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RESUMO 

 

A crotalicidina (Ctn), uma catelicidina de 34-resíduos isolada de cascavel da América do Sul, 

e o seu fragmento (Ctn[15-34]) demonstraram previamente atividades antimicrobiana contra 

bactérias Gram negativas e citotóxica contra células tumorais. A extensão de tais efeitos tem 

sido relacionada com suas características físico-químicas, como a forma helicoidal e 

hidrofobicidade. O presente trabalho teve o objetivo geral de avaliar a atividade antifúngica 

do Ctn e seus fragmentos (Ctn[1-14] e Ctn[15-34]) e caracterizar os possíveis mecanismos de 

ação dos peptídeos contra Candida albicans. Determinação de Concentração inibitória 

mínima (CIM) e ensaios de viabilidade celular por ensaios de luminescência foram utilizados 

para avaliar a ação do Ctn e seus fragmentos (Ctn[1-14] e Ctn[15-34]) como agentes 

antifúngicos contra cepas clínicas de leveduras oportunistas e dermatófitos. A citotoxicidade 

em relação a células eucarióticas foi avaliada in vitro com células renais da linhagem HK-2 e 

eritrócitos. Ctn foi o peptídeo mais ativo contra dermatófitos e também o mais tóxico para 

células eucarióticas saudáveis. Os fragmentos Ctn[1-14] e Ctn [15-34] não demonstraram 

atividade contra dermatófitos, mas foram ativos contra leveduras patogênicas, incluindo 

várias espécies de Candida sp. e Cryptococcus laurentii, com CIMs de até 5µm. É 

interessante notar que os dois fragmentos peptídicos foram menos citotóxicos para as células 

HK-2 e menos hemolíticos para os eritrócitos humanos do que a Anfotericina B (ANF). A 

técnica checkerboard foi realizada para estimar os efeitos da combinação dos peptídeos com 

ANF frente a cepas de C. albicans. Foi observado o efeito sinérgico entre as crotalicidinas e a 

ANF, com a consequente redução nas CIM de ambos, fármaco e peptídeos. De modo geral, o 

fragmento Ctn[15-34] apresentou as menores CIMs contra as diferentes espécies de Candida, 

e baixa citotoxicidade contra células eucariotas. Para caracterizar a atividade anti-Candida do 

Ctn[15-34] foram realizados ensaios para determinar atividade fosfolipásica, a curva do 

tempo de morte, e técnicas de citometria de fluxo. O dano à membrana plasmática foi 

estimado com base na quantidade de produto gerada pela atividade fosfolipásica após 

tratamento do lípido 4N3OBA (substrato) com Ctn[15-34]; a 10 μM pode ser observado um 

grande aumento na atividade fosfolipásica em comparação com os lipídeos não tratados, e 

tratados com 5 μM. A análise das curvas de tempo de morte das células tratadas com Ctn[15-

34] e AMB, mostrou que eles não reduziram o número de UFCs da mesma forma, sugerindo 

que Ctn[15-34] e AMB poderiam ter diferentes mecanismos de ação contra C .albicans. 

Ctn[15-34] promoveu rompimento da membrana celular, assim como outros peptídeos 
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antimicrobianos (PAMs), em leveduras. Além disso, a via de morte celular da C. albicans 

detectada por citometria após o tratamento com peptídeo foi a necrose, o que confirmou ainda 

mais a capacidade de dano da membrana celular por Ctn[15-34]. Juntos, Ctn e seus 

fragmentos são promissores para o tratamento de doenças fúngicas, e o Ctn[15-34] é um 

candidato muito valioso para o futuro desenvolvimento de um peptídeo antifúngico, que pode 

ser aplicado sozinho ou em combinação com um antibiótico padrão como a AMB. 

 

Palavras-chave: Peptídeo antifúngico. Peptídeo Antimicrobiano (PAM). Candida albicans. 

Necrose. Citometria de fluxo. 
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ABSTRACT 

 

Crotalicidin (Ctn), a 34-residue cathelicidin from a South American rattlesnake, and its 

fragment (Ctn[15–34]) have shown anti-infective and cytotoxic activities against Gram-

negative bacteria and certain tumor lines, respectively. The extent of such effects has been 

related to physicochemical characteristics such as helicity and hydrophobicity. We now report 

the anti-fungal activity of Ctn and its fragments (Ctn[1–14]) and (Ctn[15–34]) And 

characterize the possible mechanisms of action of peptides against Candida albicans.MIC 

determination and luminescent cell viability assays were used to evaluate the anti-infective 

activity of Ctn and its fragments (Ctn[1–14]) and (Ctn[15–34]) as anti-fungal agents against 

opportunistic yeast and dermatophytes. Cytotoxicity towards healthy eukaryotic cells was 

assessed in vitro with healthy human kidney-2 (HK-2) cells and erythrocytes. Fragments 

Ctn[1–14] and Ctn[15–34] lost activity against dermatophytes, but became more active 

against pathogenic yeasts, including several Candida species and Cryptococcus laurentii, with 

MICs as low as 5 μM. Interestingly, the two peptide fragments were less cytotoxic to healthy 

HK-2 cells and less hemolytic to human erythrocytes than the standard-of-care amphotericin 

B (AMB).The checkerboard technique was performed to estimate the effects of combining 

either one of the peptides with AMB against C. albicans strains, and it was the synergy 

between Ctn peptides and AMB, with consequent reduction in MICs of both drug and 

peptides. In general, the Ctn[15-34] presented the smallest MICs against the different 

Candida species, and low cytotoxicity against eukaryotic cells. To characterize the anti-

Candida activity of Ctn[15-34] were performed the phospholipase activity assay, time killing 

assay, and flow cytometry techniques.The plasmatic membrane damage was roughly 

estimated based on the amount of product generated by phospholipase activity after treatment 

of 4N3OBA lipid (substrate) with Ctn[15-34];  At 10 μM a big increase in phospholipase 

activity could be noticed compared to non-treated and treated lipids at 5µM. Analysis of the 

time killing assays of cells treated with Ctn [15-34] and AMB, showed that they did not 

reduce the number of CFUs in the same fashion, which suggested that Ctn[15-34] and AMB 

could have different mechanisms of action against C.albicans. Ctn[15-34] alone promoted cell 

membrane disruption, like other AMPs, in yeasts. Moreover, the C. albicans cell death 

pathway detected after the peptide treatment was necrosis, which further confirmed cell 

membrane damage capacity by Ctn[15-34].Together, Ctn and its fragments are promising for 

the treatment of fungal diseases, and the Ctn [15-34] is a most valuable candidate for further 
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development as an antifungal therapeutic peptide lead, particularly against yeast infections 

where it could be usedfully applied either alone or in combination with a standard antibiotic 

such as AMB. 

 

Keywords: Antifungal peptide. Antimicrobial peptide (AMP). Candida albicans. Necrosis. 

Flow cytometry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As micoses são causadas por fungos patogênicos que invadem os tecidos de um 

hospedeiro sadio ou por fungos oportunistas que invadem os tecidos de indivíduos 

imunocomprometidos. Dentre as micoses, as candidemias e outras formas de candidíase 

invasiva são inquestionavelmente as mais prevalentes entre as micoses invasoras em todo o 

mundo. As diferentes espécies de Candida pertencem à microbiota normal da mucosa da 

cavidade oral, trato gastrointestinal e vagina, e são responsáveis por várias manifestações 

clínicas mucocutâneas e sistêmicas (CALDERONE; CLANCY, 2012)  

A patogenicidade das espécies de Candida é atribuída diversas características tais 

como adesão e formação de biofilme em tecidos do hospedeiro e dispositivos médicos, bem 

como à produção de enzimas (proteases, fosfolipases, hemolisinas) e outros fatores de 

virulência que permitem ao fungo evadir as defesas do hospedeiro (NAGLIK; 

RICHARDSON, 2014).  

O risco de candidíase é aumentado por fatores predisponentes tais como doenças 

imunossupressoras, transfusões sanguíneas ou transplante de órgãos, o uso de antibióticos de 

amplo espectro ou corticosteroides, intervenções invasivas, quimioterapia agressiva, nutrição 

parenteral, próteses contaminadas. A situação é agravada pelos inúmeros problemas 

enfrentados durante o tratamento com os fármacos disponíveis atualmente.  O rápido 

desenvolvimento de resistência das cepas de Candida contra muitos antifúngicos utilizados, 

principalmente aos derivados azólicos, compromete seriamente as terapias antifúngicas. 

Anfotericina B (AMB), que é o principal fármaco utilizado no tratamento de candidíases 

sistêmicas, também esta causando lentamente resistência em algumas espécies de Candida, 

apresenta diversos efeitos secundários indesejáveis associados à sua utilização, incluindo a 

nefrotoxicidade (LANIADO-(LABORIN; VARGAS, 2009). Portanto, a descoberta e o 

desenvolvimento de novos anti-fúngicos é uma necessidade premente e urgente 

(PASQUALOTTO; DENNING; 2008) 

Aplicação terapêutica prospectiva de peptídeos antimicrobianos (PAMs) tem 

recebido muita atenção recentemente, devido à seu amplo espectro de atividade e menor 

probabilidade de indução de resistência (GIULIANI; PIRRI; NICOLETTO, 2007). Os PAMs 

são produtos codificados por genes produzidos pelas células plantas e animais e atuam como 

uma primeira linha de defesa contra patógenos. Também chamados peptídeos de defesa do 
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hospedeiro, seu mecanismo primário de ação é a desestabilização das membranas de 

patógenos, após interação eletrostática entre o peptídeo catiônico e componentes aniônicos de 

membrana e parede de célula, tais como fosfolípidos, ácidos teicoicos e lipopolissacarídeos 

em bactérias (MALANOVIC; LOHNER, 2016) e manoproteínas ou enzimas ligadas à 

membrana tais como p-glucano e quitina sintases em fungos (SONESSON et al.,2006) 

 As catelicidinas, tal como outros péptidos antimicrobianos, exibem atividades 

antimicrobianas contra um amplo espectro de micróbios, incluindo bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, vírus e fungos (GIULIANI; RINALDI, 2011). Recentemente, os precursores 

de catelicidinas das glândulas de veneno de viperídeos da América do Sul foram estudados e 

reportados. Estes precursores codificam sequencias maduras, tipo catelicidina, denominadas 

coletivamente de vipericidinas. Considerando o perfil antimicrobiano, antitumoral e citotóxico 

apresentado pelas vipericidinas é possível sugerir que elas são um modelo promissor para o 

desenvolvimento de fármacos de largo espectro a partir de peptídeos. Em face dessas 

considerações e diante da necessidade de encontrar uma alternativa terapêutica para o 

tratamento de Candidíases neste estudo avaliou-se os perfis de atividade antifúngica, e realizar 

os primeiros ensaios para determinar o mecanismo de ação desses peptídeos frente a cepas de 

Candida sp.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA E JUSTIFICATIVA 

 

A seguir será apresentada uma revisão da literatura com maiores detalhes sobre 

todos os aspectos previamente citados na Introdução. No que se refere às Candidíases 

invasivas (CIs), serão abordados os fatores de risco da ocorrência dessas infecções, as 

principais espécies envolvidas, virulência e patogenicidade da Candida albicans, e principais 

desafios terapêuticos do tratamento das CIs. Em seguida serão apresentados os peptídeos 

antimicrobianos, suas características físico-químicas, os principais modelos aceitos sobre os 

mecanismos de ação. A revisão será finalizada com a origem e caracterização da molécula de 

estudo, o Ctn[15-34].   

 

2.1 Candidíases invasivas 

 

Nas últimas décadas, houve um aumento significativo na incidência de infecções 

fúngicas em seres humanos, especialmente a partir de 1980 devido ao grande número de 

pacientes imunocomprometidos reconhecidos como grupo de risco para essas infecções 

(transplantados, diabéticos, HIV positivos, entre outros) (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).  De 

modo que inúmeras espécies fúngicas oportunistas começaram a ser relatadas com mais 

frequência como agentes patogênicos. Dos fungos mais frequentemente isolados desse tipo de 

infecções estão as espécies de Candida como os principais agentes etiológicos envolvidos 

(COLOMBO et al., 2007; SILVA et al., 2012). 

 As candidíases abrangem uma ampla gama de doenças desde manifestações 

clínicas mais superficiais e mais leves como a candidíase esofágica ou orofaríngea para 

infecções graves, incluindo infecções sanguíneas e candidíase disseminada, enquanto a 

descrição de candidíase invasiva abrange doenças graves como a candidemia, endocardite, 

infecções disseminadas, infecções do sistema nervoso central, endoftalmite e osteomielite. 

Apesar dos avanços alcançados no diagnóstico e tratamento da candidíase, a infecção ainda 

causa altas taxas de mortalidade (GUDLAUGSSON et al., 2003; PAPPAS, 2006).  
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2.1.1 Fatores de riscos das Candidíases invasivas (CIs) 

O aumento na incidência de infecções fúngicas geralmente está associado ao 

crescente uso de dispositivos médicos, como implantes, próteses e cateteres, bem como o 

excessivo uso de agentes antimicrobianos, ao envelhecimento da população e ao aparecimento 

cada vez maior de pacientes imunocomprometidos (HENRIQUE; NEGRI; SILVA, 2012). 

No que se refere especificamemte aos fatores de risco para CI, estes podem ser 

divididos em dois grupos: fatores relacionados ao hospedeiro e fatores associados aos 

cuidados intensivos durante internação hospitalar, incluindo, entre outros, o uso de cateter, a 

nutrição parenteral, intervenções cirúrgicas e uso de antimicrobianos por longos períodos.  

Os principais fatores relacionados ao hospedeiro são as doenças 

imunossupressoras, a neutropenia, a idade e a debilidade da condição clínica geral devido a 

doenças pré-existentes, como tumores e neoplasias malignas hematológicas, insuficiência 

renal crônica, ocorrência de candidemias prévias (BOUZA; MUÑOZ, 2008; PLAYFORD et 

al., 2008). 

Os riscos associados aos cuidados de saúde mais comuns são a permanência 

prolongada no hospital ou na UTI (PFALLER; DIEKEMA, 2007). Fatores de risco 

Associadas à longa internação na UTI incluem intervenções invasivas e colonização. 

Diferentes estudos relacionam os pacientes hospitalizados em UTI à incidência de 

candidemias, e tem por objetivo determinar os fatores de riscos para esse acometimento. 

Alguns destes estudos confirmam como fatores de risco para candidemia por IC: presença de 

cateteres venosos centrais, intervenções cirúrgicas, ventilação mecânica, tratamento 

antibiótico previamente recebido, transplante de órgãos, transfusões sanguineas, uso de 

antibióticos de largo espectro ou corticosteróides, intervenções invasivas, quimioterapia 

agressiva, alimentação parenteral e prótese interna aumentam o risco de candidíase (PAPPAS, 

2006; LEROY et al., 2009). 

A colonização de Candida é um fator de risco, cuja importância foi percebida nos 

últimos anos. De acordo com vários estudos, esse fator de risco para o desenvolvimento de 

CIs está mais relacionado à presença ou ausência de colonização do que ao número de regiões 

colonizadas. No entanto, a detecção de colonização em qualquer parte do corpo é apenas um 

fator de risco, não uma doença, e o tratamento não deve ser iniciado. Por outro lado, a falta de 

colonização de Candida é um forte indicador a favor da exclusão do diagnóstico de CI 

(CHARLES et al.,2005; YAPAR, 2014). 
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O aumento do número de casos de CI causados por espécies de Candida não-

albicans tem exigido uma reavaliação dos mais atenta dos fatores de risco a fim de tentar 

correlaciona-los com a mudança no perfil de incidência das espécies de Candida. De modo 

que alguns estudos identificaram o uso de glicocorticóides, a presença de cateteres venosos 

centrais e a candidúria como fatores de risco independentes para infecções devidas a espécies 

não albicans (DIMOPOULOS et al., 2008), além desses fatores, o tratamento prolongado com 

fluconazol (CHOW et al., 2008), cirurgias do trato gastrointestinal, uso de drogas 

intravenosas também têm sido relatados (BOUZA; MUÑOZ, 2008).  

 

2.1.2 Principais agentes de candidíases invasivas 

Sabe-se que mais 150 espécies de Candida estão presentes na microbiota normal 

do corpo humano e de animais (SARDI et al., 2013). Dentre estas, somente 15 espécies são 

comumente isoladas e identificadas como agentes infeciosos patogênicos em humanos e 

animais. São elas: Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida 

parapsilosis, Candida krusei, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida 

dubliniensis, Candida pelliculosa, Candida kefyr, Candida lipolytica, Candida famata, 

Candida inconspicua, Candida rugosa, e Candida norvegensis. Embora a frequência com que 

são isoladas varie bastante, diferentes estudos nos ultimos 20 anos tem mostrado que em 95% 

dos casos de candidíases os patógenos envolvidos são C. albicans, C. glabrata, C. 

parapsilosis, C. tropicalis, e C. krusei (DIEKEMA et al., 2012; LEWIS, 2009). 

Apesar de C. albicans ser a espécie mais isolada nos casos de candidíases, 

espécies de Candida não-albicans estão emergindo como a segunda ou terceira maior causa 

de candidemia principalmente em crianças (JUYAL et al., 2013; RUAN et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2014; KUAFFMAN, MARR; THORNER, 2014).  

Uma revisão sobre a distribuição de espécies de Candida causadoras de CI nos 

países da América Latina mostra que C. albicans é a espécie mais comumente encontrada. O 

segundo agente infeccioso mais comum é a C. parapsilosis em muitos países, afetando 

principalmente neonatos ou pacientes com cateter venoso hospitalizados em UTI. A 

incidência de C. parapsilosis aumentou dramaticamente, evidenciada pelos relatos que a 

indicam como a segunda mais comumente isolada espécie de Candida de hemoculturas 

(PFALLER et al., 2001; MUJICA et al., 2004) e, em alguns países europeus (PFALLER et 
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al., 2001), Ásia (NAKAMURA; TAKAHASHI, 2006), e hospitais sul-americanos 

(MEDRANO et al., 2006), C. parapsilosis supera até mesmo C. albicans. 

Mesmo com o aumento da incidência de outras espécies de Candida associadas a 

candidíases invasivas, a maioria dos estudos mostra que cepas de C. albicans constituem pelo 

menos 60% das espécies de Candida isoladas em amostras clínicas (COUTO; CARLOS; 

MACHADO, 2011). Em humanos, a C. albicans geralmente coloniza algumas regiões, 

incluindo a pele, a orofaringe, o trato respiratório inferior, o trato gastrointestinal e o sistema 

geniturinário (SARDI et al., 2013). Seus aspectos patogênicos e fatores de virulência têm sido 

amplamente estudados no intuito de estabelecer métodos profiláticos e terapêuticos para essas 

infecções, e serão apresentados a seguir.   

 

2.1.3 Aspectos patogênicos e fatores de virulência da C. albicans 

A Candida é fungo comensal que habita vários nichos do corpo humano, incluindo a 

cavidade bucal, trato gastrintestinal, vagina e pele de indivíduos sadios, sendo considerado 

também o mais freqüente patógeno fúngico isolado de sítios clínicos (SENEVIRATNE; 

SAMARANAYAKE, 2008). A transição do inócuo comensal ao parasita depende de alguns 

fatores.  A capacidade das candidas de provocar uma infecção no organismo está relacionada, 

além das condições do próprio hospedeiro, com sua virulência (GIOLO, SVIDZINSKI, 2010; 

SARDI et al., 2013). 

Nos que se refere especificamente a C. albicans os seus fatores de virulência incluem 

o polimorfismo, a expressão de adesinas e invasinas na superfície celular, a formação de 

biofilmes, secreção de enzimas hidrolíticas, alto poder de adaptação a oscilações de pH 

(ARENDRUP et al, 2013; MAYER et al., 2013). 

C. albicans é um fungo polimórfico que pode crescer como levedura em forma ovóide, 

hifas verdadeiras ou ainda assumir a forma de pseudohifa (em que as células são alongadas e 

se encontram agrupadas) (POIKONEN et al., 2010). A transição entre as formas de 

crescimento de leveduras e hifas é denominado dimorfismo e é importante fator de 

patogenicidade (JACOBSEN et al., 2012). Isso porque a forma de hifa é mais invasiva que a 

forma leveduriforme (BERMAN; SUDBERY, 2002). Acredita-se, que a forma de levedura 

esta envolvida na disseminação da C. albicans no hospedeiro (SAVILLE et al., 2002) 

enquanto as hifas possuem proteínas específicas que atuam nos processos de adesão e invasão 
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da Candida ao epitélio da mucosa. Entre as proteínas associadas a hifas destacam-se a 

proteína de parede da hifa Hwp1p e a proteína Als3p - sequência tipo aglutinina (agglutinin-

like sequence), que são consideradas fatores de virulência que promovem a adesão e invasão 

do epitélio da mucosa (ZHU; FILLER, 2010). Mutantes que são incapazes de formar hifas sob 

condições in vitro são geralmente atenuados na virulência. Além disso, já foi demonstrado 

que a expressão do gene da ALS3 é aumentada durante a infecção de células da mucosa oral 

in vitro e também durante a invasão da mucosa vaginal in vivo (ZAKIKHANY et al., 2007; 

NAGLIK et al., 2011; WÄCHTLER et al., 2011).  

Outras proteínas atuam em conjunto com as Hwp1p e Als3p contribuindo com a 

adesão. Estas incluem proteínas ligadas a GPI (Eap1, Iff4 e Ecm33), proteínas não covalentes 

associadas à parede (Mp65, B-glucanase e Phr1, uma β-1,3 glucanosil transferase), proteases 

associadas à superfície celular (Sap9 e Sap10) e proteína de superfície integrin-like Int1 

(ZHU; FILLER, 2010; NAGLIK et al., 2014). C. albicans pode utilizar dois mecanismos para 

invadir os epitélios das mucosas: por endocitose mediada pela Als3p e outras adesinas de 

superfície, ou penetração ativa mediada por mecanismos moleculares ainda indefinidos 

(DALLE et al., 2010).  

Além da ALS3 outras adesinas da mesma família (Als1-7 e Als9). medeiam a 

aderência a entre células de C. albicans e outros microorganismos, superfícies abióticas e 

células hospedeiras (GARCIA et al., 2011; VERSTREPEN; KLIS, 2006) e juntamente com a 

Hwp1p demonstraram contribuir para a formação de biofilmes. Cateteres, dentaduras e 

superfícies de células mucosas são os substratos mais comuns (FANNING; MITCHELL, 

2012). Os biofilmes maduros são muito mais resistentes agentes antimicrobianos e a fatores 

imunológicos do hospedeiro (FINKEL; MITCHELL, 2011). Os fatores considerados 

responsáveis pela maior resistência dos biofilmes incluem sua arquitetura complexa, e a 

expressão aumentada de bombas de efluxo de fármacos (UPPULURI et al., 2010). A principal 

proteína de choque térmico Hsp90 foi recentemente identificada como uma regulador chave 

da dispersão em biofilmes de C. albicans bem como associada aos mecanismos de resistência 

aos antifúngicos (ROBBINS et al., 2011). 

Após adesão aos epitélios, as hifas de C. albicans podem secretar hidrolases, que têm 

sido relacionadas com os processos de penetração ativa das células à mucosa. Além disso, 

estudos indicam que as hidrolases secretadas também atuam para aumentar a eficiência da 
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aquisição de nutrientes extracelulares (NAGLIK; CHALLACOMBE; HUBE, 2003). As 

hidrolases secretadas por C. albicans, são: as proteases, fosfolipases e lipases. 

Um vez dentro do hospedeiro, a C. albicans deve ser capaz de se adaptar às mudanças 

de pH. O pH do sangue humano e tecidos é ligeiramente alcalino (pH 7,4), enquanto o pH do 

sistema digestivo varia de ácido muito ácido (pH 2) a levemente ácido (pH 8), o pH da vagina 

é em torno de pH 4. Os pH neutro e alcalinos pode causar estresse grave à C. albicans, 

incluindo mau funcionamento de proteínas sensíveis ao pH e diminuição da aquisição de 

nutrientes (DAVIS, 2009) 

Além disso, essa espécie possui alta flexibilidade metabólica, potente sistema de 

aquisição de nutrientes e mecanismos robustos de resposta aos mecanismos imunológicos do 

hospedeiro (NICHOLLS et al., 2011). Compreender os mecanismos de patogenicidade que C. 

albicans utiliza durante a infecção é crucial para o desenvolvimento de novos fármacos 

antifúngicos e diagnósticos.  

 

2.1.4 Principais desafios terapêuticos das Candidíases 

A resistência a drogas de patógenos humanos e animais é um dos casos mais bem 

documentados de evolução biológica e um sério problema tanto em países desenvolvidos 

como em desenvolvimento (DUARTE, 2006). Diversos são os relatos de cepas de Candida 

sp, isoladas de humanos, resistentes, in vivo e in vitro, a fármacos antifúngicos, 

principalmente a derivados azólicos, e dentre estes, ao fluconazol, sendo as espécies C. 

albicans, C. krusei e C. glabrata as mais citadas (SANGLARD; ODSS, 2002; POSTERARO 

et al., 2006; KALKANCI et al., 2007).  Alguns estudos avaliando cepas de C. albicans e C. 

tropicalis, oriundas de animais, também demonstraram resistência, in vitro, a fluconazol, 

cetoconazol e itraconazol (OZAWA et al., 2005; BRITO et al., 2007).  

A presença de resistência em cepas de Candida geralmente esta associada não apenas 

a um, mas a vários fatores que atuam ao mesmo tempo, resultando na expressão da 

característica de resistência. Entre as causas descritas para o fenômeno da resistência 

apresentada por essas cepas estão: pontos de mutação em genes, redução da permeabilidade 

da membrana e exposição contínua a antifúngicos (PEREA et al., 2001; SANGLARD; ODSS, 

2002; CHONG et al., 2007). Com relação à resistência que certas cepas de Candida 

apresentam aos derivados azólicos, as principais causas citadas são pontos de mutação no 
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gene ERG11, responsável pela produção da enzima 14α-demethylase (VANDEPUTTE et al., 

2005), modificações no gene CDR, que codifica bombas de efluxo,  bem como redução da 

permeabilidade da membrana a tal grupo de fármacos (PEREA et al., 2001).  

O desenvolvimento de resistência aos derivados azólicos pode também decorrer da 

exposição prolongada da cepa fúngica a este grupo de drogas, fato este, já observado em 

cepas de C. albicans e comum em pacientes portadores de HIV. Comumente tais pacientes 

apresentam candidíase orofaringeal e são tratados com fluconazol oral, que, apesar de 

eficiente e pouco tóxico, acarreta aumento da incidência de resistência clínica, levando à 

infecção por cepas resistentes a este fármaco (MARTÍNEZ et al., 2002). Além disso, estudos 

apontam a correlação entre resistência de patógenos com infecções associadas aos cuidados 

com a saúde em hospitais (SIEVERT et al., 2013). 

A resistência clínica pode ocorrer por variados mecanismos, tais como: infecção por 

micro-organismo que apresenta resistência intrínseca; seleção de cepas resistentes, oriundas 

da pressão exercida pelo antifúngico; e desenvolvimento de resistência no microrganismo 

anteriormente sensível.  

Modificações na interação da droga com a enzima-alvo também são citadas como 

causa de resistência. Mutações desse gênero são descritas em cepas de C. albicans resistentes 

fluconazol (KAKEYA et al., 2000). ASAI et al. (1999) demonstram com seus resultados que 

este tipo de mutação acarreta não-perturbação da atividade da 14α-demetilase pelo 

antifúngico, permitindo a mutantes a capacidade de produzir ergosterol normalmente, o que é 

uma eficiente estratégia de resistência (VANDEN BOSSCHE et al., 2003).  

Além dos derivados azólicos, um dos antifúngicos utilizados como referência para 

o tratamento de infecções fúngicas é a anfotericina B, no entanto seu uso é restrito devido sua 

nefrotoxicidade. A disfunção renal pode ser reversível quando finalizada a terapia, no entanto 

podem ocorrer reduções permanentes na filtração glomerular.  Alguns dos efeitos colaterais 

que podem ocorrer durante a infusão da droga compreendem distúrbios gastrintestinais, febre, 

calafrios, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, reações alérgica e parada cardíaca (CASTRO et 

al., 2006).  

O mecanismo subjacente à lesão renal aguda induzida pela anfotericina B 

permanece mal compreendido, mas estudos indicam que pode ser uma toxicicidade 

imunomediada. Verificou-se que algumas interleucinas pro-inflamatórias apresentam alta 

titulação no sangue de pacientes tratados com anfotericina B (CHAI et al., 2013). 
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O uso de anfotericinas lipossomadas ou complexadas a fosfolipídeos, L- alfa-

dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e L-alfa- dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), vêm sendo 

propostas como alternativas menos tóxicas do que a anfotericina convencional. Entretanto, 

estudos demonstram que embora a toxicidade seja reduzida, após tratamento com as AMBs 

alternativas, observa-se que à curto prazo algumas alterações morfológicas nas células do 

túbulo proximal, e após o uso prolongado observa-se vacuolização, aumento de lisossomas 

nas células tubulares (MUTLUAY et al., 2012) 

Diante desse quadro a busca ativa por novos agentes antifúngicos têm sido um dos 

principais objetos pesquisas no mundo todo. Nesse contexto, os venenos animais constituem 

fontes valiosas de polipeptídios biologicamente ativos, que podem servir como modelos para 

o desenvolvimento de novas drogas ou serem usados como insumos diagnósticos (FOX; 

SERRANO, 2007). Anêmonas e caramujo marinhos, aranhas, serpentes, escorpiões, entre 

outros, secretam uma diversidade de moléculas, dentre as quais figuram algumas classes de 

peptídeos catiônicos ou anfipáticos, que são capazes de interagir e interferir com distintos 

alvos celulares (BIERREL et al., 2007; BRINGANS et al., 2008; ESTRADA et al., 2007; 

BECKER; TERLAU, 2008; KAMIYA et al., 2006). 

 

2.2 Peptídeos Antimicrobianos (PAMs) 

Antibióticos naturais são produzidos por organismos de diversos reinos e normalmente 

estocados em tecidos que estão constantemente em contato com patógenos. A produção 

desses compostos pode ser constitutiva ou estimulada pela presença de patógenos durante 

infecções (BECHINGER; LOHNER, 2006). Estas moléculas são em sua maioria de natureza 

peptídica, e constituem um sistema de defesa inato que funciona como barreira química contra 

a invasão de microorganismos patogênicos e complementa o sistema imune adaptativo 

mediado por células altamente específicas, funcionando assim como um sistema secundário 

de defesa de rápida ação (SHAI, 1999).  

Desta forma, os denominados peptídeos antimicrobianos (PAMs) são moléculas 

que fazem parte do sistema imune inato de vertebrados e invertebrados, possuindo um amplo 

espectro de atividades contra fungos, bactérias, vírus e parasitas. Vários peptídeos 

antimicrobianos já foram descritos em diversos grupos de eucariotos, tais como moluscos, 

insetos, crustáceos, plantas, anfíbios, peixes e mamíferos (BRANDENBURG et al., 2012; 

RIZZA et al., 2008; ROSA; BARRACCO, 2010). Os PAMs foram reconhecidos como uma 
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das moléculas mais antigas evolutivamente que têm sido eficazmente preservadas em 

mamíferos (MITTA et al., 2000; LI et al., 2012). 

      Os PAMs são moléculas gene-encoded, codificadas por genes simples e são 

sintetizadas como polipeptídeos nos ribossomos. Em geral os PAMs são peptídeos pequenos 

(30-60 aminoácidos), fortemente catiônicos, anfipáticos, estáveis ao calor (100 oC, 15 min), e 

resistentes à ação de outras drogas. A capacidade que os PAMs possuem de interagir com 

membranas celulares e, dessa forma, exibirem uma eficiente atividade antimicrobiana contra 

determinados agentes patogênicos, além do amplo espectro de atividades frente vários 

organismos é que tem motivado, nos últimos anos, um grande interesse em se estudar esse 

grupo de proteínas (KANG et al., 2014).  

 

2.2.1 Características físico-quimicas dos PAMs 

Os aminoácidos podem ser classificados como hidrofílicos ou hidrofóbicos, 

dependendo da carga e polaridade da sua cadeia lateral. Se o aminoácido é hidrofílico ou 

hidrofóbico determina o quanto ele ira interagir com outros aminoácidos e com outras 

estruturas. De modo que a sequencia dos aminoácidos que constituem cada PAM conferem a 

cada peptídeo um conjunto de um conjunto de características fisicoquímicas que são 

determinantes para a atividade biológica dessas moléculas. Entre elas: cationicidade; α-

helicidade; anfipaticidade; hidrofobicidade; e polaridade angular (POWERS; HANCOCK, 

2003; RÁDIS-BAPTISTA et al., 2008; YANMEI et al., 2012).  

A cationicidade é caracterizada por um elevado número de aminoácidos positivamente 

carregados distribuídos ao longo da face hidrofílica da hélice, e nos PAMs varia normalmente 

entre as cargas +2 a +9. A cationicidade é uma propriedade fundamental na seletividade dos 

PAMs propiciando a interação com fosfolipídios carregados negativamente. Por outro lado, 

estudos evidenciam que peptídeos fortemente catiônicos podem apresentar alta toxicidade, 

como a atividade hemolítica (DATHE; WIEPRECHT, 1999). 

A hidrofobicidade de um peptídeo é definida como a média de valores numéricos da 

hidrofobicidade de cada resíduo de aminoácido que constitui a cadeia polipeptídica e é uma 

medida da habilidade de um peptídeo mover-se de uma fase aquosa para uma fase hidrofóbica 

(ZHAO, 2003). Este parâmetro mede o grau de afinidade do peptídeo com as cadeias lipídicas 
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dos modelos de membranas por isso é um fator essencial para as interações entre os peptídeos 

e as membranas (YEAMAN et al., 2003).  

A medida do momento hidrofóbico está relacionado com a anfipaticidade dos 

peptídeos.  Na α-hélice anfipática ideal (o ângulo formado entre as cadeias laterais dos 

resíduos de aminoácidos está próximo de 100°) o momento hidrofóbico é representado pelo 

somatório dos vetores de hidrofobicidade de cada resíduo de aminoácidos perpendicular ao 

eixo da hélice, e pode ser usada na predição da atividade de peptídeos helicoidais em 

membranas (DATHE et al., 1999). 

A helicidade descreve a propensão do peptídeo à estruturação em hélice anfipática e é 

determinada pela magnitude do momento hidrofóbico, resultando em cadeias polares 

alinhadas em um domínio da hélice e resíduos hidrofóbicos dispostos no domínio oposto 

mantendo uma relação direta com o aumento do índice de momento hidrofóbico. 

 Já o ângulo polar é uma medida da proporção relativa entre os domínios polares e 

não-polares da α-hélice de um peptídeo. Quanto maior o índice de ângulo polar menor é a 

superfície hidrofóbica do peptídeo. Estudos mostram que este tipo de estruturação dos 

peptídeos antimicrobianos ocorre quando há interação destes com a membrana devido a 

alterações no momento hidrofóbico e no ângulo polar (CONLON et al., 2007).  

Determinar as características físico-químicas de um PAM é fundamental para 

compreender os mecanismos de interação destes com as diferentes membranas celulares. 

Além disso, esses aspectos são especialmente importantes para o desenvolvimento de 

análogos de peptídeos biologicamente ativos que podem ter suas atividades biológicas 

melhoradas através da deleção, adição e modificação racional da sequência de aminoácidos.  

Desta forma, os análogos peptídicos podem ter suas atividades, estabilidade e seletividade 

modificadas. Esse tipo de estudo, denominado relação-estrutura atividade (SAR), só pode ser 

desenvolvido a partir da síntese de peptídeos, seja ela química, enzimática ou via DNA 

recombinante. 

 

2.2.2 Mecanismo de ação dos PAMs 

Os PAMs apresentam propriedades multifuncionais sendo possível relacioná-los como 

agentes terapêuticos potenciais. Estudos in vitro mostram que esses peptídeos causam morte 

rápida, muitas vezes em minutos, de um amplo espectro de organismos patogênicos, como as 
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bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, os fungos, parasitas, vírus, além de sua ação 

contra células tumorais. A ação dessas moléculas sobre as células alvo variam desde a 

permeabilização da membrana até ações intracelulares, e atividades imuno-moduladoras 

(Figura1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Mecanismos de ação de peptídeos de defesa encontrados em mamíferos. Fonte: 

HANCOCK & SAHL, Nature Biothecnology, (2006).  
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2.2.2.1 Mecanismo de ação membranolíticos 

A interação dos peptídeos com as membranas resulta na formação de poros tipo 

'barrel-stave', 'carpet-like' ou 'toroidal', e essas interações ocorrem em todos os peptídeos 

antimicrobianos (EPAND; VOGEL, 1999; BRODGEN, 2005). A seguir serão apresentados 

estes modelos específicos, propostos para explicar a atividade membranolítica dos PAMs: 

a) Modelo de “Barrel-Stave”; 

Este modelo propõe a formação de poros transmembrana a partir das moléculas de 

peptídeo. Após a interação eletrostática entre o peptídeo e a membrana, as moléculas dos 

peptídeos se estruturam em α-hélice e se inserem através da bicamada lipídica, de modo que 

as regiões hidrofílicas do peptídeo formem a face interior do poro, permitindo o 

extravasamento de conteúdo citoplasmático. A etapa crítica na formação do poro é a inserção 

do monômero do peptídeo na membrana, pois sua estruturação transmembrânica é 

normalmente desfavorável energeticamente (SHAI, 2002). 

 

 

Figura 2. Modelo barril (Barrel-stave). Regiões hidrofílicas do peptídeos são mostrados em 

vermelho, e as regiões hidrofóbicas em azul. Fonte: BROGDEN, Nature (2005). 
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b) Modelo “Carpet-Like”  

Assim como nos demais modelos, o primeiro contato entre peptídeos e membrana é mediado 

por interação eletrostática. Após essa interação inicial, ocorre o alinhamento dos peptídeos de 

forma que os resíduos hidrofóbicos fiquem em contato com as cabeças dos fosfolipídios e 

reorientação dos peptídeos para o centro hidrofóbico da membrana. O resultado final é a 

desintegração da membrana em virtude da modificação da curvatura da mesma. Isso não 

exclui a formação de poros transientes antes da desintegração da membrana (SHAI, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo “carpet-like”. Regiões hidrofílicas dos peptídeos são mostradas em 

vermelho, e as regiões hidrofóbicas em azul. Fonte: BROGDEN, Nature (2005). 
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c) Modelo Toroidal  

Após interagir com a membrana, neste modelo os peptídeos penetram perpendicularmente na 

membrana e induzem as monocamadas lipídicas a dobrarem formando o poro de modo que o 

interior hidrofílico seja revestido pelas regiões hidrofóbicas dos peptídeos juntamente com as 

cabeças polares dos fosfolipídeos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Modelo Toroidal. Regiões hidrofílicas do peptídeos são mostrados em 

vermelho, e as regiões hidrofóbicas em azul. Fonte: BROGDEN, Nature (2005). 
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2.2.2.1 Mecanismos de ação não-membranolíticos 

Além dos mecanismos membranolíticos, os PAMs podem apresentar modelos de ação 

não-membranolíticos. Independentemente do mecanismo de ação, todos os peptídeos 

antimicrobianos interagem com a membrana nos primeiros instantes de contato. A interação 

com a membrana pode levar à formação de poros transitórios e transporte de peptídeos no 

interior da célula, colocando-os em contato com alvos intracelulares (MAROTI et al., 2011).  

Os PAMs podem ter múltiplos alvos intracelulares, e podem se ligar ao DNA, RNA e 

proteínas, inibindo, por exemplo, a síntese da parede celular e a citocinese em células 

bacterianas, inibição da síntese de outras proteínas e inibição da atividade enzimática 

(BROWN et al., 2006). 

Em mamíferos, onde além de apresentarem atividade antimicrobiana através do 

aumento da permeabilidade da membrana de agentes patogênicos, demonstram a capacidade 

para modular a resposta imunológica através de uma variedade de mecanismos. Ambas as 

funções são parte integrante do processo de imunidade inata de mamíferos, e que associadas 

resultam em um amplo espectro de ação contra agentes infecciosos. Esses peptídeos são 

chamados de host defense-peptídeos, quando atuam mais amplamente como moduladores 

imunológicos e chamados de peptídeos antimicrobianos catiônicos quando têm alta atividade 

antimicrobiana em condições fisiológicas (HANCOCK & SAHL, 2006).  

Existe uma enorme diversidade de sequências de PAMs, mas entre espécies 

relacionadas pode existir similaridade entre essas moléculas. tem-se argumentado que a 

imensa diversidade desses peptídeos é decorrente do seu papel antimicobiano, considerando 

os diferentes microrganismos patogênicos que enfrentam cada hospedeiro. Exemplos dessa 

variação entre as origens, estruturas, e mecanismo de ação, podem ser encontrados na Tabela 

1.  
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Tabela 1. Exemplos de PAMs, estruturas primárias, secundárias e modo de interação com a 

membrana. Rádis-Baptista, J. Braz. Chem. Soc., Vol. 19, No. 2, 211-225, 2008. 

 

Diante de tantos mecanismos de ação apresentados são relatadas várias perspectivas de 

uso dessas moléculas, tanto na indústria farmacêutica como seu uso como ferramenta 

biomolecular. 
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2.3 Catelicidinas 

Entre os PAMs encontrados em animais, as catelicidinas constituem um 

importante grupo de peptídeos host-defense do hospedeiro. As catelicidinas se destacam 

devido sua ampla distribuição entre as espécies, sendo encontradas em diferentes filos, desde 

o primitivo Hagfish até humanos, e amplo espectro de atividade antimicrobiana. 

(SCHWEIZER, 2009) 

 Todos os precursores de catelicidina partilham em comum uma pré-região 

conservada, na sua região N-terminal, que é composta pela sequência peptídica de sinal e pelo 

domínico catelina, um inibidor da catepsina-L (uma cisteína-protease). Localizadas na região 

C-terminal, as sequências peptídicas maduras são libertadas após clivagem por proteases, tais 

como elastase, e variam em comprimento e sequência, assumindo assim estruturas diversas. 

Como observado com outros peptídeos antimicrobianos, as catelicidinas têm um amplo 

espectro de atividade contra muitos tipos de microrganismos (ZHAO et al., 2008, WANG et 

al., 2008. Além disso, foi demonstrado que a sequencia madura da LL-37 (a mais bem 

documentada catelicidina humana) poderia ser clivada por proteases, e os fragmentos 

peptídicos menores obtidos preservaram as atividades antimicrobianas (IZADPANAH; 

GALLO, 2005). Estudos semelhantes sobre catelicidinas de outras espécies animais têm sido 

realizados utilizado recursos de bioinformática e síntese dos análogos peptídicos (WISHART , 

2005; CHEN et al., 2008). 
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Figura 5. (A) representação da catelicidina humana hCAP18, com a região do peptídeo LL37. 

(B)Fragmentos ativos de LL37. Adaptada de Dürr et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1758 

(2006) 
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2.3.1 Vipericidinas 

As PAMs relacionados com a catelicidina ou CRAMPs (cathelicidin related 

AMPs) também foram encontradas em venenos de serpentes asiáticas (FALCAO et al., 2014) 

1-2. Tal como outros PAMs, estes CRAMPs de repteis atuam sobre as membranas de bactérias 

gram-negativas (ZHOU et al., 2011) e células de melanoma em ratos (WANG et al., 2013).  

Seguindo a mesma abordagem, os precursores de catelicidinas das glândulas de 

veneno de serpentes da América do Sul foram estudados e reportados. Os novos peptídeos 

foram descobertos em veneno de serpentes da família Viperidae. Esses viperídeos são 

caracterizados pela presença de fosseta loreal e por sua dentição com grandes presas retráteis 

conectadas as glândulas de veneno, que podem ser utilizados como armas contra presas e 

predadores (HOSER, 2012).  

Estes precursores codificam sequencias maduras, semelhantes a catelicidina, 

denominadas coletivamente de vipericidinas (Catelicidinas de viperídeos), exibem boa 

atividade antibacteriana contra uma série de cepas bacterianas (Streptococcus pyogenes, 

Acinetobacter baumannii, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, e Pseudomonas aeruginosa), com baixa taxa de hemólise na 

concentração em que mostrou-se ativo, o que indicou a sua possível utilidade como estrutura 

modelo para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos (FALCÃO et al., 2014). De 

modo geral, o perfil antimicrobiano apresentado pelas vipericidinas sugere que elas são um 

modelo promissor para o desenvolvimento de fármacos de largo espectro a partir de 

peptídeos. 

Mais recentemente, uma dessas vipericidinas - a crotalicidina (Ctn), assim 

denominada por ser constituinte do veneno da serpente sul-americana Crotalus durissus 

terrificus - foi estrutural e funcionalmente dividida em dois fragmentos, Ctn [1-14] e Ctn [15 -

34] (FALCAO et al., 2015). Em conjunto, Ctn e seus fragmentos, são denominados 

crotalicidinas. As sequencias de aminoácidos e algumas características físico-químicas das 

crotalicidinas estão encontradas na Tabela2.
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Tabela 2. Estrutura primária e propriedades fisicoquímicas da crotalicidina e fragmentos. Adaptada de Falcão et al., J. Med. Chem, 2015. 

Peptide One-letter aminoacid sequencea Molecular 

massb 

Chargec Hydrophobicit

y, Hd 

Hydrophobic 

moment µH
d 

 

Ctn 

                     *        *                            *     *            

KRFKKFFKKVKKSVKKRLKKIFKKPMVIGVTIPF 

 

4151.38 

 

+16 

 

0.263 

 

0.440 

Ctn[1-14] KRFKKFFKKVKKSV 1797.31 +9 -0.012 0.763 

Ctn[15-34]                                        KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF 2371.11 +8 0.455 0.311 

 

a     Asterisk (∗) indicates elastase putative cleavage sites (http://web.expasy.org/peptide_cutter/). Peptides are C-terminal amides.  

b Determined by LC−MS. Theoretical mass, in parentheses, from http://www.innovagen.se/custom-peptide-synthesis/peptide-property-calculator/peptide-

propertycalculator.asp).  

c    At neutral pH, from http://www.innovagen.se/custom-peptide-synthesis/peptide-propertycalculator/peptide-property-calculator.asp).  

d   From http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/

http://www.innovagen.se/custom-peptide-synthesis/peptide-propertycalculator/peptide-property-calculator.asp
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Apesar de Ctn [1-14] ter mantido a estrutura a-helicoidal de Ctn, não apresentou 

toda a atividade antibacteriana e anticancerígena do peptídeo parental. Por outro lado, o 

fragmento Ctn [15-34], sem estrutura definida, além de preservar a atividade biológica do 

peptídeo parental, o Ctn, demonstrou uma toxicidade muito mais baixa para as células 

saudáveis do que a seqüência completa (Figura 6). 

 

Figura 6. Estrutura secundária da Crotalicidina (Ctn) e fragmentos Ctn[1−14] e Ctn[15−34]. 

Destaque para as atividades biológicas do Ctn[15−34]. Adaptada de Falcão et al. / J Med 

Chem (2015). 
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 2.4  Justificativa 

 

Diante do que foi exposto, observa-se que a grande incidência de infecções 

fúngicas por espécies de Candida juntamente com a resistência que estes microrganismos têm 

desenvolvido aos antifúngicos convencionais tem levado a uma busca por alternativas 

terapêuticas que possam oferecer condições de tratamento aos pacientes comprometidos. O 

uso de peptídeos antimicrobianos surge como fonte para a busca de novos compostos com 

atividade antifúngica, devido seu potencial farmacológico como agentes de amplo espectro, 

possuindo atividade frente um grande número de microrganismos multiresistentes a drogas. 

Diversos peptídeos têm sido isolados e sintetizados, incluindo as crotalicidinas. Em estudos 

preliminares, uma dessas crotalicidinas, o peptídeo Ctn[15-34] apresentou atividade 

significativa contra cepas de levedura. De modo geral, o perfil antimicrobiano apresentado 

pelas crotalicidinas sugere que elas são um modelo promissor para o desenvolvimento de 

fármacos de largo espectro a partir de peptídeos. No entanto, são necessários estudos que 

comprovem o perfil de atividade antifúngica frente diferentes espécies fúngicas, aspectos 

relativos à sua toxicidade, além de uma indicação dos mecanismos de ação pelos quais esse 

peptídeo age sobre essas cepas.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 Investigar o potencial antifúngico e mecanismo de ação de crotalicidinas, peptídeos 

derivados de uma catelicidina expressa nas glândulas de veneno de cascavéis. 

3.2 Objetivos Específicos 

 Sintetizar em fase sólida as crotalicidinas, Ctn e os fragmentos Ctn[1-14] e Ctn[15-

34], e seus derivados marcados com carboxifluorosceína;  

 Obter a CIM das crotalicidinas frente a cepas de leveduras oportunistas e dermatófitos;  

 Avaliar a viabilidade celular microbiana de leveduras oportunistas tratadas com as 

crotalicidinas; 

 Determinar a citotoxicidade, in vitro, das crotalicidinas em relação a células 

eucarióticas sadias;  

 Testar o efeito da associação das crotalicidinas com AMB frente cepas de C. albicans;  

 Avaliar a interação entre o fragmento Ctn[15-34] marcado com carboxifluoresceína e a  

C. albicans.  

 Investigar o mecanismo de morte celular de C. albicans induzido pelo Ctn[15-34].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS  
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4.1 Síntese, Purificação e Análise das crotalicidinas 

4.1.1 Síntese dos peptídeos em fase sólida  

A síntese automatizada das crotalicidinas, Ctn e os fragmentos Ctn[1-14] e Ctn[15-34] 

foi realizada o sintetizador de peptídeos ABI433 (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

usando a química de Fmoc, numa escala de síntese de 0.1 nmol (Fmoc-Rink-amide 

ChemMatrix resina). As cadeias laterais dos aminoácidos foram protegidas com os grupos 

tert-butyl (Glu, Ser, Thr, Tyr), NG-2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl (Arg), 

e trityl (Cys). Para o acoplamento, os aminoácidos (Fmoc-L-protegidos) estavam em excesso 

molar de oito vezes, e foi conduzido na presença de HBTU e DIEA 2xmolar, tendo o DMF 

como solvente. Antes do desacoplamento, os peptídeos Ctn[15-34] protegidos, preso à resina, 

foram transferidos para seringas individuais de poliestireno, contendo um filtro poroso e 

foram diretamente N-desprotegidos. Uma parte do Ctn[15-34] foi separado antes da  

desproteção de todos os grupos radicais, adicionou-se um 1,1 equivalente de FITC à resina e 

deixou-se durante a noite para completar o acoplamento usando DIC como agente acoplador.  

Em todos os casos, a N-desproteção completa foi conduzida com uma mistura de ácido 

trifluoroacético (TFA): água (H2O): triisopropilsilano (TIS) (95:2,5:2,5 v/v), em agitação por 

90 minutos, a temperatura ambiente. Os peptídeos foram precipitados, pela adição de éter 

metil-tert-butila gelado, secados à vácuo, dissolvidos em 0,1 M de ácido acético e liofilizados. 

 

4.1.2 Purificação e análise dos peptídeos por LC-MS  

Os peptídeos sintetizados foram submetidos a cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC), com uma coluna analítica de fase reversa Luna C18 (4.6 x 50 mm, 3 μm; 

Phenomenex, Jupiter, CA), usando como solvente A, 0.045% TFA em H2O, e como solvente 

B 0.036% de TFA em acetonitrila (ACN), a um fluxo de 1 mL/min e detecção por UV (220 

nm). HPLC preparativa dos peptídeos será conduzida também em colunas de C18, porém de 

dimensões maiores (21.2  250 mm, 10 m; Phenomenex, Jupiter, CA). Foi utilizado 

gradientes lineares do solvente B (TFA a 0,1% em ACN) em A (0,1% de TFA em H2O), com 

o fluxo de 25 mL/min. A LC-MS foi realizada num instrumento LC-MS 2010EV (Shimadzu) 

equipado com uma coluna XBridge (4,6 x 150 mm, 3,5 μm, Waters, Cerdanyola del Vallès, 

Espanha) eluído com A = ácido fórmico a 0,1% em água; B = ácido fórmico a 0,08% em 
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acetonitrila em gradientes durante 15 min a um fluxo de 1 mL / min, com detecção UV a 220 

nm. As frações dos peptídeos com pureza adequada (> 95%) e com a massa molecular 

esperada serão combinadas e liofilizadas para ensaios biológicos posteriores. Para todos os 

ensaios, os peptídeos foram pesados separadamente e soluções mãe de 1 mM foram 

preparadas com água deionizada e armazenadas a 4° C durante até seis semanas. As 

sequências primárias Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] também foram analisadas nos softwares 

“Peptide property calculator” (http://www.pepcalc.com) e “Heliquest” (http:// 

http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/)  para obtenção algumas propriedades físico-químicas tais como 

o peso molecular teórico, carga líquida em pH neutro e hidrofobicidade. 

 

4.2 Microrganismos 

Foram utilizadas cepas clínicas de Candida sp.e Cryptococcus laurentii gentilmente cedidas 

pelo  Hospital Santa Casa de Misericórdia de Sobral (Ceará, Brasil) onde foram identificadas. 

As cepas identificadas fazem parte do projeto aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Estadual Vale do Acaraú (UVA), Número do Parecer: 644.365 - Data da 

Relatoria: 23/04/2014 (ANEXO III). As cepas de leveduras e dermatofitos utilizadas neste 

estudo estão listadas na Tabela 2. A identificação de estirpes de levedura foi realizada com o 

uso de CHROMagar-Candida (CHROMagar Company) e sistema automatizado VITEK 2 

(bioMe'rieux) com cartão YST, e identificação por técnicas de biologia molecular. As cepas 

de dermatófitos, dos gêneros Trichophyton rubrum e Microsporum canis, foram identificadas 

de acordo com suas características morfológicas e perfis bioquímicos. As linhagens de 

leveduras foram cultivadas em placas de Ágar Sabouraud a 30º C durante 48 h. As suspensões 

de inóculo foram preparadas em 5 mL de solução salina tamponada com fosfato (PBS, fosfato 

35 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4). Os dermatófitos foram cultivados em agar Sabouraud 

inclinados a 30º C por 7 dias. As colônias fúngicas foram então cobertas com 3 mL de PBS e 

suavemente raspadas com uma pipeta estéril. A turvação das suspensões foi medida a 600 nm 

e ajustada para se obter um inóculo apropriado.  
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Tabela 3. Relação das cepas de leveduras e dermatófitos utlizadas nos ensaios de 

microdiluição em caldo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Microdiluição em Caldo 

             As concentrações inibitórias mínimas (CIM) dos peptídeos contra as estirpes fúngicas 

foram determinadas pelo método de microdiluição em caldo, de acordo com os documentos 

 

Cepas fúngicas 
 

Origem 

 

Candida parapsilosis ATCC 22019 Culture collection 

Candida krusei ATCC 6258 Culture collection 

Candida albicans ATCC 90028 Culture collection 

Candida tropicalis LABMIC 0109 Amostra clinica 

Candida albicans LABMIC 0107 
 

Hemocultura 

Candida albicans LABMIC 0108 
 

Amostra Clínica 

Candida parapsilosis LABMIC 0113 

 
Hemocultura 

Candida tropicalis LABMIC 0112 

 
Hemocultura 

Candida albicans LABMIC 0101 

 
Hemocultura 

Candida albicans LABMIC 0102 

 
Hemoculture 

Candida albicans LABMIC 0103 

 
Urina 

Cryptococcus laurentii LABMIC 0404 Aspirado traqueal 

Microsporum canis LABMIC 0401 Amostra Clínica 

Trichophyton rubrum LABMIC 0203 Amostra Clínica 

Trichophyton rubrum LABMIC 0204 Amostra Clínica 
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M27-A3 e M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para leveduras e 

dermatófitos, respectivamente. A determinação destas CIMs para todas as estirpes fúngicas 

foi efetuada utilizando placas de microdiluição de 96 poços (E & K Scientific, Santa Clara, 

CA). Em seguida, as soluções de trabalho dos peptídeos foram diluídas seriadamente em meio 

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute - 1640) com L-glutamina, sem bicarbonato de 

sódio (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.), tamponado a pH 7,0 com ácido 0.165M 

morfolinepropanesulfônico (MOPS) (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.), num volume final 

de 100µL/poço. Subsequentemente, foram adicionados a cada poço 100µL dos inóculos 

fúngicos em suspensão, contendo 2x106 cfu/mL (equivalente a 0,5 na escala de McFarland), 

em RPMI. As concentrações finais dos peptídeos variaram entre 0,0195 e 40 µM. Foram 

utilizados Anfotericina B (AMB) e Cetoconazol (Sigma Chemical, St. Louis, MO) como 

controles para leveduras e dermatofitos, respectivamente. A CIM foi definida como a menor 

concentração de peptídeo à qual nenhum crescimento fúngico foi visualmente observado após 

48 horas para leveduras a 30ºC e após 5 dias a dermatófitos em temperatura ambiente. 

 

4.4 Viabilidade celular com BactiterGlo 

Após a determinação das CIMs, Ctn, Ctn [1-14], Ctn [15-34] e AMB foram incubados 

novamente com as estirpes de levedura (C. laurentii e Candida spp.). Em placas de 

microdiluição de 96 poços, foi adicionado 100 μl de suspensões de levedura contendo 2x106 

ufc/mL (equivalente a 0,5 na escala de McFarland) a 100 μl dos peptídeos, com concentrações 

finais variando de 2,5 a 40 μM, e AMB em concentrações finais variando de 0,06 a 2 μM para 

cada cepa testada. Após 48h de incubação a 30 °C, foram adicionados 100 μl do reagente 

BacTiter-GloTM (Promega, Madison, WI) a cada poço e as placas foram incubadas durante 

15 minutos à temperatura ambiente, sob agitação suave. A luminescência foi então medida no 

leitor de microplacas de detecção múltipla Synergy HT (Biotek, Winooski, VT). Utilizou-se 

suspensões de levedura sem tratamento como controles positivos e poços contendo apenas 

meio RPMI 1640 para obter e subtrair valores de luminescência do meio. Os ensaios foram 

realizados em triplicata. 

4.5 Cultivo de células eucarióticas   
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As células humanas saudáveis HK-2 (células epiteliais de túbulo proximal) foram obtidas a 

partir do Repositório de Linha de Câncer Celular do Instituto Municipal de Investigação 

Médica (IMIM) no Barcelona Biomedical Research Park (Barcelona, Espanha). As células 

foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com soluções de soro fetal bovino a 

10% (FBS), penicilina/ estreptomicina a 1%, L-glutamina a 1% e 0,5% de ITS-G (insulina 

transferina-selenio), em frascos T-75 cm2 a 37 ° C, numa atmosfera umidificada com 5% de 

CO2. As células foram separadas cada vez que atingiram 80-90% de confluência com o 

auxílio de uma solução de tripsina a 0,25% com EDTA a 2,21 mM. 

 

4.6 Ensaios de citotoxicidade, in vitro, com células eucarióticas saudáveis 

4.6.1 Avaliação da potencial nefrotoxicidade das Crotalicidinas 

Um total de 5000 células HK-2/poço foram semeadas em placas de 96 poços. Após 24 horas 

de incubação em meio RPMI 1640 suplementado com soluções de soro fetal bovino a 10% 

(FBS), penicilina/ estreptomicina a 1%, L-glutamina a 1% e 0,5% de ITS-G (insulina 

transferina-selenio), a 37º C e 5% de CO2, as células tiveram o seu meio removido e foram 

adicionados novos meios contendo os peptídeos ou AMB em 2% de FBS. Os peptídeos foram 

diluídos seriadamente, variando de 0,39 a 400 μM. Após uma incubação adicional de 30 

minutos, foram adicionados 15 μL de Cell Titer Blue (Promega) a cada poço e as placas 

foram reincubadas durante 24 horas. Após esse período, a intensidade de fluorescência foi 

então medida, com excitação de 530 nm e emissão de 590 nm, utilizando o leitor de 

microplacas de detecção múltipla Synergy HT (Biotek). A viabilidade relativa das células 

HK-2 foi calculada com células tratadas apenas com RPMI 1640 contendo FBS a 2% como 

controles, e os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

4.6.2 Atividade Hemolítica  

Foram coletados 10mL de sangue fresco (10 mL) em tudos contendo EDTA e centrifugados a 

1000g durante 10 minutos a 4°C. Após a remoção do plasma, o sedimento contendo os 

glóbulos vermelhos (RBCs) foi lavado cinco vezes com PBS e, em seguida, novamente 

suspenso em PBS para obter uma solução com 8% (v/v) de eritrócitos. Foram adicionadas 
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alíquotas de 100 μL desta suspensão a diferentes tubos de microcentrífuga, contendo 100 μL 

de cada peptídeo ou AMB, diluído seriadamente, com concentrações variando de 0,2 a 200 

μM. As concentrações finais foram: 4% (v/v) de suspensão de eritrócitos e 0,1-100 μM de 

peptídeo ou AMB. Estas suspensões resultantes foram incubadas com agitação durante uma 

hora a 37 ° C. Após o tempo de incubação, as amostras foram centrifugadas durante 2 min a 

1000 g. Os sobrenadantes foram transferidos para placas de microdiluição de 96 poços, e a 

liberação de hemoglobina foi medida por absorvância a 540 nm, utilizando o leitor Synergy 

HT (Biotek). Foram utilizados Triton X-100 a 1% e 4% (v/v) de RBCs em PBS sem peptídeos 

ou AMB (não tratados) como controles positivo e negativo, respectivamente. O percentual de 

hemólise foi calculado como [(Abs540nm tratado - Abs540nm não tratado) / (Abs540nm 1% Triton 

X-100 - Abs540nm não tratado)] x 100 e os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

4.7 Ensaios para avaliar o efeito sinérgico das crotalicidinas associadas à AMB 

Para a realização dos ensaios para determinar a atividade sinérgica dos peptídeos combinados 

com a AMB foram utilizadas apenas cepas de C. albicans. 

4.7.1 Técnica do Checkerboard    

A atividade antifúngica de Ctn, Ctn[1-14] e Ctn[15-34], quando combinada com AMB, foi 

determinada pela técnica do checkerboard, um método utilizado para estimar a interação entre 

os fármacos pelo cálculo do índice de Concentração Inibitória Fracionada (FIC). Em placas de 

microdiluição de 96 poços, 50 μl de suspensões fúngicas (com 2 × 106 cfu / mL ≈ 0,5 na 

escala de McFarland) em meio RPMI foram adicionados aos poços contendo cada um dos 

peptídeos associado com AMB, contendo a concentração final variando conforme realizado 

para a determinação das CIMs (peptídeos de 0,0195 a 40 μM e AMB de 0,0312 a 16 μM), 

obtidas através de diluições seriadas. As células tratadas com cada peptídeo ou com AMB 

sozinha, com seus respectivos valores de CIM, juntamente com suspensões fúngicas sem 

tratamento foram utilizadas como controles. Após incubação durante 48 horas a 30º C, os 

resultados foram observados visualmente e o índice de FIC foi calculado pela equação: índice 

FIC = FICP + FICA, onde "P" representa um dos peptideos (Ctn ou Ctn [1-14] ou Ctn [15-34]) 

e "A" a AMB. O FICP, por sua vez, foi calculado a partir da razão CIMP combinada / CIMP 

isoladamente, enquanto que a FICA foi calculada a partir da razão CIMA combinada / CIMA 
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sozinha. De acordo com os valores obtidos, a interação de cada peptídeo com a AMB pode ser 

classificada como: sinergismo se o índice FIC for ≤ 0,5; Efeito indiferente quando 0,5 <índice 

FIC ≤ 4,0; e antagonismo se FIC índice > 4,0 (ODDS, 2003; JOHNSON et al., 2004). 

 

4.7.1 Interação entre Ctn[15-34] e AMB por citometria de fluxo  

Adicionalmente, o efeito sinérgico do Ctn[15-34] com AMB foi demonstrado em células de 

Candida por citometria de fluxo usando iodeto de propídio (PI) como um marcador de 

viabilidade celular. Foram analisadas as células tratadas somente com Ctn[15-34] ou AMB, e 

tratadas com os respectivos valores combinados de CIM, durante 4h e 24h. As suspensões 

fúngicas contendo 2 × 106 cfu / mL (≈ 0,5 na escala de McFarland) em RPMI foram tratadas 

com Ctn[15-34] (0,31 μM) e AMB (0,5 μM), sozinhas ou combinadas, durante 4 h e 24 h . 

Após estes períodos de incubação, as células foram lavadas e foi adicionado PI em uma 

concentração final de 1,49 μM. As células de C. albicans foram então colocadas no citômetro 

de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA) e foram analisados 10.000 

eventos vivos com o programa Cell Quest (Becton-Dickinson). As células sem tratamento 

com PI foram utilizadas como controles e os testes foram realizados em triplicata.  

 

4.8 Teste de tempo de morte de células de C. albicans tratadas com Ctn[15-34] 

As células de C. albicans (~ 2 × 106 CFU/ml) foram inoculadas em meio RPMI-1640 

contendo 10 μM de Ctn [15-34] ou 2 μM de AMB. Os tubos foram incubados (30º C, a 200 

rpm) e alíquotas de 100 μl foram removidas em pontos de tempo predeterminados (0, 2, 4, 6, 

8, 12 e 24 h). As alíquotas foram diluídas seriadamente (10 vezes) em solução salina e 

plaqueadas em placas de ágar YEPD. O número de colônias foi contado após incubação das 

placas a 30º C durante 48 h. 
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4.9 Atividade fosfolipásica 

A atividade fosfolipásica A2 foi mensurada seguindo o protocolo descrito por Cotrim et al. 

(2011) em placas de 96 poços, utilizando o lipídeo cromogênico ácido 4-nitro-3-octanoiloxi-

benzóico (4N3OBA, Biomol®, EUA) como substrato. As amostras foram solubilizadas em 

água Milli-Q. O ensaio foi composto da adição de 200 µL de tampão (Tris-HCl 10 mM, CaCl2 

10 mM, NaCl 100 mM, pH = 8,0), 20 µL de substrato (4N3OBA), 20 µL de água e 20 µL do 

Ctn[15-34] nas concentrações finais de 10 e 20 µM em tampão de reação, para uma solução 

final de 260 µL. A atividade fosfolipásica foi aferida através de medidas de absorbância a 425 

nm em intervalos de tempo de 10 minutos durante 40 minutos utilizando o leitor Synergy HT 

(Biotek). Foram analisados 10.000 eventos vivos com o programa Cell Quest (Becton-

Dickinson). Os ensaios foram realizados em triplicata.  

 

4.10 Ensaios de interação do FITC-Ctn[15-34] com a membrana de C. albicans 

analisados por citometria de fluxo 

Para a análise da permeabilização da membrana fúngica após o tratamento com peptídeos, 

primeiramente células (~ 2x106) de C. albicans em fase logarítmica foram suspensas em meio 

RPMI 1640. As células foram incubadas a 30º C com FITC-Ctn[15-34], nas concentrações 

equivalentes a CIM e 0,5CIM, durante 0, 0.5, 1, 2, 4 h. Foi adicionado PI (1,49µM) a todos os 

tempos/concentrações de peptídeo. A um grupo de células não tratadas também foi adicionado 

PI e funcionaram como controle. Após incubação, as células foram colhidas por centrifugação 

e suspensas em PBS. A citometria de fluxo foi realizada através do um citômetro de fluxo 

FACS, Calibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA).  
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4.11 Análise de marcadores de necrose e apoptose  

As células de C. albicans foram incubadas a 30º C com Ctn[15-34] e AMB, nas 

concentrações equivalentes aos respectivos valores de CIM e 0.5CIM, durante 0, 0.5, 1, 2, 4, 

12 e 24 h. C. albicans foi corado com 7-actinomicina D (7-AAD) () e Anexina V-FITC 

utilizando o Kit de Detecção de Apoptose da Anexina V (BD Pharmingen ™) para avaliar a 

integridade celular e a externalização da fosfatidilserina (PS). As células foram analisadas 

utilizando o citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA). Um 

total de 10.000 eventos vivos foram analisados para cada amostra. A análise dos dados foi 

realizada utilizando o software Cell Quest (Becton-Dickinson Immunocytometry System) e os 

ensaios foram realizados em triplicata. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Os peptídeos Crotalicidina (Ctn), Ctn[1-14] and Ctn[15-34]  

        Ctn e os fragmentos Ctn [1-14] e Ctn [15-34] foram obtidos por síntese em fase 

sólida, com elevada pureza (> 95% por HPLC) e com os pesos moleculares esperados 

determinados por LC-MS, conforme apresentado nas Figuras 7-10. Algumas propriedades 

físico-químicas, tais como suas estruturas secundárias, hidrofobicidades, e carga líquida (em 

pH neutro) também estão listados na Tabela 4, e são informações importantes para idéias 

posteriores sobre relações estrutura-atividade dos peptídeos. 

 

 

 

 

 

Tabela 4.  Características estruturais e propriedades fisicoquimicas da Crotalicidina (Ctn) e fragmentos 

amino e carboxil- terminal (Cavalcante et al., 2016) 

a C-terminal amidated peptides. 

b Molecular weight (MW) as determined by LC-MS. 
c PDB Data Bank accession code 2MWT; Ctn is α-helical at the N-terminus and unstructured at the C-

terminus. 

d Calculated with the “Heliquest” software (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).   
e At neutral pH, calculated with the “Peptide property calculator” software (http://pepcalc.com). 

 

 

 

 

 

 

 

Peptidea Size Experimental  

MWb 

 

Secondary 

structurec 

Hydrophobicity 

Hd 

Hidrophobic 

moment H
d 

Net 

Chargee 

Ctn 34-aa 4151.41 

1797.30 

2371.10 

-helical 0.263 0.440 +16 

Ctn[1-14] 14-aa -helical -0.012 0.763 +9 

Ctn[15-34] 20-aa unstructured 0.455 0.311 +8 



55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Cromatogramas de análise da sintese e purificação da Crotalicidina (Ctn). (A) Ctn após 

desacoplamento da resina, ainda não purificado. (B) Ctn após HPLC preparativa. (C) Comparação 

entre o cromatogramas antes e após a purificação. (D) Espectometria de massas do Ctn puro 

(4151.41Da). 
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Figura 8. Cromatogramas de análise da sintese e purificação do fragmento Ctn[1-14]. (A) Ctn[1-14] 

após desacoplamento da resina, ainda não purificado. (B) Ctn[1-14] após HPLC preparativa. (C) 

Comparação entre o cromatogramas antes e após a purificação. (D) Espectometria de massas do 

Ctn[1-14] puro (1797.3 Da). 
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Figura 9. Cromatogramas de análise da sintese e purificação do fragmento Ctn[15-34]. (A) Ctn[15-

34] após desacoplamento da resina, ainda não purificado. (B) Ctn[15-34] após HPLC preparativa. (C) 

Comparação entre o cromatogramas antes e após a purificação. (D) Espectometria de massas do 

Ctn[15-34] puro (2371.1Da). 

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

400000
uV

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

uV

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 min

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

400000
uV

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

2.25

2.50

2.75

Inten.(x10,000,000)

593.90

475.30
791.40

471.80 1186.20
704.05262.15 950.00 1204.95380.15 1517.60 1885.101637.45



58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Cromatogramas de análise da sintese e purificação do fragmento FITC-Ctn[15-34]. (A) 

FITC-Ctn[15-34] após desacoplamento da resina, ainda não purificado. (B) FITC-Ctn[15-34] após 

HPLC preparativa. (C) Comparação entre o cromatogramas antes e após a purificação. (D) 

Espectometria de massas do FITC-Ctn[15-34] puro (2729.41Da). 

 

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

400000

450000

uV

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

700000

uV

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

700000

800000
uV

250 500 750 1000 1250 1500 1750 m/z
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

1.75

2.00

2.25

Inten. (x10,000,000)

683.00546.51

910.57
455.91



59 

 

5.2 Atividade antifúngica  

A atividade antifúngica in vitro das crotalicidinas, Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34], 

frente a cepas clínicas e padrão de leveduras e dermatófitos como valores de CIM estão 

descritos na Tabela 5. Todas as cepas testadas foram sensíveis aos controles, e a AMB 

apresentou valores de CIM entre 0,5 e 2 µM para leveduras e cetoconazol de 0,25 a 0,5 µM 

para dermatófitos. 

O Ctn mostrou atividades diferentes para os vários tipos de fungos. Por um lado, 

foi o único peptídeo com valores de CIM significativos para as cepas de dermatófitos, com 

valores micromolares baixos (1,25 µM contra M. canis e 5 µM contra ambas as cepas de T. 

rubrum). Por outro lado, foram necessárias concentrações bem mais elevadas (de 10 até mais 

de 40 µM) para inibir o crescimento de leveduras. Por outro lado, os fragmentos Ctn [1-14] e 

Ctn [15-34] diferiram substancialmente do Ctn no perfil de atividade antifúngica. De modo 

que, embora ambos os fragmentos fossem basicamente inativos contra dermatófitos, em 

relação às leveduras tiveram menores valores de CIM do que o Ctn. Em particular, Ctn [15-

34], com CIMs variando na maior parte de 5 a 10 µM, foi o peptídeo com maior atividade 

contra leveduras, com valores de CIM apenas ligeiramente superiores (2,5 vezes) ao controle 

de AMB contra cepas clínicas de C. albicans, C.parapsilosis e C. tropicalis.  
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Tabela 5. CIMs do Ctn e fragmentos Ctn[1-14] e  Ctn[15-34] contra cepas padrão e isolados 

clínicos de leveduras e dermatófitos  

 

 

Cepas fúngicas 

 

CIM ( µM) 

 

Ctn[1-14] Ctn[15-34] Ctn  

Leveduras 

 

   

Candida parapsilosis ATCC 22019 

 

(>40) (40) (>40) 

Candida krusei ATCC 6258 

 

(40) (5) (40) 

Candida albicans ATCC 90028 

 

(40) (20) (40) 

Candida tropicalis LABMIC 0109  

 

(20) (10) (40) 

Candida albicans LABMIC 0107  

 

(20) (10) (40) 

Candida albicans LABMIC 0108  

 

(40) (10) (40) 

Candida parapsilosis LABMIC 0113   

 

(20) (5) (2,5) 

Candida tropicalis LABMIC 0112  

 

(10) (5) (10) 

Candida albicans LABMIC 0101   

 

(10) (10) (20) 

Candida albicans LABMIC 0102  

 

(10) (10) (40) 

Candida albicans LABMIC 0103   

 

(10) (10) (40) 

Cryptococcus laurentii LABMIC 0404 

 

(20) (5) (20) 

Dermatófitos 

 

   

Microsporum canis LABMIC 0401 

 

(10) (>40) (1.25 ) 

Trichophyton rubrum LABMIC 0203 

 

(>40) (>40) (5) 

Trichophyton rubrum LABMIC 0204 (>40) (>40) (5) 
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5.2.1 Avaliação do percentual de viabilidade celular de leveduras tratadas com os 

peptídeos e AMB 

A viabilidade celular de leveduras foi determinada por um ensaio metabólico que 

utiliza o ATP para detectar a emissão de luz com o uso da enzima luciferase e do seu 

substrato luciferina. O sinal luminescente registado é proporcional à quantidade de ATP 

presente, que por sua vez, é diretamente proporcional ao número de células vivas em cultura. 

Os resultados estão apresentados na Figura 10. Após 48 h de tratamento, todas as estirpes de 

levedura tratadas com qualquer um dos peptídeos ou com a AMB em concentrações abaixo 

dos respectivos valores de CIM (concentrações sub-inibitórias) mantiveram, o percentual de 

viabilidade próximo ao de células não tratadas, com exceção da C. krusei tratada com AMB. 

Uma vez que as CIMs de ambos os produtos, peptídeos ou AMB, foram atingidas para cada 

cepa, os percentuais de viabilidades das leveduras caíram bruscamente para ≤ 1%. 
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Figura 10. Viabilidade relativa de cepas de Candida sp e Cryptococcus Laurentii após tratamento 

com peptídeos e  anfotericina B (AMB) a concentrações crescentes  
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5.3 Comparação entre os efeitos citotóxicos do Ctn e fragmentos Ctn[1-14] e Ctn[15-34] 

com a AMB  

Para avaliar possíveis efeitos citotóxicos do Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] em 

células eucarióticas saudáveis e estabelecer um comparativo com a citotoxicidade da AMB 

foram realizados dois ensaios distintos. Primeiramente, avaliação da potencial nefrotoxicidade 

in vitro medindo a viabilidade das células renais humanas HK-2 após tratamento durante 24 h 

com os peptídeos e AMB. Em seguida, foi avaliada a atividade hemolítica dos peptídeos e da 

AMB em RBCs humanos.  

 

5.3.1 Efeitos nefrotóxicos in vitro 

Conforme ilustrado na Figura 11, a nefrotoxicidade conhecida de anfotericina B 

foi evidente na medida em que concentrações menores de 12,5 µM do fármaco polieno (~ um 

log acima da maioria das CIMs contra leveduras testadas) matou 50% de células HK-2. Por 

sua vez, Ctn e os fragmentos Ctn[1-14] e Ctn[15-34] exibiram atividades nefrotóxicas 

diferentes entre si e também diferentes dos resultados obtidos com a AMB. Ctn, o peptídeo 

mais tóxico, apresentou maior citotoxicidade do que a AMB (IC50 ~ 3,12 µM). Em contraste, 

Ctn [1-14] e Ctn [15-34] foram menos tóxicos para as células renais do que o Ctn ou AMB, 

com valores de IC50 a 400 e 50 µM, respectivamente. 
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Figura 11. Viabilidade relativa de células renais humanas sadias (HK-2) após 24 h de 

tratamento com as Crotalicidinas (Ctn), e fragmentos Ctn[1–14] e Ctn[15–34], e AMB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.2 Atividade hemolítica em RBCs humanos 

Para complementar os ensaios de avaliação da citotoxicidade dos peptídeos, os 

perfis de hemólise dos peptídeos e da AMB foram comparados utilizando os valores de 

absorvância da hemoglobina libertada como leitura. Como mostrado na Figura 12, a 1,5 µM, 
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aproximadamente a mesma CIM contra a maioria das amostras testadas, a AMB já apresentou 

percentuais significativos de hemólise (20%). Com 12,5µM observou-se hemólise em grande 

escala (70%). Novamente, Ctn e seus fragmentos Ctn[1-14] e Ctn[15-34] apresentaram perfis 

diferenciados. Assim, Ctn a 1,5µM apresentou um percentual de hemólise semelhate a AMB 

(20% de hemólise), mas não se observou mais aumento em concentrações até duas ordens de 

magnitude mais elevadas. Ctn[1-14] foi hemolítico apenas acima de 50 µM, enquanto que 

Ctn[15-34], mesmo a 100 µM, foi inerte aos RBCs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Percentual de hemólise após 1 h de tratamento com Crotalicidina (Ctn), fragmentos 

Ctn[1–14] e Ctn[15–34], e AMB.  
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5.4 Ctn, Ctn[1-14] e Ctn[15-34] apresentaram efeito sinérgico com a AMB contra cepas 

clinicas de C. albicans 

Os resultados destas terapias combinadas contra as cepas de C. albicans isoladas 

clinicamente foram obtidos pela técnica do checkerboard (Tabela 5). A Tabela 5 apresenta a 

confirmação das CIMs dos fármacos utilizados isoladamente com as cepas testadas (Tabela 

4). Quando associada a AMB, observou-se uma diminuição geral nas CIMs dos fármacos em 

todas as combinações testadas, com pelo menos quatro vezes e 64 vezes as reduções nas CIM 

de AMB e peptídeos, respectivamente. Os índices FIC calculados foram de cerca de 0,25 e 

0,26, bem abaixo dos limiares ≤ 0,50 para uma associação ser considerada como sinérgica. 

Esta potencialização da atividade por associação com AMB foi particularmente importante 

para o peptídeo mais ativo contra Candidas, o Ctn [15-34], mas também, numa extensão 

ligeiramente menor, para Ctn [1-14] e Ctn.  
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Tabela 6. CIMs das Crotalicidinas e AMB sozinhos ou combinados contra cepas de isolados clínicos de C. albicans. 

 

 C. albicans LABMIC0108  C. albicans LABMIC0107  C. albicans ATCC90028 

Crotalicidina/ 

AMB 

CIM (µM) 

sozinho 

CIM (µM) 

combinado 

ICIFa CIM (µM) 

 sozinho 

CIM (µM) 

combinado 

ICIFa CIM (µM) 

sozinho 

CIM (µM) 

combinado 

ICIFa   

Ctn[1-14] 40 0.007 0.25 (S) 20 0,31 0.26 (S) 40 1,25 0.28 (S) 

AMB 

 

2 0.5 2 0,5 2 0,5  

Ctn[15-34] 20 0.31 0.26 (S) 20 0.31 0.26 (S) 20 1,25 0.31 (S) 

AMB 

 

2 0.5  2 0.5  2 0.5  

Ctn  20 0.31 0.26 (S) 20 0.31 0.26 (S) 40 1,25 0.28 (S) 

AMB 

 

2 0.5  2 0.5  2 0.5  

 

a ICIF = Índice da Concentração Inibitória fracional   

S = Sinergismo 
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5.4.1 Demonstração por citometria de fluxo do efeito sinérgico da associação do Ctn[15-34] 

com a  AMB frente à  C. albicans 

 Esta interação entre Ctn[15-34] e a AMB foi por citometria de fluxo utilizando  

iodeto de propídio (PI) como um marcador de viabilidade das células da cepa de C. albicans 

LABMIC0107. As células começam a perder a sua viabilidade à medida que aumenta a 

intensidade da fluorescência do PI. Na Figura 13A, Ctn [15-34] sozinho a 0,31 μM não foi 

suficiente para aumentar a intensidade da fluorescência do PI nas células de C. albicans (linha 

verde) e os resultados foram semelhantes aos das células não tratadas (linha preta). Quando se 

utilizou AMB a 0,5 μM (Figura 13B), 25% (± SEM) de 10000 células vivas restantes (linha 

vermelha) apresentaram um sinal fluorescente aumentado relacionado com a coloração do PI 

em comparação com células não tratadas. Quando Ctn[15-34] e AMB foram associadas 

(Figura 13C), pode ser observado um aumento de 10% no sinal fluorescente (35 ± SEM%) 

nestas leveduras coradas com PI, em comparação com células tratadas apenas com o fármaco 

polieno.  
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Figura 13. Detecção do efeito sinérgico do tratamento de C.albicans LABMIC0107 com 

Ctn[15-34] e AMB, após 24h. 

A 
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Ctn[15-34]  0,31µM 
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5.5 Cinética de morte de C. albicans tratada com Ctn[15-34]    

Com base nas CIM do Ctn[15-34] e AMB encontradas, os ensaios cinética de morte 

foram  realizados para avaliar o perfil de morte de C.albicans (LABMIC0107) quando 

tratadas com estes fármacos ao longo do tempo. Os resultados apresentados na Figura 14 

mostraram que ambos os fármacos inibiram o crescimento de C.albicans nas placas após 8 

horas de tratamento com suas respectivas CIMs. No entanto, enquanto Ctn [15-34] reduziu o 

número de UFCs rapidamente entre 0 e 4 h e lentamente entre 4 e 8 h de tratamento, a AMB 

apresentou uma cinética de morte com perfil oposto (redução lenta das UFCs durante as 

primeiras 4 horas e uma rápida diminuição entre 4 e 8 h). 

 

 

Figura 14. A cinética do tempo de morte de C. albicans LABMIC0107 pelo Ctn[15-34] e 

AMB nas respectivas CIMs. O ensaio foi realizado em meio RPMI-1640 com MOPS a 2% e 

incubado a 30º C durante 24 h.  

 

 

 

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

0 4 8 12 24

L
o

g
1

0
 U

F
C

/m
L

Tempo (h)

Controle (não tratado)

Anf B (1µM)

Ctn[15-34] (5µM)

Ctn[15-34] (10µM)



71 

 

5.6 Avaliação da atividade de fosfolipase do Ctn[15-34] 

 Após a incubação do peptídeo com o substrato 4N3OBA (fosfolipídeo), a atividade 

fosfolipásica gerada após com Ctn[15-34] a 5 e 10 μM foi medida por absorbância, em 

comprimento de onda de 425 nm. A maior atividade de fosfolipase foi observada com o 

substrato tratado com Ctn[15-34] a 10 μM, em todos os pontos de tempo, quando comparado 

com 4N3OBA tratado com 5 μM do peptídeo e não tratados. Os resultados dessa atividade 

enzimática do Ctn[15-34] estão demonstrados na Figura 15. 

 

 

 

Figura 15. A atividade da fosfolipase (em unidades arbitrárias de absorbância, média ± SEM 

com n = 3) em diferentes pontos de tempo após tratamento do fosfolipídeo com 0 (NT), 5 

(MIC / 2) e 10 (MIC) µM de Ctn [15-34].  
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5.7 Capacidade do FITC-Ctn[15-34] de interagir com a membrana celular de C. albicans 

Utilizando o FITC-Ctn[15-34] a 10 µM, a Figura 16 mostra que, até aos primeiros 30 

minutos de incubação, o peptídeo interagiu com células de C. albicans LABMIC0107 

(fluorescência "FL1" verde) mas não causou dano à membrana devido à baixa coloração de PI 

(fluorescência "FL2" vermelha). Por conseguinte, a razão entre a fluorescência FL1 e FL2 foi 

comparativamente mais elevada. No entanto, após 1 hora de incubação, a interação peptídeo-

C.albicans provocou um dano à membrana celular de levedura mais perceptível devido ao 

aumento do sinal fluorescente PI e, assim, a razão entre a fluorescência de FL1 e FL2 

diminuiu. 

Figura 16. A relação entre as fluorescências (FL1/FL2)FITC-Ctn[15-34]/PI (média ± SEM, n 

=3) após tratamento da C. albicans LABMIC0107 com 10 µM do peptídeo durante 0 (NT), 

0,5, 1, 2 e 4 horas.  
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5.8 Análise dos marcadores de necrose e apoptose   

  Finalmente, verificamos a principal via de morte celular da C. albicans LABMIC0107 

induzida por Ctn[15-34] e comparada com a via de morte desencadeada pela AMB após 

tratamento em concentrações inibitórias e subinibitórias por 12 e 24 h (Figura 17). Conforme 

ilustrado na Figura 17A, a AMB promoveu principalmente necrose, que pode ser observada 

especialmente após tratamento a 2 μM durante 24h (14,8% das células vivas restantes - 

quadrante superior esquerdo), mas também pode matar algumas destas células C.albicans 

5,4% - quadrante inferior direito) por apoptose. Enquanto isso, na Figura 17B, Ctn[15-34] 

aparentemente mostrou que havia mais células passando por apoptose do que necrose em 

ambas as concentrações tratadas durante 12 horas (quadrantes inferiores direitos nos painéis 

superiores). No entanto, por 24 horas de incubação, a percentagem de células passando por 

apoptose quase desapareceu enquanto houve um grande aumento de células de C.albicans  em 

necrose após tratamento com Ctn[15-34], notavelmente a 10 μ M (17,87% - quadrante 

superior esquerdo).  Na Figura 18 pode-se observar o aumento progressivo no percentual de 

células de C. albicans marcadas com 7AAD sugerindo a morte por necrose.  
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______________________________________________________________________________ 

Figura 17. Detecção da via de morte celular após tratamento de células de C.albicans com (A) 

AMB ou (B) Ctn[15-34] em CIMs e 0.5CIMs durante 12 e 24 h. Os marcadores utilizados para 

necrose e apoptose foram 7-AAD e Anexina V PE, respectivamente (Os gráficos de dispersão de 

citometria de fluxo e os valores percentuais médios foram representativos de três experiências 

independentes, cada uma com 10.000 eventos ao vivo). 
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__________________________________________________________________________________ 

Figura18. Avaliação do potencial necrótico do Ctn[15-34] e da AMB em C. albicans LABMIC0107 

in vitro. Aumento progressivo no percentual de células marcadas com 7AAD sugerindo a morte das 

células por necrose.  
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6 DISCUSSÃO  

Conforme foi verificado anteriormente para as bactérias (FALCAO et al., 2014; 

FALCAO et al., 2015), e demonstrado aqui na Tabela 5, parece que o Ctn parental (MW = 

4151), altamente carregado (+16) pode interagir melhor com a parede celular e as membranas 

dos dermatófitos do que com as das leveduras. Em contraste, o Ctn [1-14] altamente α-

helicoidal, mais curto (MW = 1797) e com cerca de metade da carga líquida (+9) do Ctn, 

apresentou-se praticamente inerte contra as cepas de dermatófitos testadas, e demonstrou 

melhores atividades contra leveduras. Por outro lado, o Ctn [15-34], de tamanho intermediário 

(MW = 2371), e sem estrutura definida, foi o peptídeo que mais eficientemente interagiu com 

as membranas de levedura, a parede celular e / ou cápsula glicoproteica, no caso de C. 

laurentii. 

Vale ressaltar que apesar de uma carga líquida (+8) semelhante a carga do 

fragmento Ctn [1-14], o fragmento Ctn [15-34] tem a maior hidrofobicidade (H = 0,455) e o 

menor momento hidróbico (µH = 0,311) entre todos os três peptídeos testados. Outros fatores, 

além de estruturas secundárias (α-hélice ou enrolamento aleatório) e/ou propriedades físico-

químicas que podem explicar as diferentes atividades contra diferentes cepas, podem ser as 

diversas morfologias dos fungos testadas, conforme relatado para outros fármacos (KOHLER 

et al., 2006).  

As condições de crescimento utilizadas para o cultivo de cepas fúngicas, dão 

origem a diversas formas dermatófitas, tais como macroconídios, microconídios e hifas, e 

formas de leveduriformes, compreendendo blastoconídios e pseudo-hifas. Embora a maioria 

das infecções por fungos filamentosos seja caracterizada pela presença de elementos tipo hifa 

no tecido, os artroconídios constituem a morfologia primária de transmissão das 

dermatofitoses em humanos e animais (EGGIMANN et al., 2003). Vários estudos sugerem 

que a diferença na susceptibilidade entre microconidios e artroconidios dependendo do 

fármaco e da cepa e pode ser uma das causas da falha terapêutica (SILVA et al., 2011). A 

Candida apresenta alternância morfológica entre uma forma de levedura e uma forma de hifa, 

e os diversos fatores de virulência que promovem a patogenicidade de cepas de C. albicans 

também estão ligados à formação de hifas (YAPAR, 2014). Foram identificadas como 

atributos de virulência, proteínas de hifa tais como a proteína de parede de hifa 1 (Hwp1) e a 

sequência de tipo aglutinina 3 (Als3p), promovendo a ligação e invasão epitelial (GUPTA; 

COOPER; 2008), que também pode ser alvo de ação de peptídeos. 
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A ação das crotalicidinas sobre a cepa clinica de Cryptococcus laurentii é digno 

de nota, uma vez que a croptococose é uma fungemia grave, emergente e que acomete 

principalmente pacientes submetidos à quimioterapia (SLAVIN; SHARON; CHEN; 2013). 

Comumente, a criptococose é causada por Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, 

embora existam relatos sobre a incidência cada vez maior de espécies de Cryptococcus não-

neoformans como C. laurentii (HAIDER et al., 2013). Essa levedura encapsulada 

basidiomicetosa, é encontrada nos excrementos e amostras cloacais de pombos, e a infecção 

fúngica pode ser adquirida por inalação levando a infecção pulmonar assintomática ou através 

do uso de dispositivos médicos invasivos contaminados. Além desses, outros fatores de risco 

incluem: exposição prévia de esteróides e imunossupressores, uso prévio de derivados 

azólicos, baixa contagem de CD4 e neutropenia (BANERJEE et al., 2013). Diante da 

emergência recente de fungemias associadas a essa espécie de Cryptococcus, embora não seja 

o objeto principal do presente trabalho, novos estudos devem ser conduzidos a fim de 

caracterizar o perfil de atividade das crotalicidinas frente a essas cepas. 

Uma vez que as micoses invasivas (ou sistêmicas) mais prevalentes são causadas 

por leveduras, especialmente por Candida spp, (SARDI et al., 2013) focamos nossos estudos 

voltados para essas cepas clinicamente mais importantes.  

A atividade antifúngica do Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] foi ainda investigada 

contra cepas selecionadas de leveduras através da avaliação da viabilidade celular com 

aproximadamente os mesmos intervalos de concentração dos peptídeos utilizados para 

determinação das CIMs. A viabilidade celular de levedura foi determinada por um ensaio 

metabólico utilizando ATP para libertar luz com o uso da enzima luciferase e do seu substrato 

luciferina, em células vivas. Existe uma relação linear entre a viabilidade celular e 

luminescência medida. O sinal luminescente registado foi proporcional à quantidade de ATP 

presente, que por sua vez, era diretamente proporcional ao número de células viáveis em 

cultura, conforme apresentado na Figura 10. O ensaio de bioluminescência tem uma vasta 

gama de aplicações, como teste de citotoxicidade, avaliação do impacto de biofilmes, e 

screening de drogas (CROUCH et al., 1993; BOZORG; GATES; SEM; 2015; PALOQUE et 

al., 2013).  Além disso, tem sido utilizado por vários autores para testes antibacterianos 

(ANDREU et al., 2012) e antifúngicos, tanto com leveduras quanto com fungos filamentosos 

(FINGER et al., 2012; GALIGER et al., 2013), com a vantagem de fornecer resultados 

quantitativos.  
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Anfotericina B é um agente crucial no tratamento de infecções fúngicas sistêmicas 

graves. Apesar de seu histórico comprovado, seus conhecidos efeitos colaterais e toxicidade 

exigirão algumas vezes a descontinuação da terapia apesar de uma infecção fúngica sistêmica 

potencialmente fatal (LABORIN; VARGAS, 2009). Valiosos candidatos a fármacos que 

podem igualar a eficácia da AMB sem os seus efeitos tóxicos deletérios. A descoberta de que 

Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34], até então não testados contra leveduras, como agentes 

antifúngicos eficazes, levou-nos a investigar sua citotoxicidade em relação às células 

eucarióticas. Para avaliar possíveis efeitos tóxicos de Ctn, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] com 

células eucarióticas saudáveis e compará-las com AMB realizamos dois ensaios diferentes. 

Em primeiro lugar, a nefrotoxicidade potencial foi avaliada in vitro medindo a viabilidade das 

células renais humanas HK-2 e atividade hemolítica dos peptídeos.  

Conforme ilustrado na Figura 11, a nefrotoxicidade conhecida de AMB (CHAI et 

al., 2013) foi evidente na medida em que tão baixa quanto 12,5 μM do fármaco polieno (~ um 

log acima da maioria das MICs contra leveduras testadas) matou 50% de células HK-2. Por 

sua parte, Ctn e os fragmentos Ctn [1-14] e Ctn [15-34] exibiram atividades citotóxicas de 

células renais diferentes entre si e de AMB. Ctn, o péptido mais tóxico, apresentou maior 

citotoxicidade do que a AMB (IC50 ~ 3,12 μM), em sintonia com sua baixa seletividade 

previamente observada entre patógenos e células eucarióticas saudáveis (FALCAO et al., 

2015). Em contraste, Ctn [1-14] e Ctn [15-34] foram menos tóxicos para as células renais do 

que o Ctn parental e a AMB, com valores de IC50 a 400 e 50 μM, respectivamente. 

Num ensaio de citotoxicidade complementar aos estudos com células de rim 

humano saudáveis, os perfis de hemólise dos péptidos e AMB foram comparados utilizando 

os valores de leitura de absorvância da hemoglobina libertada.  

Como a Figura 12 mostra, a 1,5 μM, aproximadamente a MIC contra a maioria 

das amostras testadas, a AMB já causou hemólise substancial (20%). Em 12,5 μM, observou-

se hemólise em grande escala (70%), em sintonia com outros relatos (SERRANO; LARABI, 

2013). Novamente, Ctn e seus fragmentos Ctn [1-14] e Ctn [15-34] apresentaram perfis 

diferenciados. Assim, Ctn a 1,5 μM era comparável a AMB (20% de hemólise), mas não se 

observou mais aumento em concentrações até duas ordens de magnitude mais elevadas. Ctn 

[1-14] tornou-se hemolítico apenas acima de 50 μM enquanto que Ctn [15-34], mesmo a 100 

μM, era inerte em RBCs. Assim, apesar das suas MICs ligeiramente superiores (entre 5 e 10 

μM) contra cepas de levedura (Tabela 4), Ctn [15-34] tem uma melhor janela de seletividade 
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do que AMB. Ctn [15-34] também é mais seletivo contra leveduras do que outras catelicidinas 

como LL-37, cujas MICs relatadas contra algumas cepas de C. albicans (15-20 μM) 8,12 

mostraram ser tóxicas para células eucarióticas saudáveis (BALS; WILSON, 2003; DURR et 

al., 2006). 

Como a farmacoterapia de pacientes críticos, doentes com micoses invasivas, 

baseia-se principalmente na combinação de dois ou mais fármacos antifúngicos (ENOCH et 

al., 2006, também investigamos os efeitos da combinação de cada um dos peptídeos, in vitro, 

com a AMB nos intervalos de concentração utilizado na determinação de MIC. Como a C. 

albicans é a levedura mais prevalente em micoses invasivas (TSAI et al., 2014) elas foram 

utilizadas nesses ensaios, e os resultados destas terapias combinadas foram obtidos pela 

técnica do checkerboard (Tabela 6). 

A Tabela 5 mostra e confirma as MICs inicialmente encontradas dos fármacos 

utilizados isoladamente contra essas cepas. Quando associada à AMB, observou-se uma 

diminuição geral nas CIMs de ambos os fármacos em todas as combinações, com pelo menos 

quatro vezes e 64 vezes as reduções nas CIM de AMB e peptídeos, respectivamente. Os 

índices FIC calculados foram de cerca de 0,25 e 0,26, bem abaixo dos limiares ≤ 0,50 para 

uma associação ser considerada como sinérgica. Esta potencialização da atividade anti-

levedura por associação com AMB foi particularmente importante para o peptídeos mais 

ativo, o Ctn [15-34], mas também, numa extensão ligeiramente menor, para Ctn [1-14] e Ctn. 

Já foi demonstrado que muitos peptídeos antimicrobianos naturais ou sintéticos atuam 

sinergicamente com antibióticos peptídicos ou não peptídicos (ZHAI et al., 2010). 

Em seguida, os resultados do checkerboard foram demonstrados por citometria de 

fluxo. Após 24 h de incubação, as células vivas restantes foram analisadas com PI como um 

marcador de viabilidade e os resultados (Figura 13) mostraram que o marcador corou mais 

células quando as leveduras C.albicans foram tratadas com Ctn [15-34] e AMB em conjunto 

do que com o fármaco polieno sozinho. Embora os métodos de citometria de fluxo para testes 

de susceptibilidade antimicrobiana e antifúngica ainda não tenham sido padronizados, eles 

têm sido usados há mais de 20 anos e seus resultados são equivalentes aos dados obtidos com 

os métodos CLSI (MITCHEL et al., 2005; BALOUIRI et al., 2016). Além disso, a citometria 

de fluxo pode fornecer resultados mais rápidos do que os protocolos tradicionais (2-6 h em 

comparação com 24-72 h no caso de métodos de microdiluição, por exemplo), o que pode ter 

um tremendo impacto no resultado clínico para o paciente (GREEN et al., 1994; BALOUIRI 



80 

 

et al., 2017). Diferentes estudos demonstraram que a citometria de fluxo funcionou para testar 

a atividade dos e fluconazol, caspofugina ou anfotericina B contra cepas de C. albicans 

(MITCHEL et al., 2005; JOUNG et al., 2007) e resultados semelhantes foram previamente 

obtidos com concentrações sub-inibitórias de AMB quando incubadas com actosídeo, um 

glicosídeo, contra uma cepa ATCC de C. albicans (ALI et al., 2011). Neste caso, a citometria 

de fluxo e o checkerboards foram realizados com uma cepa clínica de C. albicans devido à 

importância de encontrar novos agentes antifúngicos, ou combinações, no tratamento da 

candidíase sistêmica quando a falha com a terapia farmacológica convencional é observada. 

Foi percebido que a associação de qualquer dos peptídeos com a AMB pode 

tornar-se uma abordagem terapêutica muito útil contra infecções invasivas de levedura, na 

medida em que a dose eficaz de AMB, consequentemente a toxicidade e outros efeitos 

secundários, podem ser substancialmente reduzidos. Esta alternativa é particularmente 

promissora para Ctn [15-34], cuja notável estabilidade sérica (meia-vida 770 min) é 

susceptível de fazer associação com bastante promissora com a AMB in vivo (FALCAO et 

al., 2015).  

Experimentos destinados a estabelecer a curva do tempo de morte é o método 

mais apropriado para determinar os efeitos microbicidas de uma droga. Esta é a ferramenta 

ideal para obter informações sobre a dinâmica de interação entre o agente antimicrobiano e a 

cepa testada (PFALLER et al., 2004) A cinética de morte é um parâmetro importante para 

avaliar o desempenho dos peptídeos antimicrobianos Embora só exista a padronização desses 

ensaios para bactérias, diferentes estudos utilizam esse método para determinar o efeito 

sinérgico entre drogas, e também estudos com cepas fúngicas (CLANCY et al., 2006, 

KLEPSER et al., 1998). 

 No ensaio para determinar a curva do tempo de morte foi observado que, o número de 

unidades formadoras de colónias (UFC) da C. albicans LABMIC0107 foram rapidamente 

reduzidas após tratamento com Ctn [15-34] na concentração equivalente a CIM (Figura 13). 

Embora ambos os fármacos pudessem inibir qualquer crescimento de levedura após 8 h de 

tratamento, eles não reduziram o número de UFCs da mesma forma, o que sugeriu que 

fragmento Ctn [15-34] e AMB poderiam ter diferentes mecanismos de ação contra 

C.albicans. 
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Antes de prosseguir com outras experimentos de citometria de fluxo, as atenções se 

voltaram para o Ctn[15-34]. Uma vez que os PAMs, incluindo as catelicidinas, interagem com 

os fosfolípidos bacterianos e fúngicos carregados negativamente e que induzem a ruptura da 

membrana (COTRIM et al., 2011; SANTOS et al., 2011; AGIER et al., 2015) um teste rápido 

foi realizado para verificar se Ctn [15-34] sozinho poderia interagir com membranas lipídicas. 

Nesse ensaio, o dano da membrana plasmática foi estimado aproximadamente com base na 

quantidade de produto gerada pela atividade de fosfolipase após tratamento de lipídio 

4N3OBA (substrato) com o fragmento Ctn [15-34]. Na sua CIM contra C. albicans, mas sem 

as células, pode ser observado um grande aumento proporcional na atividade de fosfolipase 

em comparação com os lípidos não tratados ou tratados com apenas com a concentração 

subinibiória do peptídeo (Figura 3). O lipídeo 4N3OBA (substrato) é freqüentemente utilizado 

em estudos para avaliar a atividade enzimática de frações e substâncias isoladas de venenos 

de cobra (COTRIM et al., 2011) 

Após o teste com os lipídios sintético (4N3OBA), foi então utilizado um peptídeo 

marcado com fluoresceína, o FITC-Ctn-[15-34] a 10 μM para estudar a interação do peptídeo 

com células de C. albicans por citometria de fluxo. Nesta avaliação, PI foi novamente 

utilizado para monitorizar a perturbação da membrana da célula de levedura pelo peptídeo 

(Figura 16). Enquanto o peptídeo interagiu com as células nos primeiros 30 minutos de 

incubação, o que foi observado pela fluorescência verde associada às leveduras, demorou uma 

hora de tratamento para observar danos pronunciados da membrana de C. albicans (aumento 

da fluorescência vermelha associada à célula). Este conjunto de experimentos foi derivado de 

um trabalho anterior (FREIRE et al., 2015), onde utilizaram a citometria de fluxo para 

examinar a permeabilização das células bacterianas com um PAM ao longo do tempo. 

Por último, o estudo da via de morte celular de C.albicans foi também investigada por 

citometria de fluxo usando marcadores para necrose e apoptose (Figuras 17 e 18). Embora 

AMB e Ctn[15-34] promovessem principalmente a necrose das células vivas restantes, nas 

suas respectivas CIMs em 24 horas, a morte celular por necrose causada pelo peptídeo poderia 

já ser distinguida em concentrações sub-inibitórias em comparação com o fármaco polieno. 

Apesar de não ter sido realizado estudo para avaliar a formação de espécies reativas de 

oxigênio ROS em células de Candida tratadas com Ctn[15-34], vários estudos demonstraram 

que a entrada de peptídeos antimicrobianos em células de Candida resultou no acúmulo de 

(ROS) levando à necrose celular (MAURYA et al., 2011; MAURYA et al., 2013). 
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 O desenvolvimento de novos modelos antifúngicos tem sido objeto de estudo em 

todo o mundo. Aqui foi demonstrado que em conjunto, Ctn e seus fragmentos, 

particularmente Ctn [15-34], são uma alternativa promissora, sozinhos ou combinados com 

anfotericina B, para o tratamento de doenças fúngicas.  
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho teve o objetivo de determinar o perfil de atividade antifúngica 

de Ctn e seus fragmentos Ctn [1-14] e], avaliar qual o possível mecanismo de ação do Ctn 

[15-34] contra C. albicans. Para isso, foram estabelecidas uma serie de metodologias e diante 

dos resultados obtidos podemos concluir que: 

- O Ctn apresentou um potencial terapêutico limitado devido à sua baixa 

seletividade, conforme já descrito em estudo anterior. O fragmento Ctn[1-14], que foi inativo 

previamente contra bactérias e células cancerosas, apresentou atividade contra leveduras, mas 

tem uma atividade intermédia anti-levedura. E o Ctn[15-34] aparece como a molécula mais 

promissora para o desenvolvimento de um novo agente terapêutico para candidíases 

invasivas, uma vez que apresentou boa atividade contra cepas de leveduras e baixa toxicidade 

frente a células eucarióticas saudáveis. 

- As crotalicidinas apresentaram efeito sinérgico quando associadas a AMB contra 

cepas de C. albicans. De modo que os desempenhos relativamente modestos de Ctn e Ctn[1-

14] podem ser melhorados quando associados com AMB, que tem sua dose ativa quatro vezes 

reduzida quando associada aos peptídeos.  

- A atividade antilevedura do Ctn[15-34] merece destaque também devido aos 

perfil seletivo desse peptídeo, que apresentou muito menor citotoxicidade renal e atividade 

hemolítica do que a AMB. Além disso, a sua longa meia-vida no soro e a sua poderosa 

sinergia com AMB conferem ao Ctn[15-34] destaque entre os peptídeos testados.  

- O Ctn [15-34] promove o rompimento da membrana celular de C. albicans, tal 

como outros PAMs. Além disso, a via de morte celular de C. albicans detectada após o 

tratamento com peptídeos foi a necrose, o que confirmou ainda mais a capacidade de dano da 

membrana celular por Ctn [15-34]. 

- O Ctn [15-34] demonstrou ser um candidato valioso para o futuro 

desenvolvimento de um antifúngico derivado de peptídeo, que pode ser utilizado sozinho no 

tratamento de candidíases invasivas, ou como adjuvante combinado com o antibiótico padrão, 

a AMB.  
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7 PERSPECTIVAS 

 

Esta pesquisa abre a perspectiva para vislumbrar novos caminhos a fim de 

aperfeiçoar o novo modelo terapêutico aqui reportado, sempre considerando os principais 

problemas associados aos fármacos convencionais: o desenvolvimento de resistência das 

cepas após tratamento, e os severos efeitos adversos associados ao uso de algumas drogas.  

Em relação ao desenvolvimento de resistência das cepas de Candida tratadas com 

os peptídeos, já foram iniciado ensaios, utilizando técnicas de biologia molecular, a fim de 

estabelecer o perfil de expressão dos genes que conferem resistência aos fármacos 

convencionais após o tratamento com as crotalicidinas.  

Uma outra frente de trabalho envolve a realização de estudos de microscopia 

visando estabelecer a rota de sinalização do Ctn[15-34] a fim de determinar qual é o alvo 

intracelular do peptídeo. Os ensaios de microscopia, além de completar as informações a 

cerca do mecanismo de ação do Ctn[15-34], podem trazer ainda mais informações sobre o 

potencial biotecnológico do peptídeo. 

 Ainda sobre a atividade do Ctn[15-34], faz-se necessário a realização de estudos 

de toxicidade e atividade modulatória in vivo. Alguns modelos vêm sendo pensados, e alguns 

estudos estabeleceram a relação entre a alta titulação de citocinas citolíticas com os efeitos 

citotóxicos associados ao uso de fármacos por longos períodos. Esses experimentos 

associados a analise histopatógica dos tecidos pode ser um modelo utilizado para avaliar a 

toxicidade do Ctn[15-34].  

Além do que já foi citado, é preciso destacar que os dados preliminares da ação 

das crotalicidinas sobre Cryptococcus sp. indicam que essa abordagem também é promissora. 

Logo, estudos voltados para estabelecer o perfil de sensibilidade com um numero maior de 

cepas, bem como estudos da ação combinada de drogas e peptídeos devem ser encaminhados 

o quanto antes.  
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ANEXO I 

 

 

Insights into the candidacidal mechanism of Ctn[15-34] as revealed by multiparametric 

flow cytometry  

Insights sobre o mecanismo de ação candidicida do Ctn[15-34] revelado por 

citometria de fluxo multiparamétrica. 
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Abstract 

Ctn[15–34], its fragment of Crotalicidin, a cathelicidin from a South American rattlesnake, 

and have shown candidicidal activity against clinical strains of Candida sp. We now report 

the anti-fungal activity of Ctn[15–34] and characterize the possible mechanisms of action 

against Candida albicans. To characterize the anti-Candida activity of Ctn[15-34] were 

performed the phospholipase activity assay, time killing assay, and flow cytometry 

techniques.The plasmatic membrane damage was roughly estimated based on the amount of 

product generated by phospholipase activity after treatment of 4N3OBA lipid (substrate) with 

Ctn[15-34];  At 10 μM a big increase in phospholipase activity could be noticed compared to 

non-treated and treated lipids at 5µM. Analysis of the time killing assays of cells treated with 

Ctn [15-34] and AMB, showed that they did not reduce the number of CFUs in the same 

fashion, which suggested that Ctn[15-34] and AMB could have different mechanisms of 

action against C.albicans. Ctn[15-34] alone promoted cell membrane disruption, like other 

AMPs, in yeasts. Moreover, the C. albicans cell death pathway detected after the peptide 

treatment was necrosis, which further confirmed cell membrane damage capacity by Ctn[15-

34]. The Ctn [15-34] is a valuable candidate for further development as an antifungal 

therapeutic peptide lead, particularly against yeast infections where it could be usedfully 

applied either alone or in combination with a standard antibiotic such as AMB. 

 

Key words: antimicrobial peptides/candidacidal mechanism/crotalicidin/pathogenic 

eukaryotes/therapeutic peptides/flow cytometry 
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Introduction 

Systemic fungal infections have drastically increased over the past three decades due 

to the rising immunocompromised population as a result of transplantation, cancer 

chemotherapy, steroid therapy and, HIV infection3. The major fungal pathogens include 

Candida species. C. albicans is normally a commensal organism in humans, but when the host 

is unable to mount an adequate immune response, it results in mucosal, cutaneous or invasive 

mycosis. The introduction of new systemic antifungal agents during the past decade has 

revolutionized the treatment of invasive mycoses. However, with these new therapies comes a 

need for increased awareness of the limitations in their spectrum of activity, 

pharmacokinetics, and risk for pharmacokinetic drug interactions4. Amphotericin B (AMB) 

has also been commonly used to treat serious fungal infections. Nevertheless, resistance to 

AMB B is slowly developing in selected Candida species and there are significant side effects 

associated with its use, including nephrotoxicity5. Although, recent antifungal agents, 

including the peptide-based agents6-8, micafungin9 and caspofungin10, have been developed 

but their clinical utility is limited by their potential sensitivity to proteases, bioavailability, 

toxicity to host cell and high cost. In this context, increase the importance of continued 

development of new antifungal agents.  

Host defense peptides or cationic antimicrobial peptides (AMPs) are emerging as 

potential therapeutic antifungal agents, primarily because the development of resistance to 

them is very low11.  Though it has been well established that AMPs alter the cell membrane 

function through increased permeability, it is not a sole mode of action and more subtle 

mechanisms determine the specificity and toxicity of the peptides12.   

In previous studies, cathelicidin precursors from the venom glands of South American 

pit vipers were reported1. Ctn[15–34] is a fragment of a vipericidins—i.e., crotalicidin (Ctn) 

from the South American rattlesnake Crotalus durissus terrificus— that presents anti-
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bacterial and anticancer activities of Ctn, with low toxicity to healthy eukaryotic cells2. More 

recently we demonstrated the antifungal activities of Ctn[15–34] on different opportunistic 

yeast and dermatophyte strains. Ctn[15–34], were less toxic and more active against yeasts 

than AMB13. In this study We describe the killing kinetics and Insights into the candidacidal 

mechanism of Ctn[15-34] on C. albicans clinical strain. 

 

Materials and Methods/Experimental Procedure 

Peptides. Ctn[15-34] (KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF-amide) was prepared by solid phase 

synthesis, purified by HPLC and characterized by mass spectrometry analysis, as previously  

described (referencia). Before deprotection of all radical groups, a 1.1 equivalent of FITC was 

added to the resin and left overnight for the completion of coupling. For all experiments, 1 

mM peptide stock solutions were prepared in deionized water and stored at 4 ºC for up to six 

weeks.  

 

Phospholipase activity. Ctn[15-34] was mixed with reaction buffer (10 mM Tris-HCl, 10 mM 

CaCl2, 100 mM NaCl, pH 8.0) containing 4-nitro-3-octanoyloxy-benzoic acid (2 mM 

4N3OBA,). Absorbance at 425 nm was read after 0, 10, 20, 30, 40 minutes of incubation at 37 

ºC. 

 

Fungi. The Candida albicans strains used in this study were kindly donated by Santa Casa de 

Misericordia Hospital at Sobral (Ceara, Brazil). Their identification were confirmed with 

CHROMagar-Candida (CHROMagar Company, Paris, France) in a VITEK 2 automated 

system (BioMerieux, Marcy-l'Étoile, France) with YST card. These strains were grown on 
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Sabouraud agar plates at 30 ºC for 48 h. Inoculum suspensions were prepared by picking and 

suspending five colonies in 5 mL of sterile PBS (phosphate 35 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4). 

The resulting suspensions were transferred to sterile tubes, and heavy particles were allowed 

to settle. The turbidity of the conidial spore suspensions was measured at 600 nm and was 

adjusted to obtain an appropriate inoculum. 

 

Antifungal assays. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of Ctn [15-34] against the 

fungal strains were determined by the broth microdilution method, based essentially on 

documents M27-A314 for yeasts from the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). 

Determination of these MICs for all Candida albicans strains were performed in 96-well 

microtiter plates (E & K Scientific, Santa Clara, CA, USA). The peptide stock solutions were 

used to make two-fold serial dilutions with RPMI 1640 medium to a final volume of 100 

µL/well. Subsequently, 100 µL of fungal suspension, containing 2 × 106 cfu/mL (equivalent 

to 0.5 in the McFarland’s scale), in RPMI were added to each well. Final peptide 

concentrations ranged from 0.0195 to 40 µM. Amphotericin B (AMB; Sigma Chemical, St. 

Louis, MO, USA) was used as a standard antibiotic (positive control) against yeasts. MIC was 

defined as the lowest peptide concentration at which no fungal growth was visually observed 

after 48 h at 30 ºC. 

 

Synergism detection assays. The antifungal activity of Ctn[15-34] when combined with AMB 

was determined by the checkerboard technique, a method used to estimate drug interaction by 

calculating the Fractional Inhibitory Concentration (FIC) index. In 96-well microtiter plates, 

50 µl of fungal suspensions (with 2 × 106 cfu/mL ≈ 0.5 in the McFarland’s scale) in RPMI 

medium were added to wells containing one of the peptides and AMB in the same final 

concentration ranges (0.0195-40 µM peptide, 0.0312-16 µM AMB) previously used for the 
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MIC determination. Cells treated with either peptide or AMB alone, at their respective MIC 

values, along with untreated fungal suspensions were used as controls. After 48 h incubation 

at 30 ºC, results were visually observed and the FIC index (FICI) was calculated as FICI = 

FICP + FICA, where “P” represents peptide (Ctn[15-34]) and “A” AMB. FICP, in turn, was 

calculated as the MICP (combined)/MICP (alone) ratio, while FICA was calculated as the 

MICA (combined)/MICA (alone) ratio. Drug interaction was classified as synergism if FICI ≤ 

0.5; no interaction when 0.5 < FICI ≤ 4.0; and antagonism if FICI > 4.013. The synergistic 

effect of Ctn [15-34] with AMB, was demonstrated in Candida cells by flow cytometry using 

propidium iodide (PI) as a viability marker. Cells treated with Ctn [15-34] and AMB alone, at 

their respective MIC combined values, for 4 h and 24 h. Flow cytometry was performed via a 

FACS, Calibur flow cytometer (Becton–Dickinson, San Jose, CA, USA). The synergistic 

effect of Ctn[15-34] with AMB was further evaluated with C. albicans  cells by flow 

cytometry. Fungal suspensions containing 2 × 106 cfu/mL (≈ 0.5 in the McFarland’s scale) in 

RPMI  were treated with Ctn[15-34] (0.31 µM) and AMB (0.5 µM), either alone or combined, 

for 4 h and 24 h. After these incubation periods, cells were washed and propidium iodide (PI) 

at a final concentration of 1.49 μM was added to the yeasts as a viability marker. C. albicans 

cells were then run in a  FACSCalibur flow cytometer (Becton–Dickinson, San Jose, CA, 

USA) and 10,000 live events were analyzed with the Cell Quest software (Becton-Dickinson). 

Cells without treatment were used as controls and experiments were carried out in triplicate.  

 

Time kill assay. C. albicans cells (~1 × 106 CFU/ml) were inoculated in RPMI-1640 medium 

containing Ctn[15-34] (10 μM), or AMB (2 μM). The tubes were incubated (30 °C; 200 rpm), 

and 100 μl aliquots were removed at predetermined time points (0, 2, 4, 6, 8, 12, and 24 h). 
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The aliquots were serially diluted (10-fold) in saline and plated on YEPD agar plates. The 

numbers of colonies were counted after incubating the plates at 30 °C for 48 h. 

 

Ctn[15-34] - C. albicans interaction assay by flow cytometry analysis. C. albicans cells (∼1 

× 106) were first harvested at the logarithmic phase and suspended in RPMI-1640 medium. 

Next, these yeasts were incubated at 30 °C with FITC-labeled Ctn[15-34] at MIC and 0.5MIC 

values, for 0, 0.5, 1, 2, and 4 h... After each incubation period, cells were harvested by 

centrifugation and re-suspended in phosphate buffered saline (PBS). These yeasts were then 

run in a FACSCalibur flow cytometer (Becton–Dickinson) and 10,000 live events were 

analyzed with the Cell Quest software (Becton-Dickinson). Cells without treatment or treated 

with PI (1.49 μM) were used as controls and experiments were carried out in triplicate. 

  

Analysis of necrotic and apoptotic markers. C. albicans cells were treated at 30 oC with 

Ctn[15-34] or AMB, at their respective MIC and 0.5MIC values, for 0, 0.5, 1, 2, 4, 12 and 24 

h. After each treatment period,  these yeasts were incubated with 7-actinomycin D (7-AAD) 

and Annexin V by using the PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen™) to 

assess cellular integrity and the externalization of phosphatidylserine (PS), according to the 

manufacturer´s protocol. The cells were then run in a FACSCalibur flow cytometer (Becton–

Dickinson) and 10,000 live events were analyzed with the Cell Quest software (Becton-

Dickinson). Yeasts without treatment were used as controls and experiments were carried out 

in triplicate. 
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Results  

Ctn[15-34] and FITC-labeled Ctn[15-34] 

The peptides Ctn[15-34] and its FITC-labeled analogue were prepared as C-terminal amide 

forms by solid-phase syntheses with high purity (> 95% by HPLC) and with the respective 

molecular weights of 2371.10 and 2729.41, as obtained by LC-MS. The peptide stock 

solutions at 1mM with deionized water did not show signs of degradation for at least 6 weeks 

at 4°C. 

 

Anti-fungal activity and killing kinetics   

Initially, the MICs of Ctn[15-34] and AMB against standard and clinical isolates of C. 

albicans were determined (Table 1) not only to confirm our previous findings 13 but also to 

set up a basis for the subsequent studies. Based on these Ctn[15-34] and AMB found MICs 

for both strains, the time kill (killing kinetics) assays were next performed to evaluate 

C.albicans death profile when treated with these drugs over time. Results displayed in Figure 

1 showed that both drugs could inhibit the growth of C.albicans in agar plates after 8 hours of 

treatment at their MICs. However, while Ctn[15-34] quickly reduced the number of colony 

forming units between 0 and 4 h and slowly between 4 and 8 h, AMB profile was the opposite 

(slow reduction during the first 4 hours and a fast decrease between 4 and 8 h).    

 

Ctn[15-34] display synergy with AMB against clinical strains of C. albicans 

Drug interaction studies between Ctn[15-34] and AMB were also re-checked in vitro by the 

checkerboard dilution assay against the above C. albicans strains. According to the MICs 

results, concentrations of AMB at sub-inhibitory values together with Ctn[15-34] at well-

below (more than a log) their MICs could inhibit the growth of both C. albicans strains. This 

drug interaction that is classified as a synergism could be further observed by flow cytometry 



107 

 

using the clinical C. albicans strain and propidium iodide (PI) as a viability marker (cells start 

losing their viability as PI staining increases) (Figure 2). In Figure 2A, Ctn[15-34] alone at 

0.31 µM was not enough to allow PI staining of C. albicans cells (green line) and results were 

similar to untreated cells (black line). When AMB at 0.5 µM was used instead (Figure 2B), 

25% (± SEM) of 10,000 remaining live cells (red line) showed an increased fluorescent signal 

related to PI staining (arrow) compared to untreated cells. Moreover, when Ctn[15-34] and 

AMB are associated at these later concentrations (Figure 2C), a (significant) 10% increase in 

fluorescent signal (35 ± SEM %) could be observed in these PI stained yeasts (blue line), 

compared to cells treated with only the polyene drug. 

 

Measurement of phospholipase activity 

 Since PI is an impermeable nucleic acid fluorescent dye which can only enter the cells with 

compromised membrane permeability and phospholipid plasmatic membrane disruption is the 

main mechanism of action of most antimicrobial peptides, our next step was to evaluate 

whether Ctn[15-34] could elicit phospholipase activity. Enzymatic activity generated after 

treatment of 4N3OBA (phospholipid) with Ctn[15-34] at 5 and 10 µM (equivalent to sub- and 

inhibitory concentrations to prevent C.albicans growth, but without the cells) was monitored 

at 425 nm wavelength. The highest phospholipase activity was observed with the 

phospholipid treated with 10 µM of Ctn[15-34] at all time points  compared to 4N3OBA 

treated with5 µM of peptide and non-treated treated phospholipids (Figure 3). 

 

C. albicans cell membrane disruption capacity by FITC-Ctn[15-34]  
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 This later result prompted us to investigate C.albicans membrane disruption capacity by the 

peptide. Using a FITC-labeled Ctn[15-34] at 10 µM, Figure 4 shows that up to the first 30 

minutes of incubation, the peptide interacted with C.albicans cells (green “FL1” fluorescence) 

but it did not cause much membrane damage because of low PI staining (red “FL2” 

fluorescence). Therefore, the fluorescence ratio between FL1 and FL2 had a comparatively 

higher median. However, after 1 hour incubation, the peptide-C.albicans interaction provoked 

a more noticeable yeast cell membrane damage due to the increase in PI fluorescent signal 

and, thus, the ratio between FL1 and FL2 decreased. 

  

Analysis of necrotic and apoptotic markers.   

Finally, we verified the main C .albicans cell death pathway induced by Ctn[15-34] and 

compared with the death pathway triggered by AMB after treatment at sub- and inhibitory 

concentrations for 12 and 24 h (Figure 5). As depicted in Figure 5A, AMB mainly promoted 

necrosis, which can be observed especially after treatment at 2 µM for 24h (14.8% of the 

remaining live cells – upper left quadrant), but it could also kill some of these C.albicans cells 

(5.4% - lower right quadrant) by apoptosis. Meanwhile, in Figure 5B, Ctn[15-34] apparently 

showed that there were more cells going through apoptosis than necrosis at both treated 

concentrations for 12 hours . However, by 24 hours of incubation, the percentage of cells 

going through apoptosis almost disappeared while there was a great increase of C.albicans 

yeasts committed to necrosis after Ctn[15-34] treatment, remarkably at 10 µM (17.87%). 

 

 

 

Discussion  
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The search and the development of new anti-fungal agents are urgent due to the potential drug 

resistance surge and spread, especially in Candida spp. strains that cause invasive candidiasis, 

the most prevalent systemic mycoses worldwide. Previously, the in vitro anti-fungal activity 

of Ctn[15-34] against standard and clinical isolates of Candida species was reported. Ctn[15-

34] showed good activity against Candida spp. strains, and much lower toxicity to healthy 

eukaryotic cells, such as human kidney-2 (HK-2) cell lineage, than AMB13. In this follow-up 

study, we presented insights into the candidacidal mechanism of Ctn[15-34] using a clinical 

strain of Candida albicans, the most common yeasts found in invasive mycosis.  

After the MICs (Table 1) from both standard and clinical C.albicans strains were confirmed 

with our previous study13, time killing assays were next performed to evaluate Ctn[15-34] and 

AMB capacities over time to prevent C.albicans growth on agar plates. Although both drugs 

could inhibit any yeast growth after 8 h of treatment, they did not reduce the number of CFUs 

in the same fashion (Figure 1), which suggested that Ctn[15-34] and AMB could have 

different mechanisms of action against C.albicans. With that in mind, the checkerboard assays 

were re-tested to corroborate with our earlier findings13 that, when used together, the peptide 

and AMB could potentiate the anti-fungal effect of each other. The combination of antifungal 

agents can play an important role in the management of candidiasis when clinical failure with 

standard drug dosing is observed. Our results demonstrated that Ctn[15-34] acted 

synergistically (FICI ≤ 0.5) with AMB at lower concentrations than their respective MICs 

against C. albicans strains (Table 1). It has been shown that many natural and synthetic 

antimicrobial peptides act synergistically with peptide or non-peptide antibiotic15. 

Additionaly, these checkerboard results were demonstrated by flow cytometry. After 24 h of 

incubation, the remaining live cells were analyzed with PI as a viability marker and results 

(Figure 2) showed that the dye stained more cells when C.albicans yeasts were treated with 

Ctn[15-34] and AMB together than with the polyene drug alone. Although flow cytometry 
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methods for antimicrobial/anti-fungal susceptibility tests have not been standardized yet, they 

have been used for more than 20 years and their quantifiable results are equivalent to the data 

obtained with the CLSI methods16. Moreover, flow cytometry can provide quicker results than 

the traditional protocols (2-6 h compared to 24-72 h in the case of microdilution methods, for 

example), which can have a tremendous impact on a patient clinical outcome 17. Previous 

publications and studies have shown that flow cytometry worked for the testing of Candida 

albicans and fluconazole, caspofugin or amphotericin B16,18, and similar results were 

previously obtained with AMB at sub-inhibitory concentrations when incubated with 

acteoside, a glycoside, against an ATCC C. albicans strain19. Herein, this flow cytometry and 

the remaining assays were performed with a patient-isolated C. albicans strain because of the 

clinical importance of finding new anti-fungal agents, or combinations, in the management of 

systemic candidiasis when failure with standard drug therapy can be observed. 

Before proceeding with further flow cytometry experiments, we turned our attentions back to 

Ctn[15-34]. Since AMPs, including cathelicidins, interact with the negatively charged 

bacterial and fungal phospholipids and induce membrane disruption20, a rapid test was carried 

out to verify whether Ctn[15-34] alone could interact with a (phospho)lipid. In that assay, 

plasmatic membrane damage was roughly estimated based on the amount of product 

generated by phospholipase activity after treatment of 4N3OBA lipid (substrate) with Ctn[15-

34]. At its MIC against C.albicans, but without the cells, a big increase in phospholipase 

activity could be noticed compared to non-treated and treated lipids at 5µM (Figure 3). The 

4N3OBA lipid (substrate) is often used in studies to evaluate the enzymatic activity of 

fractions and substances isolated from snake venoms21-22. 

After the above screening method, a FITC-labeled Ctn[15-34] at 10 µM was then used to 

study the interaction of the peptide with C.albicans cells by flow cytometry. In this 

evaluation, PI was used again to monitor yeast cell membrane disruption by the peptide 
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(Figure 4). While the peptide interacted with the cells in the first 30 minutes of incubation, 

which was noticed by the green fluorescence associated to the yeasts, it took an hour of 

treatment to observe pronounced C.albicans membrane damage (increased cell-associated red 

fluorescence). This set of experiments was derived from a previous work by Freire and 

colleagues (2015)23 where they used flow cytometry to examine bacterial cell 

permeabilization with an AMP over time. 

Last but not least, C.albicans cell death pathway was also investigated by flow cytometry 

using markers for necrosis and apoptosis (Figure 5). Although both AMB and Ctn[15-34] 

promoted mostly necrosis of the remaining live cells at their respective MICs by 24 hours, the 

necrotic cell death caused by the peptide could be already distinguished at sub-inhibitory 

concentrations compared to the polyene drug. Several studies demonstrated that entry of the 

antimicrobial peptides in Candida cells resulted in accumulation of reactive oxygen species 

(ROS) leading to cell necrosis24-25.  

In conclusion, this study shed some light on the anti-Candida activity of Ctn[15-34] with the 

help of flow cytometry techniques. Time killing assays showed that Ctn[15-34] could inhibit 

the growth of C. albicans after the same incubation period as AMB at their respective MICs. 

When peptide and the polyene drug were used together, synergism was observed. In addition, 

Ctn[15-34] alone promoted cell membrane disruption, like other AMPs, in yeasts. Moreover, 

the C. albicans cell death pathway detected after the peptide treatment was necrosis, which 

further confirmed cell membrane damage capacity by Ctn[15-34]. 
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Figure Legends 

Figure 1. Time kill kinetics of C. albicans by Ctn[15-34] and AMB at their respective MICs. 

Assay was performed in triplicate and RPMI-1640 medium with 2% MOPS and incubated at 

30 °C for 24 h. Samples were withdrawn at the indicated times and evaluated for colony 

forming units (CFUs). 

Figure 2. Synergism detection after Ctn[15-34] and/or AMB treatment of C. albicans cells for 

24 h and PI staining (A) Ctn[15-34] at 0.31 µM, (B) AMB at 0.5 µM , (C) Ctn[15-34]  at 0.31 

µM + AMB  at 0.5 µM (Representative histograms and mean percentage values were from 

three independent experiments, each with 10,000 live events). 

Figure 3. Phospholipase activity (Absorbance arbitrary units, mean ± SEM with n =3) at 

different time points after phospholipid treatment with 0 (NT), 5 (MIC/2) and 10 (MIC) µM 

of Ctn[15-34]. 

Figure  4. FITC-Ctn[15-34]/PI fluorescence ratio (mean ± SEM, n =3) after C.albicans (yeast) 

treatment with peptide at 10µM for 0 (NT), 0.5, 1, 2 and 4 hours. 

Figure 5. Cell death pathway detection after treatment of C.albicans cells with (A) AMB or 

(B) Ctn[15-34] at sub- and inhibitory concentrations for 12 and 24 h. Markers used for 

necrosis and apoptosis were 7-AAD and Annexin V PE, respectively (Representative flow 

cytometry scattering graphs and mean percentage values were from three independent 

experiments, each with 10,000 live events).  

Table 1.  MICs of the Ctn[15-34] and AMB either alone or combined against clinically 

isolated strains of C. albicans. 
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Table 1. MICs of the Ctn[15-34] and AMB either alone or combined against clinically isolated strains of C. albicans  

 C. albicans LABMIC0108  C. albicans LABMIC0107  C. albicans ATCC90028 

Crotalicidina/ 

AMB 

CIM (µM)  

alone 

CIM (µM)  

together 

FICIa CIM (µM) 

 alone 

CIM (µM) 

together 

FICIa CIM (µM) 

alone  

CIM (µM) 

together 

FICIa   

Ctn[1-14] 40 0.007 0.25 (S) 20 0,31 0.26 (S) 40 1,25 0.28 (S) 

AMB 

 

2 0.5 2 0,5 1 0,5  

Ctn[15-34] 20 0.31 0.26 (S) 20 0.31 0.26 (S) 20 1,25 0.31 (S) 

AMB 

 

2 0.5  2 0.5  1 0.5  

Ctn  20 0.31 0.26 (S) 20 0.31 0.26 (S) 40 1,25 0.28 (S) 

AMB 

 

2 0.5  2 0.5  1 0.5  

 

a FICI = Fractional inhibitory concentration index  

S = Sinergy 
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Figure 1. Time kill kinetics of C. albicans by Ctn[15-34] and AMB at their respective MICs. 

Assay was performed in triplicate and RPMI-1640 medium with 2% MOPS and incubated at 

30 °C for 24 h. Samples were withdrawn at the indicated times and evaluated for colony 

forming units (CFUs).  
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Figure 2. Synergism detection after Ctn[15-34] and/or AMB treatment of C. albicans cells for 

24 h and PI staining (A) Ctn[15-34] at 0.31 µM, (B) AMB at 0.5 µM , (C) Ctn[15-34]  at 0.31 

µM + AMB  at 0.5 µM (Representative histograms and mean percentage values were from 

three independent experiments, each with 10,000 live events). 
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Figure 3. Phospholipase activity (Absorbance arbitrary units, mean ± SEM with n =3) at 

different time points after phospholipid treatment with 0 (NT), 5 (MIC/2) and 10 (MIC) µM 

of Ctn[15-34]. 
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Figure  4. FITC-Ctn[15-34]/PI fluorescence ratio (mean ± SEM, n =3) after C.albicans (yeast) 

treatment with peptide at 10µM for 0 (NT), 0.5, 1, 2 and 4 hours. 
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(B) AMB (C) Ctn[15-34] 

1µM/12h 

1µM/24h 

2µM/12h 

2µM/24h 

Figure 5. Cell death pathway detection after treatment of C.albicans cells with (A) AMB or (B) 

Ctn[15-34] at sub- and inhibitory concentrations for 12 and 24 h. Markers used for necrosis and 

apoptosis were 7-AAD and Annexin V PE, respectively (Representative flow cytometry 

scattering graphs and mean percentage values were from three independent experiments, each 

with 10,000 live events).  
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ANEXO II 

 

 

Anti-fungal activity of Ctn[15–34], the C-terminal peptide fragment of crotalicidin, a 

rattlesnake venom gland cathelicidin 

Atividade antifúngica do Ctn[15-34], fragment da porção C-terminal da 

crotalicidina, uma catelicidina de veneno de serpente 
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