um aumento da resisténcia microbiana podemos destacar a resisténcia pela alteracdo da
composicao lipidica (ergosterol) da membrana citoplasmatica, o que diminui a afinidade do
antifingico pela membrana fingica, fator esse que ¢ o principal alvo no tocante a resisténcia de
polienos como a Nistatina. Também se destacam a superexpressdo de bombas de efluxo, que
tem por funcao expelir as moléculas do tratamento para fora da célula, superexpressao do gene
ERGI11 que compromete os sitios de ligacdo de azdis como o Itraconazol e aneuploidia dos
gene ERG3 e ERG2 que levam a uma redug¢do na quantidade de ergosterol na membrana,
reduzindo o impacto da acdo de antifingicos que visam desestabilizar essa molécula
(REALES-CALDERON et al. 2016.)

Além destes mecanismos de resisténcia, a propria formagao natural de biofilme ¢é
conhecida por ser um mecanismo que contribui para a resisténcia antimicrobiana, atrasando a
penetragdo dos antifingicos na célula. Esse biofilme é conhecido por ser composto de diversas
células sobrepostas umas nas outras, que por sua vez, formam uma matriz extracelular
polissacaridica. A matriz produzida oferece prote¢do contra terapia antimicrobiana e outros
estressores externos (ZARNOWSKI et al., 2021).

Também vale ressaltar a existéncia de problemas relacionados as proprias drogas
utilizadas. Os antifngicos apresentam diversas limitacdes no que diz respeito a perfis de
seguranca de medicamentos, propriedades farmacocinéticas, espectro de atividade, um
pequeno numero de alvos e efeitos colaterais diversos (BASTOS et al., 2021). Um grande
obstaculo na descoberta de antifungicos ¢ a identificagdo de alvos essenciais que podem ser

especificamente alcangados por moléculas que ndo possuem toxicidade para o hospedeiro
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(HUANG et al., 2016).

Diante dos varios mecanismos de resisténcia, mau uso de drogas, dos problemas
dos tratamentos existentes e da dificuldade do desenvolvimento de novas drogas e aos
limitados alvos de acdo das classes de antifingico existentes, a busca por novas moléculas com
atividade antifungica com diferentes alvos e sua possivel combinagdo com drogas existentes se

torna um campo emergente € promissor na ciéncia para estudo.

1.3 Biofilme

Um biofilme ¢ composto, principalmente, por um consoércio estruturado de células
envolvidas em uma matriz extracelular de polissacarideos, proteinas ¢ DNA extracelular. Além
dos mecanismos de resisténcia ja apresentados, a maioria das leveduras, se ndo todas, sao
capazes de formar biofilme (FANNING, MITCHEL 2012). O biofilme ¢ responsavel por
promover a sobrevivéncia das leveduras na natureza. Atrelada a questdo da sobrevivéncia em
ambientes, o biofilme também confere resisténcia a antifungicos, desinfetantes quimicos e a
fagocitose e outros componentes do sistema imunologico, (RAMAGE, 2012). A produgao do
biofilme, desde seu inicio até a completa maturagdo passa pelas seguintes etapas, como
mostrado na Figura 2. Primeiro ocorre um acoplamento parcial das células sobre a superficie,
entdo, essas células se proliferam secretando polissacarideos e se aderindo a superficie de
maneira mais resistente. Depois ocorre a maturagdo e fixagao do biofilme que a partir desse
momento pode se desacoplar da matriz principal e se acoplar em uma nova superficie,

contribuindo para a proliferagdo do biofilme.

Figura 2 - Processo de formagdo do biofilme

Substrate Biofilm Biofilm Biofilm
adherence development maturation dispersal?
] o° ©

Fonte: BLANKERSHIP, MITCHEL 2006

O biofilme ¢ potencializador de diversas doengas de interesse médico. Essas

doengas sdo classificadas de acordo com o local de acoplacdo do biofilme, podendo ser
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divididas em infecgdes associadas a dispositivos, que sdo aquelas em que ocorre a colonizagao
do biofilme em objetos nao nativos ao corpo humano, como cateteres, proteses dentdrias, e
dispositivos intra uterinos, em que as células pertencentes ao biofilme podem se desacoplar
dessas superficies e atingir tecidos proéximos e até mesmo a corrente sanguinea, causando
infeccdes graves. Outro modelo sdo as infeccdes ndo associadas a dispositivos, que sao
caracterizadas pela infec¢des que atingem diretamente os tecidos do hospedeiro, podendo causar
infecgdes em Orgdos como bexiga coragdo e ouvidos (SEGEV-ZARKO et al., 2015). Como o
biofilme atua como uma barreira fisica para as células, ele dificulta a acdo de antifungicos, pois
diminui o acesso dos farmacos a membrana das células, que ¢ o alvo da maioria dos
mecanismos de acdo das drogas conhecidas conferindo um aumento da resisténcia microbiana
(BLANKERSHIP, MITCHEL 2006). Portanto, para combatermos doencas causadas por fungos,
também temos que conseguir formas de inibir a formacdo de biofilme ou promover reducdo da

biomassa formada.

1.4 Peptideos antimicrobianos (PAMs)

Para conter o problema do crescente aumento da resisténcia microbiana, a
prospec¢do por novas moléculas com novos alvos ¢ de extrema importancia e um tipo de
molécula que vem sendo bastante estudada e utilizada como alternativas de tratamento para
infecgdes causadas tanto por fungos quanto por bactérias sdo os peptideos antimicrobianos
(PAMs). Dentre as vantagens do uso dos PAMs estdo o seu mecanismo de agdo, que tem por
alvo a membrana celular, aumentando a dificuldade do desenvolvimento de resisténcia. Outra
vantagem ¢ a vasta quantidade de PAMs existentes, visto que eles sdo amplamente produzidos
naturalmente por os organismos vivos como formas de defesa a infecgdes, fazendo com que
haja uma quantidade quase infinita de PAMs a serem descobertos (GHOSH; HALDAR, 2015;
ZHANG; GALLO, 2016).

Apesar da grande quantidade de PAMs conhecidos, algumas caracteristicas sao
comuns a todos eles, como o tamanho de cadeia, que varia entre 5 e 50 aminoacidos, e sua
capacidade de interagir com membranas de microrganismos, conferindo o seu potencial
antimicrobiano. Isso se d& por conta da presenga de aminodcidos hidrofobicos e aminoacidos
de carga positiva, lisinas e argininas. A presenca dessas classes de aminoacidos confere aos

PAMs anfipaticidade, que ¢ a presenca de propriedades tanto hidrofilicas quanto hidrofébicas.
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Por serem moléculas anfipaticas, os PAMs interagem muito bem com membranas celulares.
No entanto, a alta presenca de aminoacidos com carga positiva também confere um efeito
indesejado, que ¢ a baixa seletividade desses peptideos, ou seja, ndo héd uma diferenciagdo entre
as cé¢lulas de microorganismo e as células do hospedeiro, conferindo aos PAMs uma alta
toxicidade (BAHAR; REN, 2013; KANG et al., 2017; LIMA et al., 2021c; ZHANG; GALLO,
2016)

Como citado, grande parte dos PAMs tem como alvo a membrana celular, causando a formagao
de poros na membrana e levando a morte celular. Os PAMs podem causar poros na membrana
de acordo com quatro modelos sendo eles o modo toroidal, carpete, barril e o detergente
BEZERRA, Leandro P. ef al. Synergistic Antifungal Activity of Synthetic Peptides and
Antifungal Drugs against Candida albicans and C. parapsilosis Biofilms. Antibiotics, [s. /], v.

11, n. 5, 2022. Disponivel em: /pmc/articles/PMC9138075/. Acesso em: 17 dez. 2023.

LI, Shuqin et al. The structure-mechanism relationship and mode of actions of antimicrobial

peptides: A review. Trends in Food Science & Technology, [s. /.], v. 109, p. 103115, 2021.
(Lietal,2021).

No modo “Carpete", peptideos se acumulam como folhas externas na bicamada
celular, perturbam a tensdo superficial e formam poros ou defeitos na membrana. As moléculas
estdo localizadas na superficie e orientadas quase em paralelo ao plano da membrana. A
insercao do peptideo na membrana perturbaria a ordenacao lipidica, diminuiria o parametro de
ordem e facilitaria a penetragdo de moléculas de agua através da membrana, seguida por

distor¢ao da membrana e morte celular(Li et al., 2021).

O modo barril ¢ um estado em que os PAMs se agregam verticalmente a bicamada,
causando lise celular. Os peptideos transmembranares se organizam como um barril, com suas
superficies hidrofilicas alinhadas em direcdo ao centro de um poro preenchido com agua. O
poro funciona como um canal de ions que conduz uma corrente de retificagdo interna com um
campo elétrico externo. O tamanho do poro depende da relagdo molar entre peptideo e lipidio.
Neste modelo os peptideos transmembranares sdo firmemente montados uns nos outros e

formam um poro circular rigido (Li et al., 2021).

No modo toroidal os peptideos e grupos de cabega lipidica estdo alinhados com a
curvatura continua de uma monocamada lipidica de cima para baixo . Para considerar a

diferenca entre o modo "toroidal" e o modo "carpete", espera-se que o modelo de poro toroidal
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forme multimeros transmembranares bem definidos, enquanto uma disposi¢ao mais frouxa e
menos definida de peptideos ¢ formada na superficie da membrana. Ao contrario do modelo
barril onde ndo ocorre uma reorientacdo significativa das moléculas de lipidio, o modelo

"toroidal" pode causar uma mudanca na orientagao da molécula de lipidio (Li ef al., 2021).

Também h4d o modelo “detergente” ou de formacdo de agregados, onde os
peptideos se acumulam na superficie da membrana celular, sem nenhuma conformacao
especifica. Apds chegarem em uma determinada concentragdo, os PAMs embutidos na
membrana, formam um complexo com as moléculas de fosfolipidios e cruzam a membrana na
forma de(Li et al., 2021). A figura 3 mostra os quatro modelos, sendo eles o modo toroidal,

carpete, barril e o detergente (Li ef al., 2021).

Figura 3 - Modos de acdo dos PAMs.

Fonte:(Li et al., 2021)

1.5 PAMs sintéticos

Como vimos, os PAMs tem um alto potencial para se consolidarem como
moléculas indicadas para o tratamento de doencas microbianas. No entanto, existem alguns
empecilhos em relagdo a sua utilizagdo. Devido as suas caracteristicas estruturais, os PAMs
apresentam baixa seletividade, além disso, alguns deles ja foi constatado atividade hemolitica,
toxicidade ao hospedeiro, suscetibilidade a digestao por proteases em vivo, levando a perda de

atividade. Além dessas caracteristicas, seu baixo rendimento de extragdo comprometeria a
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capacidade de larga escala e seu potencial como um novo medicamento (BOTELHO,2020).
Para contornar esses desafios, pesquisadores t€ém apostado na producao de peptideos sintéticos
inspirados nos PAMs, que se da pelo desenho racional através de programas de bioinformatica,
onde ¢ possivel, com certo softwares, desenhar novos PAMs ou otimizar sequéncias ja
existentes, melhorando diversos parametros do peptideo desenhado, como carga liquida,
hidrofobicidade, estrutura secunddria, e indice de Boman, além de predizer uma possivel
atividade antimicrobiana, a qual pode ser melhorada com adi¢des e remocdes pontuais

(KUNDU, 2020; SOUZA et al., 2020a).

1.6 Sinergismo

Sinergismo, quando se trata de agentes antimicrobianos, acontece quando a
combinag¢do de pelo menos dois deles resulta em uma atividade antimicrobiana maior do que a
soma das atividades dos agentes separados, ou seja, quando a jun¢ao dos mecanismos de agdo
de dois compostos diferentes potencializam o efeito um do outro, promovendo uma atividade
maior que a esperada. A utilizagdo de PAMs em combinagdao com drogas antimicrobianas ¢
conhecida e promissora (SWEDAN; SHUBAIR; ALMAAYTAH, 2019; SHANG et al., 2019;
DODOU LIMA; DE PAULA CAVALCANTE; RADIS-BAPTISTA, 2020). Isso se d4 por
conta da j& citada capacidade de formar poros na membrana permitindo a passagem do
antimicrobiano para o interior da célula, facilitando o contato com o alvo da droga, por isso,
essa combinacdo de PAMs e drogas convencionais pode disponibilizar mais opg¢des de
tratamento para infec¢des invasivas dificeis de controlar (CASSONE, OTVOS JR, 2010).
Além disso, o uso combinado de dois farmacos em sinergismo pode reduzir a quantidade da
dose necessaria de cada um, o que pode trazer vantagens como a reducdo do custo e da

toxicidade dos tratamentos.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biotecnolégico de diferentes péptidos sintéticos, contra os

fungos patogénicos C. albicans e C.krusei, em sinergismo com antifingicos comerciais.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade inibitoria e redutora isolada dos peptideos para biofilme de Candida
albicans e Candida krusei
e Avaliar a atividade inibitoria e redutora combinada dos peptideos em conjunto com

Nistatina e Itraconazol para biofilme de Candida albicans e Candida krusei



20

3. METODOLOGIA

3.1 Material biologico
As cepas ATCC 10231 de Candida albicans e ATCC 6258 de C. krusei utilizadas
neste trabalho foram obtidas do laboratorio de proteinas vegetais de defesa do departamento

de bioquimica e biologia molecular da Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.2 Metodologia de desenho, obtencao e sintese dos peptideos

Os 4 peptideos sintéticos foram obtidos a partir das sequéncias dos PAMs naturais Rs-
AFP2, Dm-AMP1 e Mc-AMPI1. O desenho dos peptideos sintéticos foi realizado utilizando a
ferramenta online C-PAmP (NIARCHOU et al, 2013) . A escolha dos PAMs sintéticos foi
realizada com base nas propriedades dos peptideos, levando em consideracdo os parametros
fisico-quimicos, que foram obtidos utilizando o Antimicrobial Peptide Database (WANG; LI;
WANG, 2016). Apds a obtengdo de peptideos com caracteristicas desejaveis, o preditor de
peptideos antimicrobianos iAMPpred (MEHER ef al, 2017) foi utilizado para avaliar a
probabilidade de acdo antimicrobiana predita, variando de 0 a 1, quanto mais proximo a 1,
maior a probabilidade de o peptideo possuir atividade antimicrobiana, sendo considerados
peptideos antimicrobianos aqueles com um indice superior a 0,9. A capacidade de penetragao de
membranas dos peptideos desenhados foi analisada utilizando a ferramenta CellPPD
(GAUTAM et al, 2015) . O potencial antigénico dos peptideos foi avaliado utilizando o
preditor Predicting Antigenic Peptides (http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl). O potencial
toxico dos PAMs sintéticos foi predito através da plataforma ToxinPred (GUPTA et al., 2013) .
O tempo de meia-vida do peptideo e sua estabilidade em ambiente intestinal foram analisadas
utilizando o preditor HLP (SHARMA et al, 2014), bem como anélises de mutacdes pontuais
para incrementar a estabilidade dos peptideos. Para analisar a estabilidade dos peptideos em
diferentes pH e com a presenca de diferentes proteases foi utilizado o preditor Peptide Cutter
(GASTEIGER et al., 2005). Apo6s todas as analises de bioinformatica, obteve-se 4 peptideos:
Pepl (CYRQVGWACGYCK), Pep2 (VFPAHKCICGFPC), Pep3 (GACHVKNGKLMCEFCY) e
Pep4 (CSGFCCRQVGWARGYCK) derivados dos PAM naturais Mc-AMP1, Rs-AFP2, Dm-
AMP1, Mc-AMPI1, respectivamente. Os peptideos foram sintetizados pela empresa
Synpeptide® com um grau de pureza maior que 95% determinada por cromatografia de fase

reversa em HPLC e por espectrometria de massas.
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3.3 Ensaios antibiofilme — inibicao da formacao de biofilme

O ensaio foi feito em microplacas de poliestireno de 96 pocos. A suspensdo de
células foi preparada a partir do cultivo celular que ocorreu em meio de cultura Sabouraud, a
37 °C por 24 h. Apos esse periodo, a suspensdao de células foi padronizada para uma
concentracdo de 10° células/mL. Tanto os antifungicos( Nistatina e Itraconazol) quanto os
peptideos foram diluidos em uma solu¢do de 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) em NaCl
0,15M. A partir da concentragdo inicial de 1000 pg/mL foi feita uma diluicdo seriada
decrescente até a concentragdo de 0,4 pg/mL, totalizando 12 concentragdes diferentes de cada
peptideo e de cada antifungico. Entdo,25ul da solu¢dao padronizada de células foi posta em
contato com 25ul de tratamento, seja os agentes isolados, seja os agentes combinados (tabela
1). Apo6s isso, as placas foram entdo incubadas por 48 ha 37 °C. Apos esse periodo, o
sobrenadante dos pogos foi retirado e os pocos lavados uma vez com NaCl 0,15 M estéril.
Apos isso0, o biofilme no fundo dos pocos foi fixado com 100 pLL de uma solugdo de metanol
99%, deixando agir por 15 minutos. Apds a total secagem dos pogos, o biofilme foi corado
com 200 pL de uma solucdo aquosa de cristal violeta 0,1%, deixando o cristal agir por 20
minutos. Os pogos foram lavados trés vezes com agua destilada, para retirar o excesso de
cristal violeta, e entdo o cristal ligado ao biofilme foi solubilizado em 200 pL de uma solucao
aquosa de 4cido acético 33%. A absorbancia dos pocos foi obtida via leitor de microplacas
(BioTek™ Epoch, BioTek Instruments, Inc., USA) usando um comprimento de onda de 590

nm.
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3.4 Ensaios antibiofilme — Reduc¢ao da biomassa

O ensaio foi feito em microplacas de poliestireno de 96 pogos. A suspensdo de
células foi preparada a partir do cultivo celular que ocorreu em meio de cultura Sabouraud, a
37 °C por 24 h. Apos esse periodo, a suspensdao de células foi padronizada para uma
concentragdo de 10° células/mL. Tanto os antifungicos( Nistatina e Itraconazol) quanto os
peptideos foram diluidos em uma solu¢do de 5% de dimetilsulfoxido (DMSO) em NaCl
0,15M. A partir da concentracdo inicial de 1000 pg/mL foi feita uma diluicdo seriada
decrescente até a concentracdao de 0,4 pg/mL, totalizando 12 concentragdes diferentes de cada
peptideo e de cada antifungico. Entdo,25ul da solugdo padronizada de células foi incubada
por 24 horas a 37°C para uma formacao inicial do biofilme. Apds isso, as placas foram entdo
abertas e foi adicionado cada um dos tratamentos, seja dos agentes isolados, seja dos agentes
combinados ( tabela 1) entdo, as placas voltaram a incubagao por mais 24h a 37 °C. Apds
esse periodo, o sobrenadante dos pogos foi retirado e os pogos lavados uma vez com NaCl
0,15 M estéril. Apds isso, o biofilme no fundo dos pogos foi fixado com 100 pL. de uma
solugdo de metanol 99%, deixando agir por 15 minutos. Apods a total secagem dos pogos, o
biofilme foi corado com 200 pL de uma solucdo aquosa de cristal violeta 0,1%, deixando o
cristal agir por 20 minutos. Os pocos foram lavados trés vezes com dgua destilada, para retirar
o excesso de cristal violeta, e entdo o cristal ligado ao biofilme foi solubilizado em 200 pL de
uma solucdo aquosa de acido acético 33%. A absorbancia dos pogos foi obtida via leitor de
microplacas (BioTek™ Epoch, BioTek Instruments, Inc., USA) usando um comprimento de

onda de 590 nm.

Tabela 1 - Tratamentos usados nos ensaios antibiofilme.

Tratamentos
Tratamentos| Concentragéo de farmaco | Concentragéo de peptideo

1 50 pg/mL 0,02 pg/mL
2 25 pg/mL 0,04 pg/mL
3 12,5 pyg/mL 0,09 pg/mL
4 6,25 pg/mL 0,19 ug/mL
5 3,12 pg/mL 0,39 pg/mL
6 1,56 pg/mL 0,78 pg/mL
7 0,78 pg/mL 1,56 pug/mL
8 0,39 pg/mL 3,12 pg/mL
9 0,19 pg/mL 6,25 pg/mL
10 0,09 pg/mL 12,5 pg/mL
11 0,04 pg/mL 25 ug/mL

12 0,02 pg/mL 50 pg/mL
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracteristicas os peptideos:
Figura 4: Predig@o das caracteristicas dos peptideos sintéticos

PEP1 PEP2 PEP3 PEP4
(CYRQVGWACGYCK) (VFPAHCICGFPC) (GACHVKNGKLMCFCY) (CSGFCCRQVGWARGYCK)

Whimley-White -1.81 -0.98 -0.75 -1.29
Boman 0.95 -0.86 -0.04 1.49
indice de hidrofobicidade 46 61 53 47

Carga 2 1 2 3

Potencial antibacteriano 94 99 100 99
Potencial antifingico 97 96 99 99
Alergenicidade Nao Nao Nao Nao

Meia vida 1.646 1.349 2.4 2.804
Estabilidade Alta Alta Alta Alta
Pepsina (ph 1.3) Nao Sim Sim Sim
Pepsina (ph =2) Sim Sim Sim Sim
Tripsina Sim Sim Sim Sim
CPP Sim Sim Sim Sim

Fonte: Elaborado pelo autor

A figura 4 nos mostra algumas das caracteristicas previstas para os nossos peptideos.
O indice de Boman estima o potencial de uma proteina para se ligar a outras proteinas um valor
alto no indice de Boman indica que um peptideo serd multifuncional ou desempenhara uma
variedade de funcdes diferentes dentro da célula devido a sua capacidade de interagir com uma
ampla gama de proteinas.Whimley-White analisa a hidrofobicidade relativa, considerando
ligagdes peptidicas, bem como das cadeias laterais. Outra caracteristica importante detectada ¢
o alto potencial antimicrobiano previsto, tanto para bactérias quanto para fungos, que sdo o alvo
de nosso trabalho, além disso, a alta estabilidade e auséncia de alergenicidade tornam esses
peptideos candidatos promissores a uma nova alternativa de tratamento contra infecc¢des

causadas por microrganismos.

4.2 Atividade de inibicio da formacao de biofilme de C. albicans dos peptideos isolados e

em combinacio com Nistatina e Itraconazol

Os quatro peptideos apresentaram comportamentos diferentes em relagdo a inibicao
da formagao do biofilme de C. albicans. O pep 1 isoladamente foi o que apresentou maior
atividade de inibi¢cdo da formacdo do biofilme, chegando a 80% de inibi¢do na concentracio de
0,02 pg/mL. Os demais apresentaram, em sua concentracdo mais eficaz, por volta de 60% de
inibicdo da formagdo do biofilme. E interessante observar também que, no caso do Pep 3 e do
Pep 4 as menores concentragdes foram mais eficazes que as maiores concentragdes no que diz

respeito a atividade inibitoria.
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Figura 6: Atividade isolada dos peptideos contra a formagdo de biofilme em C. albicans
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Ja os antifungicos Nistatina e Itraconazol apresentaram isoladamente altas taxas de inibig¢ao
para a formacao do biofilme, ambos chegaram aos 80% de inibi¢cao de formacao do biofilme
(Figura 6).

Figura 7: Atividade isolada de Nistatina e Itraconazol contra a formacao de biofilme de C. albicans.
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Fonte: elaborado pelo autor

Novos ensaios foram realizados para avaliar o sinergismo entre os peptideos
e os farmacos Nistatista e Itraconazol. Os resultados mostram que a combinagdo de
Nistatina com os peptideos estudados ndo foi interessante, pois a inibicdo da formacgao
dos biofilmes foi altamente alterada, pois houve uma perda da atividade na maioria
das combinagdes testadas (Figura 7).

Ao contrario da Nistatina, houve pouca interferéncia negativa na atividade
antibiofilme da combinacdo do Itraconazol com os quatro peptideos. De modo geral,

ndo houve sinergismo significativo entre os peptideos o Itraconazol (Figura 8).
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Figura 7: Efeito da combinacao da Nistatina e dos peptideos sintéticos contra biofilme

de C. albicans.
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Figura 8 - Atividade inibitoria combinada de Itraconazol e os peptideos contra biofilme de C.

albicans.
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Fonte: elaborado pelo autor

4.2 Redugiao da biomassa de biofilme de C. albicans dos peptideos isolados e efeito

combinado com Itraconazol e Nistatina

Para a redu¢@o da biomassa do biofilme, todos os peptideos apresentaram alta atividade.
Todos conseguiram chegar proximo de 80% de reducdo. Diferente dos ensaios de inibi¢do da
formacgao dos biofilmes, os percentuais de redugdo se mantiveram parecidos ao longo de todas
as concentragdes, o que propde que poderiamos encontrar resultados usando concentragdes
ainda menores dos peptideos (Figura 9).

Figura 9: Atividade isolada dos peptideos para reducdo da biomassa do biofilme de C. albicans
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Os antifungicos também apresentaram altas taxas de reducdo da biomassa em todas as
concentragdes testadas, com destaque para o Itraconazol, que em algumas concentragdes a
inibicdo chegou a 90% de redugdo da biomassa. Por outro lado, a Nistatina chegou a, no
maximo 80% de redugdo nas concentragdes testadas (Figura 10).

Figura 10: atividade redutora isolada de Nistatina e Itraconazol contra biofilme de C. albicans.
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Fonte: elaborado pelo autor
Mais uma vez, tanto os peptideos quanto os antifiingicos apresentaram altas taxas de
reducdo da biomassa de biofilme. Interessantemente, ao combinar os peptideos com os dois

farmacos houve uma perda de atividade antibiofilme (Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Atividade combinada de Nistatina com os peptideos contra biofilme de C albicans.
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Figura 12: Atividade combinada de Nistatina com os peptideos contra biofilme de C. albicans.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3 Atividade de inibicdo da formacao de biofilme de C. krusei dos peptideos isolados e

efeito sinérgico com Itraconazol e Nistatina

A levedura C. krusei se mostrou bem mais resistente aos tratamentos do que a C.
albicans. Dentre os peptideos, os que tiveram melhor atividade inibitoria foram o Pep 3 e o Pep
4, que chegaram a 80% de inibigdo ambos na concentra¢dao de 0,39ug/mL, porém nas demais
concentragoes a atividade foi bem reduzida, ou até mesmo ausente. O Pep 1 ndo apresentou
nenhuma atividade inibitdria, enquanto o Pep 2 chegou a, no méaximo 50% de inibicdo na
concentragdo 0,19 pg/mL, mas manteve um atividade inibitéria regular ao longo das

concentragdes (Figura 14).

Figura 13: Atividade inibitoria isolada dos peptideos contra o biofilme de C. krusei.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os antifingicos Nistatina e Itraconazol também sofreram uma reducgdo de atividade
inibitoria, em C. krusei quando comparado a C.albicans ao longo das concentragdes, mas
ainda assim, o Itraconazol chegou a 80% de inibi¢do na concentragdo 25 pg/mL, enquanto a

Nistatina teve seu maximo em 75% na concentragdo 1,56 ug/mL (Figura 15).
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Figura 14: Atividade inibitoria isolada de Nistatina e Itraconazol contra biofilme de C. krusei.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como houve uma menor atividade por parte dos peptideos, conseguimos evidenciar
sinergismo ao combind-los com os antifungicos. Para o Itraconazol, podemos evidenciar
melhorias da atividade principalmente nos tratamentos em que ha menor quantidade de
antifungico e maior quantidade de peptideo, como os tratamentos 10 (0,09ug/mL de
antifungico + 12,5 pg/mL de peptideo), 11 (0,04png/mL de antifingico +25 pg/mL de peptideo)
e 12 (0,02pg/mL de antiftingico +50 ug/mL de peptideo) do Pep 2, que conseguimos observar
um aumento de 10% de potencial inibitdrio. O mesmo pode ser observado para o Pep 3 e Pep 4
em que hd um ganho substancial de atividade ao longo de todos os tratamentos, chegando a
90% de potencial inibitdrio nos tratamentos 5 a 12 da combinacdo de Pep 4 com Itraconazol

(Figura 16).
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Figura 15: Atividade inibitoria combinada dos peptideos combinado com Intraconazol contra biofilme de

C. krusei.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao contrario do que ocorreu em C. albicans, em C. krusei ndo parece haver efeitos
antagénicos entre a Nistatina e os peptideos. Conseguimos observar o mesmo padrao
observado com o Itraconazol, em que o ganho de atividade ¢ maior nas combinagdes onde ha
maior quantidade de peptideo e menor quantidade de antifungico. Assim como com o
Itraconazol, o Pep 4 foi o que apresentou maiores ganhos de atividade quando combinado com

a Nistatina, chegando a 85% de inibig¢ao no tratamento 10 (Figura 16).
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Figura 16: Atividade inibitoria combinada dos peptideos e Nistatina contra biofilme de C.

krusei.
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Itraconazol e Nistatina contra C. krusei.

Também houve uma maior resisténcia a reducdo da biomassa do biofilme em C.
krusei. Entre os peptideos, apenas o Pep 1 e o Pep 2 apresentaram uma atividade consistente ao
longo das diferentes concentragdes, mais uma vez, foi observado maior potencial redutor nas
menores concentracdes dos peptideos. O Pep 1 chegou a atingir 35% de reducdo na
concentragdo de 0,09bug/mL e o Pep 2 chegando a 45% de reducdo de biofilme na

concentragdo de 0,04pug/mL. Pep 3 e Pep 4 ndo apresentaram nenhuma atividade nas
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concentragdes mais elevadas, mas na concentracdo 0,19ug/mL Pep 3 chegou a 80% de reducao

e Pep 4 chegou a 35% de redugdo na concentracao 0,02ug/mL (Figura 17).

Figura 17: Atividade de redu¢do da biomassa de biofilme de C. krusei dos peptideos isolados.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os antifungicos também tiveram uma menor atividade de redugdo da biomassa do
biofilme em C. krusei. A Nistatina apresentou uma queda de 20% de atividade, quando
comparado a C. albicans tendo seu melhor desempenho na concentragdo 0,19ug/mL, em que
apresentou 60% reducdo da biomassa. O mesmo aconteceu com o Itraconazol que teve como

melhor desempenho 65% na concentracao 0,09 ug/mL (Figura 18).
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Figura 18: Atividade de reducdo da biomassa de biofilme de C. krusei dos fairmacos

1solados Itraconazol e Nistatina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao combinar os peptideos com a Nistatina para analise da reducao da biomassa de
biofilme de C. krusei, percebemos mais uma vez um efeito antagdnico entre os agentes. Os
tratamentos combinando Nistatina com os Peps 1 e 2 ndo apresentaram nenhuma redu¢do do
biofilme, j4 os que a combinaram com os Peps 3 e 4 apresentaram uma atividade redutora

menor do que os tratamentos isolados (Figura 19).

Figura 19: Atividade redutora combinada dos Pep 3 e 4 e Nistatina contra biofilme de C.krusei.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A combinagdo com o Itraconazol para reducdo da biomassa de biofilme também
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nao foi favoravel. Dos quatro peptideos, apenas o Pep 4 apresentou alguma atividade, mas
ainda menor do que a atividade dos dois agentes isolados, o que inviabiliza a possibilidade de
algum sinergismo e evidencia um possivel efeito antagénico entre os agentes usados (Figura
20).

Figura 20: Atividade redutora combinada do Pep 4 e Itraconazol contra biofilme de C.krusei.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados apresentados mostram que hé sinergismo entre os peptideos e os
antifngicos testados apenas para a inibi¢ao do crescimento do biofilme em C.krusei. No
entanto, podemos observar que ha uma boa atividade isolada dos Peptideos, que ndo haviam
sido testados ainda, contra ambos os microrganismos analisados, o que os colocam como
moléculas a serem estudadas mais a fundo como alternativas ao combate a resisténcia
microbiana.

Outra descoberta pertinente ¢ manuten¢do da atividade esperada mesmo quando
diminuimos as concentra¢des dos tratamentos, o que pode ajudar a reduzir o problema dos
efeitos colaterais ao hospedeiro tanto dos antifingicos quanto dos peptideos. Outro ponto a ser
considerado ¢ o efeito antagonico apresentado entre os peptideos e a Nistatina em que houve
uma reducdo do potencial anti-biofilme quando esses dois agentes foram combinados.

Além disso, quando comparamos a atividade isolada dos peptideos testados
podemos ver um alto potencial de inibi¢ao e reducdo, principalmente quando comparamos com
outros peptideos que vem sendo testados em outros trabalho, por exemplo o Mo-CBP3PEP I e
o Mo-CBP3PEP III, ambos apresentaram, respectivamente, 60% e 40%, de atividade para

reducdo de biomassa de biofilme de Candida albicans enquanto todos os nossos Peps
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apresentaram 80% de redugdo ( Tabela 2). Para inibi¢do da formacdo, nossos peps também

tiveram maior atividade quando comparados a Pep-GATT e Pep- KAA(Tabela 2)

Tabela 2 — Comparacdo dos Peptideos testados com outros peptideos de interesse e drogas

comerciais

Atividade antibiofilme - Candida albicans

Peptideos Inibicdo da formacédo [Reducao da formacao
PepGAT 10% 0%
PepKAA 20% 0%

Mo-CBP3PEPI 0% 60%
Mo-CBP3PEPIII 0% 40%
Pep 1 80% 80%
Pep 2 60% 80%
Pep 3 80% 80%
Pep 4 60% 80%

Itraconazol 80% 80%

Nistatina 80% 80%

Fonte: elaborado pelo autor, dados retirados de (Bezerra et al., 2022)

5. Conclusao

O presente trabalho revelou o efeito de quatro peptideos antimicrobianos sintéticos contra

os biofilmes de C. albicans e C. krusei, em combinacdo com os antifingicos Nistatina e

Itraconazol, para observar um possivel efeito sinérgico entre as moléculas. Os resultados

obtidos corroboram o sinergismo entre as duas moléculas em certas combinagdes para a

inibicdo do crescimento de C. krusei, o que veio a reduzir a quantidade necessaria de

antibidtico e de peptideo necessarias para a obtencdo da atividade antibiofilme. O ensaio

antibiofilme revelou que todos peptideos testados apresentam efeito isolado na inibi¢do da

formacdo e na redugdo da biomassa de biofilme tanto de C. krusei quanto de C. albicans.

Também foi observado um efeito antagénico entre os peptideos e a Nistatina, levando a

reducdo do potencial anti-biofilme. No entanto, ndo foi observada grandes interferéncias com
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o Itraconazol, o que pode indicar uma possibilidade de tratamento combinado, mesmo que sem
ganho adicional de atividade, mas com o fim de reduzir a quantidade de cada um dos agentes

utilizados.
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