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RESUMO

Nos ultimos anos, tem sido relatado um aumento na incidéncia de infeccdes sanguineas
causadas por fungos Candida spp., bem como por bactérias Staphylococcus aureus, estando
relacionados a alta morbidade e mortalidade entre pacientes hospitalizados. Diante disso, faz-
se necessaria a busca por novas opgdes terapéuticas e, nesse contexto, os tensoativos derivados
de aminoacidos, tem se destacado por suas caracteristicas biodegradaveis e seu potencial
antimicrobiano. Nesse estudo foi realizada a avaliacdo da atividade antimicrobiana de dois
produtos sintetizados quimicamente, derivados da fenilalanina-arginina (LPAM) e do
triptofano-arginina (LTAM), pelo Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC)
frente a cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol e a cepas de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA), na forma planténica ¢ em biofilme formado, bem como seus provaveis
mecanismos de acdo, utilizando técnicas de citometria de fluxo, e docagem molecular para
avaliar sua interagdo com enzimas de S. aureus. Os compostos foram avaliados também sob
parametros ADMET, considerando absorg¢ao, distribui¢do, metabolismo, excregdo, toxicidade
com a finalidade de prospectar seu potencial para desenvolvimento de novos farmacos. A
avaliagdo do efeito antimicrobiano foi realizada com os produtos testados isoladamente,
utilizando o teste de microdilui¢do em caldo. Em cepas de Candida spp. resistentes ao
fluconazol foi analisada a interacdo com a anfotericina B, através do Calculo da Concentracio
Inibitéria Fracionada (FICI). As cepas utilizadas apresentaram CIM para os produtos LPAM ¢
LTAM que variaram de 8,12-16,24 pg/mL para Candida spp e MRSA. Quando combinado
com anfotericina B, observou-se uma acfo sinérgica em todas as cepas de Candida spp.. Em
relacdo a atividade anti biofilme, os produtos apresentaram atividade frente a biofilme de
Candida spp. resistente a fluconazol e ndo apresentaram atividade frente a biofilme de MRSA.
Os ensaios de citometria indicaram que os produtos LPAM e LTAM isolados causam reducao
na viabilidade celular de Candida spp. e de MRSA, causam alteracdo do potencial de membrana
de Candida spp., produgio de espécies reativas de oxigénio e externalizagdo de fostatidilserina
em Candida spp. e dano ao DNA reduzido em Candida spp. e significativo em MRSA. Nos
ensaios in silico foram evidenciadas ligagdes moleculares do tipo pontes de hidrogénio
principalmente com o DNA e através dos ensaios ADMET concluiu-se que os compostos

LPAM e LTAM sdo principios ativos farmacolégico promissores contra agentes microbianos.

Palavras-chave: Candida spp., Staphylococcus —aureus, tensoativos, resisténcia a

medicamentos, biofilme.






ABSTRACT

In recent years, an increase in the incidence of blood infections caused by caused by Candida
spp. as well as Staphylococcus aureus, being related to high morbidity and mortality among
hospitalized patients. Therefore, it is necessary to search for new treatments, and, in this
context, due to toxicological and environmental concerns, the amino acid-based surfactants
have attracted special attention for its biodegradable characteristics and its antimicrobial
potential. This study was evaluated the antimicrobial activity of two chemically synthesized
products, derived based on phenylalanine-arginine (LPAM) and tryptophan-arginine (LTAM),
by the Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) against Candida spp. resistant
to fluconazole strains and methicillin- resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains, in the
planktonic form and in the formed biofilms, as well as their probable mechanisms of action,
using flow cytometry techniques and molecular docking to evaluate their interaction with
enzymes of S. aureus. The compounds were also evaluated under ADMET parameters,
considering absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity in order to explore their
potential for the development of new drugs. The evaluation of the antimicrobial effect was
carried out with the tested products, using the broth microdilution test. The interaction with
amphotericin B against Candida spp. resistant to fluconazole strains was analyzed through the
Fractional Inhibitory Concentration Calculation (FICI). The strains used presented MIC for
LPAM and LTAM products that ranged from 8.12-16.24 pg/mL for Candida spp and MRSA.
When combined with amphotericin B, a synergistic effect was observed in all strains of
Candida spp. Regarding anti biofilm activity, the products showed activity against Candida spp
biofilm and show no activity against MRSA biofilm. Cytometry analysis indicated that LPAM
and LTAM products cause a reduction in the cell viability of Candida spp. and MRSA, cause
alteration of the membrane potential of Candida spp., production of reactive oxygen species
and externalization of phosphatidylserine in Candida spp. and reduced DNA damage in
Candida spp. and significant in MRSA. /n silico assays revealed the existence of molecular
bonds such as hydrogen bonds and through ADMET assays it was concluded that LPAM and

LTAM compounds are promising pharmacological active principles against microbial agents.

Keywords: Candida spp., Staphylococcus aureus, Surface-active agents, Drug Resistance,
biofilm.
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1 INTRODUCAO

Fungos do género Candida, bem como bactérias S. aureus fazem parte da microbiota
humana ¢ se tornam patogénicos quando ocorre uma queda no sistema imune do hospedeiro,
podendo causar infec¢des surperficiais ou sistémicas. Nos tltimos anos, associado ao aumento
de individuos imunocomprometidos, como pacientes com cancer, transplantados, infectados
com HIV e crescimento da populacdo idosa, houve um incremento na prevaléncia de infeccoes
oportunistas causadas por esses microorganismos (LEE ef al., 2021; PATERNINA-DE LA
OSSA et al., 2018)

Infeccdes fungicas afetam cerca de 80 % da populacdo mundial ¢ anualmente,
género Candida causa cerca de 400.000 infec¢des sanguineas, com taxa de mortalidade
excedendo 40 % (BROWN et al., 2012). Candida albicans continua sendo a espécie mais
encontrada, porém nas ultimas décadas houve um aumento na incidéncia de espécies ndo-
albicans, como: C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata (DU et al., 2020). De acordo com o
programa de vigilancia antimicrobiana, SENTRY ,no periodo de 1997- 2016, um total de 20
788 isolados de Candida spp. coletados na América do Norte, Europa, America Latina e Asia,
46,9% foram C. albicans, 18,7 % C. glabrata 15,9 % , C. parapsilosis ¢ 9,3 % C. tropicalis,
sendo encontrado também outras espécies de Candida (PFALLER et al., 2019).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria comensal, presente em cerca de 30% da
popula¢do mundial ¢ um dos principais patégenos humanos, com uma elevada taxa de
mortalidade, em virtude de sua elevada capacidade de desenvolver resisténcia a varios
medicamentos (PATERNINA-DE LA OSSA ef al., 2018). A detecgdo do gene mecAd e
resistencia a cefaloxina caracteriza cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que estdo
associados a infecgdes hospitalares com taxa de mortalidade de 20%, caracterizando um sério
problema de saude publica com elevados custos hospitalares (CAVALCANTE e al.,2017). De
acordo com o SENTRY, no periodo de 1997 a 2016, de um total de 191.460 isolados de S.
aureus coletados na América do Norte, Europa, America Latina ¢ Asia,, 77.146 (40,3 %) foram
MRSA (DIEKEMA er al., 2019).

Com relacdo a infecgdes por Candida sp em hospitais no Brasil, atualmente, o
fluconazol é uma das principais drogas de escolha para o tratamento de candidemia, por conta
de estar relacionado a poucos efeitos colaterais e a um baixo custo (OLIVEIRA et al., 2014;
PAUL et al., 2020). Em relacdo ao tratamento de infecgdes por MRSA ¢ principalmente dado

seguimento com a utilizacdo de glicopeptideos, como vancomicina. Porém, nos tltimos anos
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tem se relatado um aumento na incidéncia de cepas resistentes ao tratamento convencional
(HASSOUN;: LINDEN:; FRIEDMAN, 2017).

A problematica envolvida com a incidéncia dessas infecgdes estd associada ao fato de
que fungos do género Candida, bem como S. aureus resistente a meticilina sdo capazes de
desenvolver mecanismos de resisténcia contra os principais antimicrobianos utilizados na
pratica clinica, além de formar biofilme, cuja estrutura confere prote¢ao contra antimicrobianos
¢ sistema imunologico do hospedeiro (LEE ez al., 2021; ROSSATO et al., 2020).

Diante do exposto, faz-se necessaria a busca por novas opgdes terapéuticas com
atividade frente a esses patogenos, alcancando assim sucesso terapéutico, reduzindo a taxa de
mortalidade ¢ os custos hospitalares.

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse pelo estudo de surfactantes, cujas
moléculas sdo capazes de modificar interagdes interfaciais, tendo muitas aplicagdes na industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética e téxtil. O estudo de surfactantes cationicos derivados de
aminoacidos representa a busca por moléculas com atividades antimicrobianas e com baixo
custo e baixo impacto ambiental (PINAZO et al., 2016).

Sob o contexto da prospeccdo de moléculas que atuem nas membranas celulares, nesse
estudo foram utilizadas duas moléculas, LPAM e LTAM, quimicamente sintetizadas pela Profa.
Dra. Loudes Perez, do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), tendo como
objetivo avaliar sua atividade antimicrobiana frente a cepas planctonicas e em biofilme formado
de Candida spp resistente ao fluconazol e S. aureus resistente a meticilina, avaliando também
o possivel mecanismo de acdo desses compostos utilizando técnicas de citometria de fluxo.
Técnicas de docagem molecular foram aplicadas para avaliar o potencial desses compostos
frente a cepas de S. aureus resistente a meticilina e para avaliar o potencial no desenvolvimento

de novos farmacos foram utilizadas técnicas ADMET.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Candida

A descoberta de fungos do género Candida se deu em 1839 por Langenbeck ao observar
Candida albicans em aftas bucais em paciente com tifo. Esses fungos pertencem ao filo
Ascomycota, sdo leveduras pleomorficas, possuindo a capacidade de assumir diferentes
morfologias como blastoconideos e pseudo-hifas ou hifas verdadeiras. Fungos do género
Candida fazem parte da microbiota humana e podem ser isoladas em diversos sitios anatdmicos.
Na boca, por exemplo, cerca de 20 a 50% dos dentes saudaveis sdo colonizados por Candida
spp. podendo ser encontrados também na pele, mucosas do trato gastrointestinal, geniturinario,
¢ vaginal de individuos imunocompetentes. No entanto, esses fungos sdo oportunistas podendo
assim se tornar virulentos quando as defesas imunoléogicas do hospedeiro estdo comprometidas
(BRUNKE et al., 2016; ZOMORODIAN et al., 2011).

Esses microorganismos podem causar infec¢des nosocomiais na corrente sanguinea ¢
até o ano 2000, Candida spp. era o quarto patdogeno mais comum nos Estados Unidos e na
Europa, com a taxa infecgdo de 0,20-0,38 casos por 1000 admissdes hospitalares (MESINI et
al., 2020). Apesar de Candida albicans ter a maior incidéncia nos casos (54%), tem-se relatado
na ultima década um aumento no isolamento de Candida ndo-albicans como C.tropicalis, C.
glabrata, C. parapsilosis e C. krusei (MESINI ef al., 2020)(SHAHABUDIN; AZMI, 2020).
Além dessas, uma nova espécie foi identificada pela primeira vez no Japao, em 2009, e seus
casos tem aumentado nos ultimos anos, Candida auris tem chamado atencdo pela sua
resisténcia aos principais antifungicos disponiveis: azolicos, equinocandinas e polienicos
(SATOH et al., 2009).

As espécies de Candida podem causar infeccdes localizadas, a exemplo da candidiase
orofaringea, vulvovaginite, ou sist€émica, podendo causar uma candidemia, afetando
principalmente pacientes em estado grave necessitados de cuidados intensivos. Essa condi¢do
¢ um sério problema de saude publica, tendo impactos elevados tanto em relagdo aos cuidados
da satde quanto as altas taxas de mortalidade associadas a esse fator (PFALLER;

CASTANHEIRA, 2016).
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Em estudo realizado por DA SILVA e colaboradores (2019), foi avaliado no periodo de

Janeiro de 2015 a Julho de 2016, em um hospital do Nordeste do Brasil,os fatores de risco para

incidéncia de candidemia em pacientes da UTI, identificando como os principais: uso de cateter
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venoso central,ventilagdo mecanica e tubo nasoenteral. Esse estudo avaliou 1573 admissdes,
das quais 67 foram positivas para candidemia.

Diante da pandemia causada pelo COVID-19, muitos pacientes com essa patologia
internados em UTI se encontram expostos a muitos fatores de risco a candidemia, como
antibidticos, corticosteroides, cateteres venosos e dialise (RICHARDSON ef al., 2020). Nesse
contexto, um estudo realizado por NUCCI e colaboradores (2021) num hospital terciario da
cidade do Rio de Janeiro, avaliou em dois periodos a incidéncia de candidemia: de Janeiro de
2019 a Fevereiro de 2020 (sem COVID-19) e Marco a Setembro de 2020 (com COVID-19),
relatando um aumento no niimero de casos de candidemia coincidindo com o inicio da admissao
de pacientes com COVID-19, com 9 dos 25 casos de candidemia ocorrendo em pacientes com
COVID-19. Demonstrou-se também que no segundo periodo avaliado houve uma incidéncia
de candidemia de 7,44 por 1000 admissdes enquanto no primeiro periodo houve 1,54 por 1000

admissoes.

2.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

A descoberta da bactéria Staphylococcus aureus ¢é relatada em 1880, pelo cirurgido
Alexander Ogston, na Escocia, ao investigar pacientes com tlceras. Essa bactéria pertence ao
género Staphylococcus. Na coloracido de Gram ¢ revelada como gram positivo, medindo cerca
de 0,8 um de diametro, organizado em “cordao de uvas” quando visto no microscopio
(EDWARDS; MASSEY, 2011; GARDETE; TOMASZ, 2014).

Staphylococcus aureus (S. aureus) sdo patdgenos humanos responsaveis por doencas
infecciosas graves como: intoxicacdo alimentar, endocardite, osteomielite, bacteremia,
pneumonia letal, infec¢des de pele e tecidos moles. Essas bactérias podem ser classificadas
como Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) e Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA) (ANDRADE et al., 2020).

Dois anos ap6s advento da penicilina (1940), o primeiro antibiotico utilizado na pratica
clinica, relatou-se a incidéncia de bactérias produtoras de beta-lactamase. indicando assim a
resisténcia ao antibiotico pelo S. aureus, dificuldado o tratamento (GUO et al., 2020). Em 1961,
a meticilina comecou a ser usada para cepas resitentes a penicilina, porém logo foi detectada a
resisténcia de cepas a meticilina, e clinicamente essa resisténcia foi identificada pela detecgio
do gene mecA e resisténcia a cefoxitina. O gene mecA codifica proteinas de ligacdo a penicilina
(PBP-2A), que estdo associadas a diminui¢do da afinidade com a maioria das penicilinas

semissintéticas responsavel por este tipo de resisténcia bacteriana (ALGAMMAL et al., 2020).
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Este gene ¢ transportado em um elemento genético mével (MGE) denominado Staphylococcal
Cassette Chromosome mec (SCCmec), estando assim relacionado o surgimento de cepas
resistentes a meticilina a aquisi¢do e inser¢do desses genes nos cromossomos das cepas
sensiveis. (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Esses microorganismos estdo associados a uma importante causa de infeccdes
nosocomiais, com taxa de mortalidade de aproximadamente 20 %. Pacientes colonizados com
MRSA atuam como transmissores silenciosos, ¢ por esse motivo a triagem de pacientes ¢
identificacao de fatores de risco para infecgdo por MRSA se faz importante na sua admissao de
pacientes nos hospitais, reduzindo assim as taxas de infeccdo e os custos hospitalares
(CAVALCANTE et al., 2017). Na figura 2 esta exposto alguns fatores de risco para infecgdes
por MRSA.

Um estudo realizado por PATERNINA-DE LA OSSA ¢ colaboradores ( 2018) avaliou
pacientes admitidos no hospital universitario no Brasil, no periodo de janeiro de 2012 a
dezembro de 2016, identificando 279 casos de infeccdes por S. aureus. Considerou os seguintes
fatores de risco para infec¢des nosocomiais por MRSA: hospitalizacdo anterior, cirurgia, uso

de cateteres ou outros dispositivos invasivos, infeccdo prévia ou colonizacdo por MRSA.

Figura 2 - Fatores de risco para infeccdes por MRSA
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2.3 Epidemiologia

2.3.1 Candida spp.

A epidemiologia de espécies de Candida esta relacionada a fatores como, por exemplo,
idade do paciente. Nos ultimos anos, tem-se relatado que avango na assisténcia médica e
cirargica afeta a epidemiologia de candidemias (POISSY ef al., 2020).

Um estudo realizado por Mesini e colaboradores (2020) avaliou a incidéncia de
candidemia em um hospital escola na cidade de Génova na Italia, no periodo de Janeiro de 2012
a Dezembro de 2016. Neste periodo foi relatado um aumento na incidéncia de candidemia na
regido e as principais espécies de Candida isoladas foram: C. albicans (47,4 %), C. parapsilosis
BL,5 %), C. glabrata (8,5 %) e C. parapsilosis (6,4 %), e outras espécies (6,2 %).
Demonstrando assim o aumento na incidéncia de C. ndo albicans na regido.

Um estudo realizado Yabunaka e colaboradores (2021) avaliou a incidéncia de casos de
candidemia no periodo de 2014 a 2018, num hospital escola na cidade de Sao Paulo, sendo
documentados 27 casos, dos quais pode-se avaliar 23 casos. A taxa de incidéncia de candidemia
foi de 0,88/1000 admissdes. As espécies isoladas foram Candida albicans (85,2 %), e, dentre
as C. ndo-albicans: Candida tropicalis (7.4 %), Candida parapsilosis (3,7 %) e Candida spp.
(3,7 %).
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Da Silva e colaboradores (2019) realizaram um estudo em 2019, analisando o periodo
de Janeiro de 2015 a Julho de 2016, em um hospital do Nordeste do Brasil, em que foi avaliada
incidéncia de espécies Candida nos pacientes assistidos na regido. Houve 60 casos de
candidemia documentados, dos quais Candida nio-albicans foi responsavel por 36 casos (60
%) e Candida albicans por 23 casos (38,4 %), em um caso foi identificado a presenca de mais
de umaespécie.

Em relagdo a nova cepa Candida auris, os primeiros dois casos no Brasil foram relatados
em dezembro de 2020. Os pacientes colonizados por C. auris estavam na mesma unidade de

terapia intensiva de COVID-19 na cidade de Salvador (DE ALMEIDA et al., 2021).

2.3.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Nos ultimos anos, houve o aumento da incidéncia de cepas de MRSA na comunidade e
ndo mais apenas em ambientes hospitalar, ndo sendo mais assim um patégeno nosocomial. Em
1980 relatou-se a primeira vez a incidéncia dessa cepa de MRSA associado a comunidade (CA-
MRSA). Essas cepas sdo geneticamente diferentes da MRSA associado a hospitais (HA-
MRSA) e sdo resistentes a menos antibidticos ndo beta-lactamicos, possuindo uma versao
menor de SCCmec e produzindo uma citotoxina chamada leucocidina Panton-Valentine (PVL)
(LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

Em 1987, no Rio de Janeiro foi reportado o primeiro isolado de MRSA no Brasil, e a
partir deste ano o clone epidémico brasileiro (BEC) ¢ outros clones pandemicos se tornaram
epidémicos no Brasil. Esses clones tem a capacidade de tranferir genes relacionados a
resisténcia a multiplas drogas, contribuindo assim para o surgimentos de cepas de MRSA mais
resistentes e patogénicas (ANDRADE et al., 2020).

Um estudo realizado por Rana ¢ colaboradores (2021), analisou a frequéncia de
infec¢des adquiridas na UTI em pacientes com COVID-19 no periodo de maio de 2020 a abril
de 2021, em dois hospitais tercearios referencia para casos de COVID 19 em Lahore. Neste
estudo foi calculada a frequéncia de infecgdes por 1000 dias na UTI em 90 pacientes, sendo
isolado 4 (22,22 %) casos de MRSA no periodo em analise. A incidéncia de MRSA em
pacientes na UTI ¢ causa de complicacdo no tratamento e sabe-se que infec¢des do trato
respiratorio superior causadas por MRSA ¢ responsavel pelo aumento no nivel de mortalidade

em pacientes em UTIL
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2.4 Patogénese

2.4.1 Candida spp.

Candida spp. ¢ um fungo pleomorfico que existe na microbiota normal de seres
humanos e animais, ¢ pode se tornar oportunista, quando ha um comprometimento no sistema
imunolégico do hospedeiro, podendo provocar infecgdes letais. Geralmente, essas infeccdes
sdo causadas por cepas enddgenas, que vivem comensalmente no organismo. Porém,
contaminacdo exdgena pode ocorrer através de profissionais da saude em hospitais ou mesmo
por dispositivos médicos contaminados, por exemplo. Esse microorganismo pode causar
infeccdes na mucosa de individuos saudaveis e infeccdes sistémicas especialmente em
pacientes imunossuprimidos (MBA; NWEZE, 2020; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A patogénese ¢ um processo que envolve caracteristicas do hospedeiro ¢ da cepa. A
infeccdo se estabelece com a invasdo do patogeno, sua multiplicagdo e sobrevivéncia ao sistema
imunolégico do hospedeiro, podendo alcancar a corrente sanguinea e se estabelecer em
diferentes o6rgdos do corpo (MBA; NWEZE, 2020; SIDRIM; ROCHA, 2004).

A patogénese do género Candida ¢ um processo que envolve muitos mecanismos
relacionados ao hospedeiro ¢ ao microorganismo. Infeccdes de pele e mucosas estdo
relacionadas a mudancas na hidratagdo, pH, concentracdo de nutrientes, etc. Enquanto as
infecgdes sistémicas estdo reacionadas a uma imunossupressdo ou redugdo da microbiota
normal de pacientes internados em unidades de terapia intensiva ou expostos a antibidticos de
amplo espectro (MBA; NWEZE, 2020; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Em relacdo ao género Candida as seguintes caracteristicas estdo relacionadas ao seu
poder patogénico: capacidade de crescer a 37 °C; formacdo de estruturas filamentosas, como
hifas e pseudo-hifa, representando dificuldade a fagocitose, que corresponde ao principal meio
de defesa do organismo; producdo de metabolitos. Em infeccdes graves sdo encontrados
elevada quantidade de leveduras; produgdo de enzimas como lipase ¢ proteinase; variacdo
fenotipica, formagdo de biofilme, resisténcia antifungica. Esses fatores podem promover uma
imunossupressdo com consequente desenvolvimento de uma infecgdo e evolucdo cronica
(SIDRIM; ROCHA, 2004)(MBA; NWEZE, 2020).

Nesta tese serdo destacadas a capacidade de formacdo de biofilme, bem como a

resistencia antifingica de cepas de Candida spp.

2.4.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina
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S. aureus ¢ um microorganismo comensal ¢ um patégeno oportunista, podendo
colonizar o hospedeiro sem prejudica-lo, porém pode romper suas defesas e invadir tecidos ¢
orgaos profundos, causando infecgdes superficiais ou profundas, em ambientes comunitrios
ou hospitalares (BALASUBRAMANIAN et al., 2017).

Este microorganismo ¢ um patdégeno intracelular, o que contribui para persisténcia
bacteriana, protecdo contra antibidticos e evasdo das defesas imunologicas. A invasdo e
sobrevivéncia deste microorganismo no hospedeiro esta relacionada aos seus fatores de
viruléncia, como: secre¢do de produtos génicos envolvidos na motilidade, adesdo, secrecdo de
toxina e evasdo de defesa do hospedeiro (BALASUBRAMANIAN et al., 2017).

Sdo capazes de aderir as células do hospedeiro ou a matriz extracelular, fator
determinante na formacdo de biofilmes, produzem moléculas de fibrinogénio, fibronectina,
colageno ¢ da enzima coagulase. Em relagdo a capacidade de evasdo da defesa do hospedeiro,
produzem toxinas esfoliativas, a toxina da sindrome do choque toéxico (TSST) e os
polissacarideos capsulares,os fatores relacionados com a invasdo na célula do hospedeiro e a

penetracdo nos tecidos, como hemolisinas (BALASUBRAMANIAN ez al., 2017).

2.5 Biofilme

Os cuidados de saude foram revolucionados pelo uso de dispositivos médicos como
cateteres implantados, valvulas cardiacas, marcapassos cardiacos, lentes de contato. Contudo,
somado a isso, detectou-se a capacidade de alguns microrganismos aderirem nestes dispositivos
formando estruturas chamadas biofilme, aumentando a taxa de morbidade e mortalidade dos
pacientes. Isto por que infecgdes associadas a biofilme sdo mais complexas e com tratamento
mais dificil, visto que os microorganismos agrupados na forma de biofilme produzem uma
estrutura chamada matriz, formada por um material polimérico aderente extrecelular,
conferindo aos microorganismos caracteristicas fenotipicas associadas a presenca no biofilme
¢ protecdo. Essas caracteristicas tornam os microorganismos mais resistentes aos agentes
antimicrobianos ¢ a resposta imune do hospedeiro do que microorganismos plancténicos
(NETT; ANDES, 2020).

A formacdo de biofilme em cepas tanto do género Candida quanto de MRSA ¢ um
processo multifatorial. Inicialmente, ocorre adesdo das células a superficie, para posterior
formagdo de coldnias, onde havera a producao e secre¢do da substancia polimérica extracelular
(EPS). Esses componentes irdo permitir a maturagdo da matriz extracelular tridimensional.

Quando o biofilme esta formado ocorre o destacamento e disseminacdo de cepas do biofilme



30

que formardo novos biofilmes. Todas as fases de formacdo do biofilme sdo reguladas pelo
sistema de comunicagdo célula a célula, quorum sensing (QS) (CASCIOFERRO et al., 2021;
CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

Em relagdo a formacgao de biofilme de Candida spp., a adesdo que ¢ a primeira fase para
formagdo do biofilme é um processo mediado por adesinas, proteinas da parede celular que se
ligam a células epiteliais ou superficies abiodticas. Apos a adesdo ocorre 0 aumento no numero
de células e a produgdo de EPS. Vale ressaltar que cada espécie de Candida tera diferencas na
composicdo do biofilme, por exemplo, C. albicans forma uma densa estrutura de leveduras e
células filamentosas, enquanto C. parapsilosis forma uma estrutura compacta de leveduras e
pseudo-hifas, produzindo uma matriz extracelular menor. Em relacdo a C. tropicalis observa-
se um agregado de leveduras, raramente com a presenca de hifas, sendo mais resistentes ao
desprendimento do que biofilme de C. albicans (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018).

A primeira fase para formacao de biofilmes de MRSA, é mediado por componentes de
superficie que reconhecem moléculas adesivas (MSCRAMMSs). Apos adesdo, ocorre a secrecao
de EPS, como proteinas extracelulares, DNA extracelular, lipidios, polissacarideos ¢ ¢
consequente producdo da matriz extracelular composta especialmente pelo polissacarideo

intracelular adesina (PIA) (SILVA et al., 2021); (CASCIOFERRO et al., 2021).
2.6 Tratamento

2.6.1 Candida spp.

O arsenal antifingico para o tratamento de infeccdes causadas por Candida spp. é
bastante limitado, incluindo medicamentos com estreito esprectro de atividade ¢ graves efeitos
colaterais. Atualmente, as seguintes classes estdo disponiveis para o tratamento dessas

infecgdes: azolicos, polienicos, equinocandinas (figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo de acio principais antifingicos
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Adaptado de HOEHAMER et al., 2010

2.6.1.1 Azolicos

Os azolicos correspondem a classe que antifiingicos com mais drogas disponiveis. Seu
mecanismo de agio esta relacionado a capacidade de romper a membrana celular e se ligar ao
grupo heme no sitio ativo da enzima lanosterol 14 o - desmetilase do citocromo P450 (Ergl Ip),
enzima envolvida na biossintese do ergostero ergosterol, o maior componente esterol da
membrana fungica, andlogo ao colesterol das células animais, causando também o aciimulo de
esterol toxico, que também inibe o crescimento fingico (HOEHAMER ef al., 2010;
SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Classe dos azoélicos ¢ formada por imidazois (miconazol, econazol, clotrimazol ¢
cetoconazol) e triazois (fluconazol, itraconazol, voriconazol ¢ posaconazol), sendo os azois
caracterizados pela presenca de um anel imidazélico em sua estrutura molecular, com trés
atomos de carbono e dois de nitrogénio, enquanto os triazois possuem em seu anel azol dois
atomos de carbono e trés de nitrogénio (MAERTENS, 2004).

O fluconazol é uma das principais drogas de escolha nos hospitais brasileiros para o
tratamento de candidemia em virtude de seus poucos efeitos colaterais e baixo custo
(OLIVEIRA et al., 2014; PAUL et al., 2020).
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2.6.1.2 Poliénicos

Os poliénicos atuam na membrana fungica e se ligam ao ergosterol, abrindo canais
através da bicamada lipidica e consequente perda de ecletrdlitos, aminoacidos ¢ outras
substancias importantes do citoplasma, além de possuirem também efeito pro-oxidante,
causando dano oxidativo ¢ consequente morte do microorganismo (HOEHAMER ez al., 2010;
MEl et al., 2020).

Essa classe ¢ representada principalmente pela nistatina e pela anfotericina B, que possui
o uso limitado, estando relacionada a efeitos adversos como: nefrotoxicidade, insuficiéncia

renal e toxicidade relacionada a infusio MCCARTHY; O°’SHAUGHNESSY; WALSH, 2017)

2.6.1.3 Equinocandinas

Equinocandinas sdo representadas pela caspofungina, anidulafungina e micafungina,
hexapepetideos ciclicos acilados que atuam inibindo ndo competitivamente a 3 (1,3) — glucana
sintase, enzina fundamental na sintese de parede celular fingica. Dessa forma ndo ha a
formagdo de glucanos na parede e consequente morte celular (HOEHAMER ef al., 2010).

O uso da caspofungina é limitado na pratica clinica, por ser mal absorvida por via oral
¢ a administracdo por via intravenosa caracteriza um custo elevado e pode provocar reagoes

adversas como: febre, troboflebite ¢ toxicidade (MEI ef al., 2020).

2.6.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

O tratamento da bacteremia causada por MRSA ¢ realizado utilizando vancomicina ¢
daptomicina. Sendo a vancomicina um glicopeptideo, que atua inibindo a sintese da parede
celular e a daptomicina um lipopeptidico ciclico, que atua na membrana celular de bactérias,
causando despolarizacdo e consequente morte. Porém, existem limitacdes no tratamento com
tais drogas, por exemplo, a vancomicina possui baixa penetracdo nos tecidos, atividade
bactericina lenta e relatos de aumento na resisténcia e falha terapéutica. Em relacdo a
daptomicina, a resisténcia vancomicina em tratamento inicial pode-se estimular a resisténcia a
daptomicina em tratamento seguinte, além de sua administracdo ser apenas intravenosa ¢
impossibilidade de uso em pneumonia, pelo fato de ser inativada pelo surfactante pulmonar
(HASSOUN;: LINDEN:; FRIEDMAN, 2017).

O tratamento de bacteremias causadas por MRSA deve ser inicialmente empirico,
porém sua continuidade deve ser ajustada através de teste de sensibilidade a antibacterianos ¢

repeti¢do de culturas para confirmagao de sucesso terapéutico.
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2.7 Resisténcia aos antimicrobianos

2.7.1 Candida spp.

A resisténcia fungica pode ser caracterizada como resisténcia microbioldgica ou
resisténcia in vitro, resisténcia clinica ou resisténcia in vivo. A resisténcia microbiologica diz
respeito a ndo sensibilidade de um fungo a um agente antifiingico, podendo ser intrinseca,
quando o fungo ¢ previamente resistente a droga a exemplo de C. krusei (intrisecamente
resistente ao fluconazol) ¢ C. auris (possui elevados CIMs para azois, equinocandinas ¢
polienos); ou adquirida quando ¢ desenvolvida apos exposicdo a droga, estando envolvidas
nessa resisténcia as cepas MDR (multi drug resistence). Enquanto a resisténcia clinica esta
relacionada a falha no tratamento determinado apos teste de sensibilidade, tendo atividade in
vitro frente ao microorganismo (ARENDRUP; PATTERSON, 2017).

De modo geral, alguns fatores expostos na tabela 1 estio relacionados a resisténcia aos
antifungicos. Na tabela 2 esta exposto os principais mecanismos de resisténcia relacionados aos
antifungicos.

Um mecanismo de resisténcia diz respeito a mutacdes nos genes que codificam as
bombas de efluxo, ocorrendo assim a diminui¢do do acumulo de antifingicos na célula, visto
que as bombas de efluxo compdem a membrana de todos os organismos vivos, sendo
responsaveis por expulsar componentes das células (LEE ez al., 2021).

O fungo pode desenvolver uma diminui¢do na afinidade da droga pelo alvo, através de
mutacdo ou superexpressdo de gene responsavel pela codificacdo da enzima-alvo. O gene
ERGI1 codifica a lanosterol 14 —desmetilase e quando sofre mutacdo ocorre a diminuicdo da
capacidade de ligacdo do azol com o alvo. Em polienicos, o0 mecanismo de resisténcia esta esta
relacionado a mutagdo no gene ERG 2, 3, 6 e 11, causando a diminui¢do dos niveis de
ergosterol. Em equinocandinas, a mutacdo no gene FKS/ ¢ FKS2 promove a mudanga no alvo,
impedindo a ligacdo desse farmaco (LEE et al., 2021).

O cfeito paradoxal esta relacionado com modifica¢des no metabolismo de contrabalanco
de drogas ¢ ocorre quando células fiingicas sdo capazes de crescer em concentragdes muito
superiores ao CIM da droga. Algumas cepas de C. auris apresentam menor sensibilidade a
caspofungina em elevadas concentragdes da CIM, estudos mostram que essas cepas possuem
mutagdes no gene FKSI conferindo resisténcia as equinocandinas (KORDALEWSKA ef al.,
2018; VANSTRAELEN ef al., 2013).
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Tabela 1 - Fatores relacionados a resisténcia aos antifiingicos

* Reduc¢do do acumulo » Imunossupressao » Natureza fungistatica
de droga dentro da + Sitio de infecgdo * Dosagem
célula fungica « Severidade da infec¢do « Farmacocinética

* Diminuicao da + Inicio do tratamento » Interacdo com outras
afinidade da droga drogas

com seu alvo

» Modificacdo do
metabolismo de
contrabalanco no
efeito da droga

* Produgao de biofilme

Adaptado de (A.GANAVALLL 2018)

A formacéo de biofilme garante ao fungo maior prote¢do contra os agentes antifungicos,
visto que no biofilme ha uma expressdo aumentada de bombas de efluxo, sequestro de drogas
na matriz extracelular ¢ modificacdo da composicdo da membrana plasmatica (LEE et al.,

2021).

Tabela 2 - Mecanismos de resisténcia associado aos principais antifingicos

Classe

Azblicos Poliénicos Equinocandina

Mecanismo de | Mutacdo gene FRG | Mutacdo no gene | Mutagdo no gene

resistencia 11, superexpressdo | ERG 2, 3, 6 e 11. | FKSI e  FKS2.
de bombas de | Diminuicdo de | Diminui¢do ligagdo
efluxo ergosterol

Adaptado de (ARENDRUP; PATTERSON, 2017)
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2.7.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina

A evolugdo da resisténcia aos antibioticos em MRSA esta relacionado ao uso
inadequado e generalizado de antibidticos, uso de antibidticos como estimuladores de
crescimento em animais e facilidade com que MRSA pode cruzar barreiras geograficas por
viagens internacionais (WATKINS; HOLUBAR; DAVID, 2019).

A resisténcia de S. aureus a meticilina esta relacionada a aquisicdo de genes conhecidos
por mecA ou mecC, que se localizam no elemento genético moével chamado cassete
estafilococica mec do cromossomo (SCCmec), codificando uma proteina de ligacdo a penicilina
alterada (PBP2a ou PBP2’), com baixa afinidade a maioria dos beta-lactdmicos inclusive,
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. Existem treze tipo de SCCmec (SCCmec I-XIII),
dependendo da estrutura e genética (ROSSATO ez al., 2020).

Na tabela 3 estdo expostos os mecanismos de resisténcia associados aos principais

antibiodticos utilizados no tratamento de infecgdes por S. aureus.

Tabela 3 - Alguns mecanismos moleculares relacionados a resisténcia em S. aureus

Classe

Aminoglicosideo | Macrolideo Tetraciclina
Mecanismo de | Inativagdo Alteragdes no sitio | Prote¢do ribossomal
resisténcia enzimatica  pela | alvo do ribossoma | (tetM)

modificacdo da | (ermd4, ermB e | Bomba de efluxo

enzima erm(C)
aminoglicosideo Bomba de efluxo
(AMEs)

Adaptado de WATKINS; HOLUBAR; DAVID, 2019

2.8 Novas estratégias terapéuticas

Nos ultimos anos houve um aumento na incidéncia infeccdes associadas a producdo de
biofilme ¢ a isolados multiresistentes, representando um aumento na morbidade e mortalidade,
visto que o tratamento dessas infec¢des ¢ mais complexo. De acordo com o CDC, 1,7 milhdo
de infecc¢des hospitalares ocorrem anualmente, com total de 99.000 mortes e elevado custo para

a saude (FALK, 2019).
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Nesse contexto, faz-se necessaria a busca de novas opgdes visando o sucesso
terapéutico, surgindo assim o interesse pelo estudo dos surfactantes, que correspondem a
moléculas com caracteristicas capazes de modificar as interacdes interfaciais, ou seja, possuem
em sua estrutura um grupo com alta afinidade e outro com baixa afinidade pelo solvente. Essa
caracteristica faz com que essas moléculas possuam diversas aplicacdes na industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética e téxtil. As principais classes de surfactantes sao:
catidnicos, ani6nicos, anfotericos e nio id6nicos.

# Naio i6nico: ndo formam ions em solugdo aquosa.

¢ Anidnicos: ionizam-se em solucao aquosa, formando ions carregados negativamente.

¢ (Catidnicos: ionizam-se em solu¢do aquosa, formando ions carregados positivamente.

¢ Anfotéricos: ionizam-se em solu¢do aquosa, formando ions carregados negativamente
ou positivamente, dependendo do pH do grupo polar.

No entanto, vale salientar o impacto ambiental causado pelo amplo uso de surfactantes.
Relata-se que pela dificuldade de biodegradacdo, hd a formacdo de espumas em riachos e
estagdes de tratamento de aguas residuais, causando assim um desafio ambiental (COWAN-
ELLSBERRY et al., 2014).

Dessa forma, o estudo de surfactantes derivados de aminoacidos visa obter um menor
impacto ambiental, pois envolve o uso de matérias primas renovaveis. Esses compostos sdo
formados por um aminoacido como parte polar ¢ uma parte apolar, possuem atividade

antimicrobiana, sdo simples e de baixo custo (PINAZO et al., 2016).

2.9 Surfactante derivado de aminoacios

Surfactantes catidnicos derivados de aminoacidos sdo estruturalmente andlogos a
lipopeptideos, um agente antibacteriano convencional. Sdo moléculas anfifilicas com um ou
dois aminoacidos ligados a uma porcdo hidrofobica. Desse modo, possuem modo de acdo
semelhante a esse farmaco, interagindo com membranas celulares bacterianas, provocando o
rompimento da integridade da membrana ou de seu potencial eletroquimico (PINAZO ef al.,
2016) .

Nos ultimos anos tem-se destacado a busca por agentes antimicrobianos que atuem nas
membranas celulares, essenciais para a viabilidade celular. Desse modo, muitas pesquisas tem
sido empregadas no desenvolvimento de surfactantes que desregulam a membrana,
apresentando uma notavel atividade frente a bactérias e fungos (FALK, 2019; JOONDAN;
JHAUMEER-LAULLOO; CAUMUL, 2014)
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Nesse contexto, o grupo coordenado pela professora Loudez Perez sintetizou diferentes
surfactantes cationicos derivados de aminoacidos com potencial biomédico (DA SILVA et al.,
2020; PINAZO et al., 2016). Esses compostos tém atraido atengdo especial por serem
biodegradaveis e biocompativeis, podendo ser produzidos em larga escala seguindo os
principios da quimica verde (MORAN ez al., 2001). Além disso, o grande nimero de diferentes
aminoacidos permite a prepara¢do de multifuncionais surfactantes catiénicos que podem ser
adaptados para uma variedade de aplicacdes biomédicas.

Diante do potencial antifingico ¢ antibacteriano relatado na literatura, neste trabalho,
utilizamos dois novos surfactantes catidnicos com cabecas polares compostas por dois
aminoacidos: arginina-fenilalanina (LPAM) e arginina-triptofano (LTAM) (Figura 4)
sintetizados e cedidos Profa. Dra. Loudes Perez, do Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), cuja sintese foi descrita por Moreno ¢ colaboradores (2021). A atividade
antifungica destes novos surfactantes e sua associagdo com Anfotericina B (AMB) foi avaliada
contra cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol na forma plancténica e de biofilme, e
sua atividade antibacteriana foi avaliada frente a cepas de MRSA, tanto na forma planctonica
quanto em biofilme. Para estudar o modo de acdo, diferentes experimentos baseados em
citometria de fluxo foram realizados. Por fim foi avaliado seu potencial para o desenvolvimento

de novos farmacos utilizando técnicas ADMET.
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Figura 4 - Estrutura quimica dos surfactantes derivados de aminoaciodos. LPAM (A) e

LTAM (B).
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3 HIPOTESES

3.1. Os tesoativos cationicos LPAM ¢ LTAM apresentam atividade antifingica
frente a cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol isolados ¢ associados a anfotericina
B.

3.2. Os tesoativos cationicos LPAM e LTAM apresentam atividade frente ao
biofilme formado de cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol isolados e associados
a anfotericina B.

3.3. Os tesoativos cationicos LPAM e LTAM causam apoptose das células de
Candida spp..

3.4. Os tesoativos cationicos LPAM e LTAM nio apresentam atividade antifingica

frente a cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol

3.5. Os tesoativos cationicos LPAM e LTAM apresentam atividade frente a cepas
de S.aureus resistentes a meticilina, na forma plancténica e em biofilme.

3.6. Os tensoativos cationicos LPAM ¢ LTAM causam apoptose nas células de S.
aureus resistentes a meticilina.

3.7. Os tensoativos cationicos LPAM e LTAM interagem com proteinas bacterianas.

3.8. Os tesoativos catiénicos LPAM ¢ LTAM nio apresentam atividade frente a
cepas de S.aureus resistentes a meticilina.

3.9. Os tensoativos cationicos LPAM ¢ LTAM possuem um potencial para o

desenvolvimento de novos farmacos.
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4 OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade de dois tensoativos cationicos inéditos sintetizados a partir da
arginina frente a cepas clinicas de Candida spp. resistentes ao fluconazol e S. aureus resistente
a meticilina na forma plancténica ¢ biofilme.

4.2. Objetivos Especificos

4.2.1. Determinar a Concentrac¢do Inibitéria Minima (CIM) do LPAM ¢ LTAM
frente as cepas de Candida spp. na forma planctonica.

4.2.2. Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (SCIM) do LPAM e LTAM
em combinagdo com a anfotericina B frente cepas de Candida spp..

4.2.3. Avaliar a atividade do LPAM e LTAM isoladamente € em combinagdo com
anfotericina B frente a biofilme formado de Candida spp.

42.4. Avaliar o efeito citotoxico do LPAM e LTAM frente a células 1.929 de

mamiferos

4.2.5. Determinar a Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM) do LPAM e¢ LTAM
frente as cepas de S.aureus resistente a meticilina na forma planctonica.

4.2.6. Avaliar a atividade do LTAM ¢ LPAM frente a biofilme formado de S. aureus
resistente a meticilina.

4.2.7. Investigar o possivel mecanismo de acdo antifingico e antibacteriano do
LPAM e LTAM através de citometria de fluxo.

4.2 8. Verificar a interagdo do LPAM e LTAM com proteinas bacterianas através
de técnicas de docagem mocular.

429. Avaliar potencial do LPAM e LTAM para desenvolvimento de novos
farmacos, utilizando parametros ADMET como: absorcdo, distribuicdo, metabolismo,

excrecdo, toxicidade e farmacocitética.
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S METODOLOGIA

Figura S - Fluxograma da metodologia utilizada
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5.1 Microorganismos

Neste estudo, para avaliar a atividade antifiingica dos produtos em analise foram
utilizadas 7 cepas de Candida spp resistentes ao fluconazol, entre elas, 2 Cadida albicans, 3
Candida tropicalis e 2 Candida parapsilosis. Duas cepas de Candida ATCC (C. parapsilosis
ATCC® 22019™ e C. krusei ATCC® 6258™) foram utilizadas como controles. As cepas em
estudo estavam armazenadas na micoteca do Laboratorio de Bioprospeccdo de Moléculas
Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do Ceara (UFC) em Sabouraud caldo
(HiMedia, Mumbai, India) acrescido de glicerol (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil) e armazenadas
a— 20 °C. Inicialmente, foi realizada a reativacdo das cepas de Candida spp. Para tal foram
suspensas em caldo Sabouraud (HiMedia, Mumbai, India) ¢ incubadas por 24 horas a 35 °C.

No dia seguinte, para verificar a pureza das coldnias, as cepas foram repicadas em meio



42

cromogénico HiCrome Candida Differential Agar (HiMedia, Mumbai, India) e incubadas por
24 horas a 35 °C. Por fim, as cepas cuja pureza foram confirmada foram repicadas em
Sabouraud dextrose agar (HiMedia, Mumbai, India).

Para avaliagdo da atividade antibacteriana foram utilizadas 16 cepas de Staphylococos
aureus resistente a meticilina (MRSA) e 6 cepas de S.aureus sensiveis a meticilina (SASM)
Como controle, foram utilizadas 2 cepas de S.aureus ATCC, uma resistente (65398) e uma
sensivel a meticina (6538). Todas as cepas estavam armazenadas na bacterioteca do Laboratorio
de Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade Federal do
Ceara (UFC) em solucdo contendo caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, India), com alto
teor de glicose (Proquimios, Rio de Janeiro, Brasil) e glicerol (Dinamica, Sdo Paulo, Brasil)
armazenadas a baixas temperaturas (— 20 °C). Para reativacdo, as cepas foram suspensas em
1mL de caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, India) e incubadas por 24 horas a 35 °C. Por

fim, as cepas foram repicadas em Agar Mueller Hinton e incubadas por 48 horas a 35 °C.

5.2 Produtos

Neste trabalho, dois novos surfactantes catiénicos a base de aminoacidos, fenilalanina-
arginina (LPAM) e triptofano-arginina (LTAM) foram sintetizados pela equipe da Profa. Dra.
Loudes Perez, do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) e disponibilizados
ao Laboratorio de Bioprospeccdo de Moléculas Antimicrobianas (LABIMAN) da Universidade
Federal do Ceara (UFC) para avaliacdo de suas propriedades fisico-quimicas, antifiingicas ¢
antibiofilme. Os surfactantes a base de aminoacidos foram preparados usando um procedimento
quimico simples a partir de matérias-primas renovaveis, cuja sintese foi descrita por Moreno e
colaboradores (2021).

Fluconazol, anfotericina B, oxacilina ¢ vancomicina foram obtidas comercialmente da

Sigma Aldrich, USA.
5.3 Teste de sensibilidade antifiingica

5.3.1 Determinacio da Concentracgio Inibitéoria Minima (CIM) dos produtos isolados

O teste de sensibilidade a microdiluicdo em caldo foi realizado de acordo com o
documento M27-A3 utilizando caldo RPMI (pH 7,0) tamponado com 0,165 M MOPS (CLSI,
2008). Os testes foram executados em placas de poliestireno com fundo em chato, estéreis com
96 pocos. O preenchimento da placa foi da seguinte forma: coluna 1 utilizada como controle de

esterilidade, preenchida apenas com meio RPMI ¢ coluna 12 utilizada como controle de
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crescimento, preenchida com RPMI e indculo. Coluna 2 a 11 utilizada para realizagdo da
diluigdo seriada a fim de obter o intervalo desejado de concentracdo da droga em teste. LPAM
¢ LTAM foram solubilizados em DMSO e testados na faixa de 0,5 - 260 ug/mL, enquanto a
anfotericina B ¢ o fluconazol na faixa de 0,03-16 pg/mL e 0,125 a 64 ug/mL, respectivamente.
Para realizacdo do teste as cepas foram semeadas em Sabouraud dextrose agar (HiMedia,
Mumbai, India) incubadas por 24 horas a 35 °C. A partir dessas culturas foram preparados
in6culos de acordo com a escala 0,5 McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). E entao,
foram realizadas diluigdes seriadas em meio RPMI de modo a obter um inoculo final contendo
0,5-2.5 x 10° UFC/mL. O volume de 100 uL desse inoculo foi adicionado do pogo 2 ao 12 e as
placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas. Em seguida, os resultados foram lidos
visualmente, conforme recomendado pelo CLSI (2012). A concentragdo inibitéria minima
(CIM) foi definida como a concentracdo que inibiu 50 % do crescimento do fungo quando
comparada ao controle de crescimento livre de farmaco. C. parapsilosis ATCC 22019 e C.
krusei ATCC 6258 foram utilizadas como controle do teste. Os pontos de corte adotados para
o fluconazol e anfotericina B foram de acordo com o documento M27-S4, sendo considerada a
ocorréncia de resisténcia o CIM > 8 ng/mL (CLSI, 2012). Os testes foram realizados em

triplicata em dias diferentes.

5.3.2 Avaliaciio do sinergismo pela técnica de microdiluicio em caldo - checkerboard

Ap6s obter a CIM dos compostos puros para cada cepa individualmente, as interagdes
surfactante/AMB foram avaliadas pela técnica do checkerboard (ODDS, 2003). Nesta técnica,
concentracdes sub-MIC de LPAM e LTAM (0,016 - 8,12 png/mL) foram combinadas,
individualmente, com AMB (0,0005 - 0,25 pg/mL; 0,001 - 0,5 pg/mL), de modo a obter o maior
numero possivel de combinacdes entre as drogas.

Esta analise foi realizada a partir da determinacio do Indice da Concentracio Inibitéria
Fracionaria (FICI) o qual foi obtido pela soma do FIC de cada farmaco, encontrado pela relagio
entre 0 CIM de cada farmaco utilizado em combinacdo ¢ o CIM do mesmo farmaco utilizado
isoladamente. Os resultados obtidos foram classificados de acordo com os seguintes
parametros: FICI < 0,5: sinergismo; FICI > 4,0: antagonismo; 0,5 < FICI < 4,0: indiferente

(ODDS, 2003).

5.3.3 Analise de dados

Os testes de sensibilidade in vitro foram realizados em triplicata em dias diferentes. As

médias geométricas foram usadas estatisticamente para comparar os resultados do CIM.
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5.4 Avaliacao da atividade frente a biofilme fungico

5.4.1 Avaliacdo da atividade dos produtos isolados e associados a anfotericina B em

biofilme formado de Candida spp.
O efeito de LPAM, LTAM, LPAM + AMB, LTAM + AMB no biofilme formado de

espécies de Candida foi avaliado utilizandos 3 cepas de Candida spp. (1 Candida albicans, 1
Candida parapsilosis e C. tropicalis), todas pertencentes a micoteca do LABIMAN, que foram
inicialmente semeadas em agar Sabouraud dextrose a 35 °C por 24 h, em seguida, foram
suspensas em SmL de meio YNB ¢ reincubadas sob as mesmas condigdes. As células foram
centrifugadas (3000 g, 5 min) e lavadas com PBS por trés vezes, ajustadas de acordo como
padrdo 0,5 da escala de McFarland em meio RPMI e entdo 200 pL do inoculo preparado foi
adicionado em placas de 96 pogos de fundo chato e incubados a 35 °C por 24 h. Apos esse
tempo, o sobrenadante foi retirado e em seguida, os pocos foram lavados trés vezes com PBS,
para remocdo das células ndo aderentes podendo observar visualmente a formagao do biofilme
no fundo dos pocos.

O tratamento dos biofilmes formados foi realizado da seguinte forma: LPAM e LTAM
(CIM/ 4; CIM / 2; CIM; 2x CIM; 4x CIM; 10x CIM) para avaliar isoladamente cada produto e
para avaliar o sinergismo: LPAM ¢ LTAM (CIM/ 4; CIM / 2; CIM; 2x CIM; 4x CIM; 10x CIM)
+ AMB (CIM/4; CIM /2; CIM; 2x CIM; 4x CIM; 10x CIM), cada produto combinado a
anfotericina B , em meio RPMI. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24 h. A medic¢ao
da atividade metabdlica das células do biofilme foi avaliada usando o ensaio colorimétrico MTT
[brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio]. Todas as leituras foram realizadas
em um leitor de microplacas Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino
Unido) a 540 nm. Apoés incubagdo de 18 a 20 horas no escuro, o corante foi removido, 0s pocos
lavados 3 vezes com PBS e adicionado 200 pLL. DMSO. Apds 15 minutos, retirou-se 100 pL de
cada pogo e transferiu-se para uma nova placa. A leitura foi realizada em um leitor de
microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido) a 540 nm. A
reducdo de crescimento foi comparada ao pogo que corresponde a 100% de crescimento, livre
de farmaco (PIERCE ez al., 2008). Para avaliar a ocorréncia de sinergismo entre os produtos ¢
a anfotericina B foi realizado a metodologia do checkerboard para derivacio do Indice de
Concentragdo Inibitéria Fracionaria (FICI), como descrito por Ramage ¢ Wickes (2001). O

SCIM50% foi definido com a menor concentracdo de combinacdo das drogas necessaria para
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reduzir 50% do biofilme formado quando comparado ao controle (RAMAGE; WICKES, 2001).

Os ensaios foram realizados em triplicata em dias diferentes.
5.5 Ensaios de citometria de fluxo

5.5.1 Preparo de suspensées de células de Candida spp.

Neste ensaio foram utilizadas uma cepa de cada espécie (Candida albicans, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis). As cepas foram semeadas em dgar Sabouraud dextrose a 35
°C por 24 horas. Em seguida, as células foram suspensas em 5 mL de meio YPD, incubadas sob
as mesmas condicdes, e entdo, centrifugadas (3000 g, 5 min) e lavadas trés vezes com solugdo
salina 0,85%. Por fim, as células (~10° células/mL) foram ressuspensas em meio RPMI

(Vitrocell Embriolife, Sao Paulo, Brasil) (DA SILVA ef al.,2013; NETO et al., 2014).

5.5.2 Tratamento de células de Candida spp.

Fez-se necessario o tratamento inicial com os produtos e drogas avaliados para a
determinagdo da viabilidade celular, avaliagdo do potencial transmembrana mitocondrial,
deteccdo de espécies reativas de oxigénio e externalizacdo de fosfatidilserina. Para tal, as
células de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, todas resistentes ao fluconazol, foram
expostas ao LPAM e LTAM, isoladamente: MIC (8.12 pg/mL), 2xMIC (16.24 pg/ml), 4xMIC
(32.48 pg/ml),ao FLC (64 ng/mL) e a AMB (4 pg/mL), que foram usados como controle
negativo e de morte, respectivamente. As células tratadas foram incubadas a 35 °C durante 24
horas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em trés experimentos

independentes.

5.5.3 Determinacio da viabilidade celular em células de Candida spp.

Ap6s o tratamento supracitado, item 5.5.2, as células em analise foram marcadas com o
marcador iodeto de propideo (PI) ¢ analisadas por citometria de fluxo. Foram avaliados 10.000
eventos a cada experimento ¢ os restos celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al.,

2013).

5.5.4 Determinacio do potencial transmenbranico (Aym ) em células de Candida spp

Apos tratamento descrito no item 5.5.2, as células foram lavadas com tampao fosfato
salina (PBS) e incubadas com rodamina 123 (1 pg/mL) (Sigma, USA) a 37 °C por 15 min, no

escuro. Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas a 37 °C por
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30 min. A fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo. Foram avaliados 10.000
eventos a cada experimento e os restos celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al.,
2013; NETO et al., 2014).

5.5.5 Deteccao de Espécies Reativas de Oxigenio (EROS) em células de Candida spp.

Ap6s tratamento descrito no item 5.5.2, as células foram incubadas com H2DCFDA (20
puM) (Diacetato 2',7'- diclorodiidrofluoresceina) (Sigma, USA) por 30 min, no escuro, a 35 °C.
Em seguida, as células foram colhidas, lavadas, ressuspensas em PBS, e analisadas por
citometria de fluxo. Foram avaliados 10.000 eventos a cada experimento ¢ os restos celulares

foram omitidos da analise (DA SILVA ef al.,2013; NETO et al., 2014).

5.5.6 Determinacio da externalizacio de fosfatidilserina em células de Candida spp.

Ap6s tratamento descrito no item 5.2, as células foram centrifugadas e digeridas com
Zymolyase 20T (2 mg/mL) (Seikagaku Corporation, Japao) em tampao fosfato de salina (PBS)
(1 M pH 6,0) durante 2 h a 30 °C. Os esferoplastos das células foram ressuspensos em uma
solugdo contendo anexina V- FITC (Guava Nexin Kit, Guava Technologies, Inc., Hayward,
CA, USA) ¢ PI (Sigma, USA) na auséncia de luz e a 37 °C. Apo6s 20 min, a suspensdo foi
analisada por citometria de fluxo. Foram avaliados 10.000 eventos a cada experimento e 0s

restos celulares foram omitidos da analise (DA SILVA et al., 2013; NETO ef al., 2014).

5.5.7 Analise de dados

A analise foi realizada a partir da média + erro padrdo da média (E.P.M) de 3
experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre
as concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguidos pelo Student Newman Keuls (p < 0,05) utilizando o programa Prism,
versdo 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.6 Avaliacio citotoxicidade

5.6.1 Ensaio do cometa

O ensaio em cometa alcalino foi realizado como descrito por (MILOSHEV;
MIHAYLOV; ANACHKOVA, 2001). Para tal, as células de C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis, todas resistentes ao fluconazol, foram centrifugadas durante 5 min, lavadas com
agua destilada, e ressuspensas em tampao S (1M de sorbitol, 25 mM de KH>POs, pH 6,5). Em

seguida, aliquotas de aproximadamente 5x10* células foram adicionadas a agarose de baixo
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ponto de fusdo (37 °C) contendo Zymolyase 20T (2 mg/mL) e distribuidas sobre as laminas,
que foram cobertas com laminulas e incubadas durante 20 min a 30 °C. Tendo como objetivo
de reduzir a atividade enzimatica intracelular os ensaios foram feitos em uma camara fria (8 a
10 °C). As laminulas foram retiradas e as laminas incubadas em uma solu¢do (30 mM de NaOH,
IM de NaCl, 0,1% laurilsarcosina, 50 mM EDTA, pH 12,3) durante 1 h para lisar os
esferoplastos. As laminas foram lavadas trés vezes durante 20 min em cada uma solugdo (30
mM de NaOH, 10 mM de EDTA ¢ pH 12.4) para o desenrolamento do DNA e, em seguida,
submetido a eletroforese no mesmo tampao. A eletroforese foi realizada por 20 min a 0,5 V/
cm ¢ amperagem ajustada para 24 mA. Entdo, os géis foram neutralizados por submersao das
laminas em 10 mM Tris HCI pH 7.5 durante 10 min seguido por incubagdes consecutivas por
10 min em etanol 76 % e 96 %. Finalmente, as laminas foram secas a temperatura ambiente,
coradas com brometo de ectidio (1 mg/ mL) e visualizadas em microscopio de fluorescéncia.
Todos os procedimentos acima foram realizados no escuro para evitar danos adicionais no
DNA. A andlise foi feita a partir de imagens de 100 células selecionadas aleatoriamente (50
células de cada uma das duas laminas idénticas) para cada grupo experimental. A leitura foi
feita através de escores de acordo com o tamanho da cauda (de nido danificado - 0 a dano
maximo - 4), e o valor de indice de dano foi calculada para cada amostra de células. Assim, o
indice de dano variou de zero (completamente intacta: 100 células x 0) a 400 (com dano

maximo: 100 células x 4) (COLLINS, 2004).

5.6.1.1 Analise de dados

A andlise foi realizada a partir da média + erro padrdo da média (E.P.M) de 3
experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre
as concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguidos pelo Student Newman Keuls (p < 0,05) utilizando o programa Prism,
versdo 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

5.6.2 Inibiciio da proliferacio de células 1.929 usando o teste MTT

O ensaio de citotoxicidade foi realizado conforme descrito por (CAVALCANTI ez al.,
2009). As células 1.929, adquiridas através do Banco de Células do Rio de Janeiro da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil), foram cultivadas em condi¢des
padrio em meio essencial minimo com sais de Earle. Todos os meios de cultura foram

suplementados com 10 % de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100 pg/mL de penicilina e
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100 pg/mL de estreptomicina, e as células foram cultivadas a 37 °C com 5 % de COx. As células
foram cultivadas durante 2 dias antes do tratamento com as substincias teste.

O crescimento celular foi quantificado com base na capacidade das células vivas de
reduzir o corante amarelo MTT (Sigma-Aldrich) ao produto formazan roxo. As células foram
plaqueadas em placas de 96 pogos (0,3 x 10° células/poco) e os produtos (0,039 a 25 pg/mL)
dissolvidos em DMSO a 0,1 % foram adicionados a cada poco, seguido por incubagio por 24
horas sob condicdes de cultivo padrao. Em seguida, as placas foram centrifugadas e o meio foi
substituido por meio fresco (150 pL) contendo 0,5 mg/mL de MTT. Trés horas depois, o
produto MTT formazan foi dissolvido em 150 nL. de DMSO e a absorvancia foi medida usando
um leitor de placas multiplas (Spectra Count; Packard, Canad4). Os efeitos produtos foram
quantificados como a porcentagem de absorbancia de controle do corante reduzido a 595 nm.

O experimento foi realizado em duplicata e repetido trés vezes.

5.7 Avaliacao da atividade antibacteriana frente a cepas de S. aureus resistentes a

meticilina (MRSA)
5.7.1 Teste de sensibilidade antibacteriana

5.7.1.1 Determinac¢io da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) dos produtos isolados

O teste de sensibilidade a microdilui¢do em caldo foi realizado de acordo com o
documento M07-A10 (CLSI, 2015). Os testes foram executados em placas de poliestireno
defundo “chato”, estéreis com 96 pocos.

O preenchimento da placa foi da seguinte forma: coluna 1 utilizada como controle de
esterilidade, preenchida com o meio caldo Mueller Hinton (HiMedia, Mumbai, India) de cation
ajustado (CAMHB) e coluna 12 utilizada como controle de crescimento, preenchida com
CAMHB ¢ in6culo. Coluna 2 a 11 utilizada para realizagio da dilui¢do seriada a fim de obter o
intervalo desejado de concentragdo da droga em teste. LPAM e LTAM foram solubilizados em
DMSO e testados na faixa de 0.50 - 260 pg/mL, enquanto a oxacilina (Sigma-Aldrich Co. USA)
foi usada na faixa de concentraciio 0.25 - 256 ou 1- 1024 pg/mL e vancomicina 0.03-32 pg/mL.
Para realizagio do teste as cepas foram semeadas em agar Mueller Hinton e incubadas por 24
horas. A partir dessas culturas foram preparados inéculos de acordo com a escala 0,5
McFarland (Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Em seguida, 100 pL dessas suspensdes foram
colocados em 900 pl. de CAMHB e 5 pL foram adicionados em cada pogo da placa, com

excegdo dos pogos da coluna 1. As placas foram incubadas por 20 horas a 35 °C e, apds esse
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periodo, foi feita a leitura visual. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a
concentracdo que inibiu 99% do crescimento da bactéria quando comparada ao controle de
crescimento livre de farmaco. MRSA ATCC 65398 ¢ S. aureus ATCC 6538 foram utilizadas
como controle do teste. Os pontos de corte adotados para a oxacilina e vancomicina foram de
acordo com o documento M27-S4. Sendo considerada a ocorréncia de resisténcia o CIM > 32
pug/mL para vacomicina e CIM > 4 ng/mL para oxacilina (CLSI, 2017). Os experimentos

foram realizados em triplicata, além de serem utilizadas as cepas padrdes como controle.

5.7.1.2 Microscopia eletronica de varredura em células planctonicas

A avalia¢do da morfologia de MRSA na forma plancténica, tratada com os produtos
LPAM e LTAM, isoladamente, foi realizada por microscopia eletronica de varredura (MEV).
Esse ensaio foi realizado seguindo o protocolo de (BRAMBILLA ef al., 2017) com
modificacoes. Inicialmente, as Thermanox ® laminas (Thermo Fisher Scientific, Nova lorque,
Estados Unidos da América) foram tratadas com 100 uL de silano 2.5 %, para a fixacdo das
células na lamina,as que foram secas a temperatura ambiente por 2h e entdo foi feito um inéculo
em caldo TSB que continha cerca de 1,0x10® células/mL, previamente tratadas por 24h com
LPAM e LTAM isoladamente na concentracdo de CIM e CIM/4. Dessa forma, 150 pl da
suspensdo foram adicionadas as laminulas de vidro ja colocadas em uma placa de 12 pocos de
poliestireno. Foi realizada entdo a ctapa de fixacdo com glutaraldeido a 2,5 % em tampao
cacodilato de sodio 0,15 M , as placas foram incubadas overnight a 4 °C. Em seguida, as
amostras foram lavadas duas vezes com tampao cacodilato 0,15 M e foi realizada a ctapa de
desidratacéo alcodlica, utilizando concentracdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 80,90, 95, ¢
100 %), 2 vezes por 10 minutos cada concentragdo. Apds secagem a temperatura ambiente,
adicionou-se hexametildisilazano (Polysciences Europe, Alemanha) por 30 minutos e depois o
produto foi retirado e as laminulas foram secas em dessecador por 24h. As laminulas foram
recobertas com 10 nm de ouro (Emitech Q150T) e observadas em Microscopio Eletronico de
Varredura Quanta 450 FEG — FEI, em alto vacuo a 15 kV. As imagens obtidas foram
processadas com o software Photoshop (Adobe Systems, EUA).



50

5.8 Avaliacao da atividade frente a biofilme bacteriano

5.8.1 Avaliacio da atividade em biofilme formado de MRSA

A avaliacdo da atividade dos produtos em analise frente a biofilme formado de MRSA
foi realizada e para tal foi necessaria a formag@o do biofilme de isolados de MRSA em placas
de microtitulacdo de acordo com a metodologia de Brambilla e colaboradores (2017) com
algumas modificagdes. Dessa forma, utilizou-se 4 cepas de MRSA oriundas de amostras
clinicas e boas formadoras de biofilme pertencentes a bacterioteca do LABIMAN. As cepas
foram semeadas em Mueller Hinton Agar a 37 °C, 24 h. Em seguida, as cepas foram suspensas
em caldo TSB,1 % glicose e incubadas por 24h, em seguida, as amostras foram centrifugadas
a 2500 rpm por 5 minutos e lavadas com PBS, procedimento repetido 3 vezes. Foram feitos
indculos em caldo TSB a 0,5 da escala de McFarland (1x10%® células) e 200uL foram
adicionados a cada pogo ¢ a placa foi incubada a 35 °C por 48 h.

Os biofilmes formados foram tratados com os produtos LPAM ¢ LTAM, isoladamente,
nas concentragdes de CIM/4, CIM/2, CIM, 4xCIM, 16xCIM. Foi utilizado controle de 100 %
de crescimento (suspensdo de células em TSB 1 % sem os produtos). Para tal avaliacdo foi
adicionado 200 pL do produto nas determinadas concentragdes e incubado a 37 °C por 24 h.
Apo6s esse intervalo de tempo, os biofilmes foram lavados 3 vezes com PBS para entdo
verificagdo da viabilidade celular, utilizando o 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil tetrazolium
(MTT). Apos retirar sobrenadante, adicionou-se 100 pl. de MTT a cada pogo a placa foi
incubada por 18 a 20 h a 37 °C, no escuro. Em seguinda, o corante foi removido das placas, os
pocos foram lavados com PBS e adicionou-se 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) como
objetivo de dissolver o {E, Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-diphenylformazan} (sal de
formazan). Ap6s 15 minutos, homogeneizou e 100 pL foi transferido para uma nova placa de
96 pocos. A leitura foi realizada em um leitor microplaca Biochrom Asys UVM 340 (Biochrom
Ltd., Cambridge, Reino Unido) a 540 nm ¢ o crescimento foi comparado ao pog¢o que

corresponde a 100% de crescimento, livre de produto.

5.8.2 Analise de dados

A andlise foi realizada a partir da média + erro padrdo da média (E.P.M) de 3
experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre
as concentracdes usadas, os dados foram comparados por meio de analise de variancia
(ANOVA) seguidos pelo Student Newman Keuls (p < 0,05) utilizando o programa Prism,
versdo 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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5.9 Citometria de fluxo

5.9.1 Preparo e tratamento de suspensdes de celulas de MRSA

Uma cepa representativa foi selecionada para analise utilizando citometria de fluxo. Esta
cepa foi semeada em agar Mueller Hinton a 35 °C por 24 horas e entdo suspensa em Sml de
meio caldo Infusdo Cérebro e Coragdo (BHI) e reincubada sob as mesmas condi¢des anteriores.
Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugacdo (3000 g, 5 min) ¢ lavadas trés
vezes com solucio salina 0,85 %. E entdo cerca de 10° células/mL foram ressuspensas em
meio BHI (DA SILVA et al., 2013; NETO et al., 2014).

Dessa forma, com a finalidade de avaliar a viabilidade celular e dano ao DNA | células
de MRSA foram expostas a Vancomicina (4 pg/mL), Oxacilina (128 pg/mL), LPAM (MIC/4=
4,06 pg/mL; MIC= 16,25 pg/mL e 4xMIC= 32,5 ng/mL) LTAM (MIC/4= 2,03 pg/mL; MIC=
8,12 pg/mL e 4xMIC= 32,5 ng/mL). O meio de cultura BHI foi utilizado como controle
negativo do teste e a vancomicina e oxacilina foram usadas como controle de morte. As células
tratadas foram incubadas a 35 °C durante 24 horas. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata, em trés experimentos independentes.

5.9.2 Avaliacio da integridade de membrana

A integridade de membrana foi realizada seguindo os protocolos de (NETO ez al., 2015;
SHI et al., 2007). Para isso, foi utilizado o teste de exclusdo com iodeto de propideo (IP) na
concentracdo de 2 mg/L. Apds a incubacdo com as amostras durante 20 horas, a fluorescéncia
celular foi determinada no citométro Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) e analisada
usando o software CytoSoft 4.1. Um total de 10.000 eventos foram avaliados por analise (n=2)

e os detritos celulares foram omitidos.

5.9.3 Avaliacdo do dano ao DNA

O dano ao DNA foi avaliado utilizando a técnica Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling assay (TUNEL) descrita por Dwyer e colaboradores (2012)
¢ por Neto e colaboradores (2015). Para analise, as células foram tratadas ¢ fixadas com
paraformaldeido a 7 %. As células fixadas foram penetradas com 1 % de Triton X-100 em gelo
durante 10 minutos e depois incubadas com a mistura reacional TUNEL durante 1 hora a 37
°C. Recomendacdes do fabricante do kit (Roche, Suica) foram seguidas para realizagdo do

experimento. Apés isso, 200 células foram contadas por amostra para determinar as



52

porcentagens de células positivas por meio de um microscopio de fluorescéncia (Olympus,

Tokyo, Japan).
5.10 Docagem molecular
5.10.1 Procedimentos computacionais

5.10.1.1 Cdédigos usados

Para realizar as simulagdes, foram utilizados os codigos livres para uso académico em
um sistema operacional de 64 bits: Autodocktools ™ (HUEY; MORRIS; FORLI, 2012),
AutoDockVina ™ (TROTT; OLSON, 2010), Avogadro ™ (http://avogadro.cc/) (HANWELL
et al.,2012), Discovery studio visualizer ™ viewer (BIOVIA, 2016), MarvinSketch ™ 19.13.0,
2019, (http://www.chemaxon.com) (CSIZMADIA, 2019), Pymol (DELANO, 2020) ¢ UCSF
Chimera ™ (PETTERSEN et al., 2004).

5.10.1.2 Design e otimizacio dos ligantes

O design dos ligantes LPAM ¢ LTAM foi realizado usando o codigo MarvinSketch
(CSIZMADIA, 2019), as conformacdes de menor energia foram salvas e otimizadas utilizando
ciclos de 50 interagdes do algoritmo steepest descente e campo de forca MMFF94 (Merck
Molecular Force Field) (HALGREN, 2000) a partir do codigo Avogadro (HANWELL et al.,
2012).

5.10.1.3 Procedimentos gerais de docagem molecular

Para avaliar a atividade anti-MRSA foram realizadas simulacdes de docking molecular
utilizando a metodologia proposta por Andrade Neto ¢ colaboradores (2021). As estruturas dos
alvos foram obtidas no repositério Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), identificadas
como “Wild-type Staphylococcus aureus DHFR in complex with NADPH and trimethoprim”
(PDB 2W9G), depositada com resolucio de 1.95 A, determinada por X-Ray Diffraction,
expressa em sistema FEscherichia coli BL21(DE3), classificada como oxidoreductase,
organismo Staphylococcus aureus (HEASLET et al., 2009); “The twinned 3.35A4 structure of
S. aureus Gyrase complex with Ciprofloxacin and DNA” (PDB 2XCT), depositada com
resolucio de 3.35 A, determinada por X-Ray Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli
BL21(DE3), classificada como isomerase/DNA/antibiotic, organismo Staphylococcus aureus
subsp. aureus N315, synthetic construct (BAX et al., 2010), “Crystal Structure of S.A. gyrase
in complex with Compound 7" (PDB 5BS3), depositada com resolucéo de 2.65 A, determinada
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por X-Ray Diffraction, expressa em sistema FEscherichia coli, classificada como
isomerase/DNA/RNA, organismo Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus subsp. aureus
ED98 (SINGH et al., 2015); “5-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3'-
Benzimidazole Complex” (PDB 453D), depositada com resolugio de 1.80 A, determinada por
X-Ray Diffraction, classificada como DNA (NEIDLE et al., 1999) e “Crystal structure of
ceftaroline acyl-PBP2a from MRSA with non- covalently bound ceftaroline and muramic acid
at allosteric site obtained by soaking” (PDB 3ZFZ), depositada com resolucio de 2.25 A,
determinada por X-Ray Diffraction, expressa em sistema Escherichia coli BL21(DE3),
classificada como hydrolase, organismo Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu50 (OTERO
et al., 2013). Na preparacdo das estruturas proteicas foram removidos os residuos co-
cristalizados, foram adicionados os atomos de hidrogénio polares e as cargas Gasteiger (YAN
et al.,2014). O residuo NDP (NADPH dihydro-nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate)
foi mantido na enzima Wild-type Staphylococcus aureus DHFR por ser um cofator importante
para a catalise (HEASLET et al., 2009).

Para a realizagdo das simulagdes de docking molecular, foi utilizado o codigo
AutodockVina (TROTT; OLSON, 2010), configurado para executar o Lamarkian Genetic
Algorithm (LGA). O espago de simulagdo foi determinado a partir do grid box seguindo a
metodologia de Andrade Neto e colaboradores (2021) centralizado englobando todas as
estruturas dos alvos proteicos, utilizando os eixos x, y e z: -4.854, -27.055, 4.446
respectivamente com parametros de size 90A (x), 90A (y) e 86A (z) com a Wild-type S. aureus
DHFR; eixos X, y e z: 17.747, 37.969, 24.799 respectivamente com parimetros de size 126A
(x), 126A (y) e 126A (z) com a S. aureus gyrase complex with DNA; eixos X, y e z: -2.314, -
28.737, -27.418 respectivamente com pardmetros de size 126A (x), 126A (y) e 126A (z) com a
S. aureus gyrase; eixos X, y e z: 14.674, 21.536, 9.84 respectivamente com parametros de size
52A (x), 52A (y) ¢ 86A (z) com a DNA (5'-
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") ¢ eixos X, y ¢ z: 1.716, 38.268,
44.556 respectivamente com pardmetros de size 116A (x), 84A (y) e 126A (z) com a Acyl-
PBP2a from MRSA. O critério de Exhaustiveness foi ajustado para 64 objetivando melhorar
o refinamento parcial do calculos computacionais (MARINHO et al., 2020). Foram
realizadas 50 simulagdes independentes com obtencdo de 20 poses por simulacdo. Como
critério de sele¢do da Best Pose, foi utilizado o RMSD (Root Mean Square Deviation) em
que valores inferiores a 2 A sio considerados ideais (YUSUF D., DAVIS A. M., KLEYWEGT
G.J.,2008)



54

A partir da energia de afinidade (AG) (equagdo 1), que tem como pardmetros de
idealidade valores iguais ou inferiores a -6.0 kcal/mol (SHITYAKOV; FORSTER, 2014) foi
avaliada a estabilidade dos complexos proteina-ligante formados. Utilizando os valores de
energia de afinidade (kcal/mol) foram determinados os valores das constante de inibicdo (Kj;)

(equagdo 2) de cada complexo proteina-ligante (KADELA-TOMANEK et al., 2021).

AG = —RTLn K @
Ki = e(AG/RT) (2)

Onde AG ¢ a energia livre de ligagio em kJ.mol™!, R (8.32 J.mol'K™!) é a constante do
gas, T (298K) ¢é a temperatura absoluta e Ki ¢ a constante de inibigéo.

Para avaliar a for¢a das H-bond, foram utilizados valores das distancias entre os atomos
doadores e receptores, onde as interagdes que ficaram entre 2.5 A e 3.1 A sdo classificadas
como Strong, entre 3.1 A e 3.55 A sdo consideradas Average e distancias superiores a 3.55 A
sdo classificadas como Weak (IMBERTY et al., 1991).

5.11 ADMET

5.11.1 Triagem Virtual de Bioatividade com Classes de Alvos

O coédigo SMILES da LPAM e LTAM foram reportada do desenho bidimensional do

programa MarvinSketch, ChemAxon (https://chemaxon.com/products/marvin) e carregado no

programa Molinspiration (https://www.molinspiration.com/) para predicdo de bioatividade,

onde as pontuagdes foram geradas do teste de similaridade com seu conjunto de dados para
ligacdo com receptores acopladas a proteina-G (GPCR) e de receptores nucleares, modulador

de canais i6nicos e inibidor de quinases, proteases ¢ enzimas.

5.11.2 Caracterizacio da Lipossolubilidade

A caracterizacdo da microespécie dominante, coeficiente de distribuicdo (logD) e
solubilidade (logS), em funcdo da variagdo do pH, foram mediadas pelas representagdes
graficas dos calculos do programa MarvinSketch, ChemAxon

(https://chemaxon.com/products/marvin) e associadas aos parametros farmacocinéticos de

permeabilidade celular.
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5.11.3 Validac¢ao da Semelhanca com Medicamentos (Druglikeness)

Para validagdo da LPAM e LTAM como candidatos a medicamento, as propriedades
fisico-quimicas de massa molecular (MM), lipofilicidade (logP), aceitadores ¢ doadores de
hidrogénio e polaridade, foram aplicadas aos critérios da “regra de cinco” de Lipinski
(LIPINSKI, 2004), bem como dos critérios de seguranca da empresa farmacéutica Pfizer, Inc.
(HUGHES et al., 2008; WAGER ef al., 2016). A “regra de cinco” contitui na filtragem de
quatro parametros fisico-quimicos, nas quais incluem: massa molecular (MM) < 500 g/mol,
logP < 5, aceitadores de H < 10 e doadores de H < 5, onde existe a probabilidade de um
composto atingir a fase II de testes clinicos e atender as condigdes de biodisponibilidade oral.
As condicdes estabelecidas pela “regra de cinco” evidenciam que um composto pode violar até

1 dos critérios estabelecidos pela regra.

5.11.4 Previsio da Farmacocinética Pelos Modelos de ADMET

Com o objetivo de validar as propriedades fisico-quimicas teodricas calculadas, o
composto foi submetido a testes de similaridade com compostos do conjunto de dados dos
parametros in vitro e in vivo de permeabilidade intestinal e cerebral, volume de distribuicdo,
metabolismo pelas isoenzimas do citocromo P450 (CYP450), mutagenicidade de Ames (XU et
al., 2012) e inibicdo de canais hERG da triagem consensual dos servidores preADMET
(https://preadmet.bmdrc.kr/) e pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/). Além disso,

foram avaliados modelos de QSAR para possiveis sitios de interagdo da LPAM ¢ LTAM com
as isoformas de CYP450 avaliadas pelo servidor SOMP, Way2Drug

(http://www.way2drug.com/somp/), assim como foram identificados os farmacoforos

potencialmente reativos ¢ bloqueadores dos canais hERG no servidor Pred-hERG, LabMol

(http://predherg.labmol.com.br/)
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6 RESULTADOS

6.1 Atividade antifangica dos produtos LPAM e LTAM frente a cepas planctonicas de

Candida spp. resistencias ao Fluconazol

A atividade antifingica foi avaliada usando sete cepas de Candida resistentes a
fluconazol e duas cepas de ATCC. A Tabela 1 mostra os valores de CIM obtidos para LPAM e
LTAM, e também para dois antifingicos comerciais, AMB e FLC. O CIM foi definido como a
concentracdo mais baixa que produziu uma reducdo de 50% no crescimento das células fungicas
para fluconazol e a menor concentracdo de droga que impediu qualquer grau de crescimento
discernivel para os produtos LPAM e LTAM e para a AMB. Os valores CIM de FLC contra as
sete cepas ndo ATCC (>32 pg/ L) indicam sua resisténcia a este medicamento. LPAM e LTAM
apresentaram boa atividade antifungica contra todas as cepas, com CIM = 8,12 pg/mL para

ambos 0s compostos.

6.1.1 Avaliacio da atividade dos produtos LPAM e LTAM combinados a anfotericina B

frente a cepas de Candida spp. resistencias ao Fluconazol

A Tabela 4 também inclui os valores de CIM de AMB contra todas as cepas estudadas.
Como esperado, este composto exibiu forte atividade, com valores de CIM inferiores a 1 pg/
mL. Para avaliar possiveis efeitos sinérgicos, foi determinada a atividade antifingica das
misturas AMB / LPAM e AMB / LTAM (Tabela 1). A interacdo entre AMB ¢ os surfactantes
foi avaliada pelo calculo do indice de concentracéo inibitoria fracionada (FICI):

FICI=[CAB]/[AB] +[CP]/[P]

onde [CAB] e [CP] representam os CIMs da AMB e os surfactantes atuando em combinagao,
enquanto [AB] e [P] s@o os CIMs dos mesmos compostos, respectivamente, atuando sozinhos.
Sinergismo (SIN) foi definido como FICI<0,5, indiferente (IND) como 0,5 < FICI < 4 ¢
antagonismo (ANT) como FICI > 4,0. Nossos resultados indicam que quando as diferentes
cepas de Candida foram expostas as combinagdes AMB / LPAM ou AMB / LTAM, clas
exerceram um efeito sinérgico na sensibilidade a levedura (FICI < 0,5). Os valores de CIM
obtidos para as misturas contra todas as cepas foram significativamente (p < 0,05) menores
(cerca de 3 vezes) do que os dos compostos puros. Comportamento semelhante foi observado

para todas as cepas de Candida e para ambas as misturas de drogas.



g euroL)ojue (gAY ([0Zeuodnyy :) ‘eururSie-ouejoydin) aseq g 0dTUQL)EO 9)ULIORIING AV I/ ‘BUIUISIE-BUIUR[R[IUSJ 9P 9SBQ B 0dIUQNED djue)orying NV 1
a10nu0d sedad ([0ZeUOoIN[J OF [QAISUDS) 61072 DLV Stsojisdp.ind ) 3 (J0Zeuodnyj ov SUNSISAI) 8579 DD IV 1osnLy =)
BLIJOWO}IO Op OTesud ou sepeziin seda)) ...
OpEBUWLIO} dWIJOIq op oTesud ou sepezinn sedo)) ..

NIS S0 STI°0/10°1 NIS S0 ST1°0/€0°C S0 4K 4K 91 8679 DOLV 1asnty )
6102 DOLV

NIS ST0 1€0°0/10°T NIS ST0 1€0°0/10°T ST0 AR 18 I sisojisdpand )y
NIS S0 ST1°0/€0°C NIS S0 ST1°0/€0°C S0 AR 18 871 wx ¢ SISOJISdn.and )
NIS o)) ST1°0/€0°C NIS o)) ST1°0/€0°C )] AR 18 43 »1 s1sojsdp.and )
NIS ST0 ST1°0/€0°C NIS ST°0  STI0/£0°C S0 AR z1°8 43 € sypordody )
NIS o)) ST1°0/€0°C NIS o)) ST1°0/€0°T )] AR z1°8 43 wx/xT Spo1dOA] ")
NIS ST0 790°0/10°1 NIS ST0  T90°0/10°1 )] AR z1°8 43 [ sypoidoy -
NIS S0 790°0/£0°C NIS S0 790°0/£0°C ST0 AR z1°8 43 wx/2C SUDDIQID ")
NIS S0 STI0/€0°T NIS S0 STI0/€0°T S0 AR 718 ¥9 [ suv21qp °»H
dnNVv INVLT JWVdT 14 seda)

dINV/INVLT dINV/INVd'T
DI (qu/3n) IDIA (qu/3n) (qu/3n) INID
IWID INID
dINV/INVLT dINV/INVd'T soynpo.aq

8¢

‘dds npipup,) exnyuod AV / 0AI)BOSUI) IP SBINISIW S 3 FIAV ‘soand s0I1UQned SOAeosud) so eied sopryqo AT 2P SAIO[BA -  B[dqe],



59

6.2 Atividade dos produtos LPAM e LTAM frente a biofilme de Candida spp.

LPAM e LTAM foram testados quanto a capacidade de dispersar biofilmes maduros de
C. tropicalis, C. albicans e C. parapsilosis resistentes a FLC. Os resultados (Figura 6) indicam
que ambos os surfactantes desestruturaram biofilmes produzidos por C. parapsilosis, C.
albicans, C. tropicalis. A 10xCIM (81,20 pg / mL), LPAM e LTAM destruiram mais de 80 %
do biofilme de C. albicans e C. tropicalis. Atividade mais fraca contra os biofilmes de C.
parapsilosis foi observada para ambos os surfactantes, a maior concentragdo testada removendo

cerca de 40 % do biofilme.

6.2.1 Avaliacao da atividade dos produtos LPAM e LTAM combinados a Anfotericina B
frente a biofilme de Candida spp.

Ao determinar a atividade antibiofilme das misturas LTAM / AMB ¢ LPAM / AMB
(Figura 6), testamos as concentracdes acima ¢ abaixo dos valores CIM obtidos para esses
compostos puros obtidos para essas misturas. No valor de CIM, todas as espécies de Candida
testadas, exceto C. albicans tratadas com LPAM, exibiram redugdo significativa na viabilidade
do biofilme apo6s exposicdo a LPAM ou LTAM combinado com AMB quando comparados aos
compostos puros LPAM e LTAM. Por exemplo, no CIM (8,12 pg/mL surfactante
catidénico/0,500 pg/mL AMB) as misturas dispersaram cerca de 50% dos biofilmes de C.
parapsilosis, enquanto individualmente os surfactantes catidénicos dispersaram apenas 20 %.
Esse comportamento se deve a presenca de AMB. Por outro lado, o efeito do AMB puro (coluna
A1, BI1, C1) ¢é superior ao observado nas combinagdes. Por exemplo, para C. parapsilosis no
valor CIM (8,12 pg/mL/0,500 pg/mL) exibiu baixo efeito, enquanto o AMB em 0,500 pg/mL
dispersou cerca de 80 % do biofilme. No entanto, a combina¢do de LPAM ou LTAM com AMB
ndo mostrou atividade contra Candida spp. biofilme quando comparado com AMB sozinho.

AMB também dispersou os biofilmes maduros de Candida estudados, destruindo mais
de 80% em concentracdes muito baixas (0,25-1 pg/mL). No entanto, o grafico B1 (atividade de
AMB contra C. albicans) exibe um comportamento dose-efeito incomum; seria de se esperar
que a viabilidade da biomassa a 0,03 pg/mL fosse superior a obtida a 0,06 pg/mL. Candida

albicans 2 ¢ uma cepa clinica e mostrou resisténcia 8 AMB em concentragdes mais baixas.
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6.3 Avaliaciao do tipo de morte celular em Candida spp. apés exposicio aos produtos
LPAM e LTAM

6.3.1 Reducio da viabilidade celular de Candida spp. apés exposicio aos produtos LPAM
e LTAM

A Figura 7 mostra o niimero de células viaveis das trés espécies de Candida apds serem
tratadas com LPAM, LTAM, FLC ¢ AMB. Conforme esperado, ndo houve redugdo da
viabilidade celular apds o tratamento com FLC, sendo o resultado semelhante ao obtido para o
controle em branco. Em contraste, quando essas cepas de Candida spp. foram tratadas com os
tensoativos cationicos, foi observada uma redugdo significativa no nimero de células viaveis.
A atividade dependeu da concentragdo do surfactante: uma reducdo de cerca de 50% foi obtida

no CIM, enquanto no 2xCIM foi semelhante ao AMB (o controle positivo).

Figura 7 - Reducio no nimero de células viaveis de Candida spp. ap6s tratamento com
LPAM e LTAM.
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As células de C. parapsilosis (] ), C. tropicalis (), e C. albicans () foram tratadas com LPAM e LTAM
(CIM= 8,12 ng/ml, 2xCIM=16,24 pg/ml e 4xCIM=32,48 pg/ml), FLC (CIM=64 pg/mL), AMB (CIM= 4 pug/mL;
controle de morte) e RPMI (controle negativo) . Apos 24 horas, foram corados com brometo de etidio e analisados
por citometria de fluxo. Os dados sdo apresentados como a média + erro padrio da média (E.P.M) em trés
experimentos independentes realizados em duplicata. *P<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido

pelo teste de Newman-Keuls.
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6.3.2 Despolarizacio mitocondrial (Aym) em células de Candida sp. causadas apoés

exposicao aos produtos LPAM e LTAM

As cepas tratadas com FLC, assim como o controle negativo (células em meio RPMI),
ndo exibiram alteragdes no potencial transmembranar mitocondrial (Figura 8). Em Candida
spp., nas células tratadas com LPAM ¢ LTAM, a porcentagem do potencial transmembrana
mitocondrial dependeu da concentracdo do surfactante. No CIM, o Aym foi semelhante ao das
células de controle nio tratadas, mas a concentracdo mais alta testada (4xCIM) induziu um

colapso grave no Aym nas trés cepas representativas de Candida.

Figura 8 - Avaliacao do potencial transmembrana mitocondrial de células de Candida spp.

apos tratamento com LPAM e LTAM.
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As células de C. parapsilosis (), C. tropicalis (Jl]), e C. albicans (JJj) foram tratadas com LPAM e LTAM
(CIM= 8,12 ng/ml, 2xCIM=16,24 pg/ml e 4xCIM=32,48 pg/ml), FLC (CIM=64 pg/mL), AMB (CIM= 4 pug/mL;
controle de morte) e RPMI (controle negativo) . Apos 24 horas, foram corados com brometo de etidio e analisados
por citometria de fluxo. Os dados sdo apresentados como a média + erro padrio da média (E.P.M) em trés
experimentos independentes realizados em duplicata. *P<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido

pelo teste de Newman-Keuls.
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6.3.3 Producio intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROS) em células de

Candida sp. causadas apos exposicio aos produtos LPAM e LTAM

Como mostrado na Figura 9, a producio intracelular de EROS em células Candida spp.
tratadas (FLC) e ndo tratadas (RPMI) ndo aumentou significativamente (p<0,05). O tratamento
de cepas com baixas concentragdes de LPAM e LTAM resultou em uma producdo de EROS
muito baixa, mas aumentou consideravelmente apos a exposicdo a 4xCIM. Na verdade, nesta
concentracdo, a produgdo de EROS foi maior do que no controle positivo tratado com AMB.
Nao foram observadas diferencas entre LTAM e LPAM, e o comportamento das trés cepas de

Candida spp. foi semelhante.

Figura 9 - Geracio de espécies reativas de oxigénio em células de Candida spp. apés

tratamento com LPAM e LTAM.
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As células de C. parapsilosis (i), C. tropicalis (), e C. albicans ([Jjj) foram tratadas com LPAM e LTAM
(CIM= 8,12 ng/ml, 2xCIM=16,24 pg/ml e 4xCIM=32,48 pg/ml), FLC (CIM=64 pg/mL), AMB (CIM= 4 pug/mL;
controle de morte) e RPMI (controle negativo) . Apos 24 horas, foram corados com brometo de etidio e analisados
por citometria de fluxo. Os dados sdo apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M) em trés
experimentos independentes realizados em duplicata. *P<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido

pelo teste de Newman-Keuls.
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6.3.4 Externalizacdo de fosfatidilserina (PS) em células de Candida sp. causadas apés

exposicao aos produtos LPAM e LTAM

A porcentagem de células com PS externalizado apds a exposi¢do (24 h) a AMB
(controle positivo), FLC (controle negativo) e os surfactantes a base de aminoacidos catiénicos
¢ mostrada na Figura 10. Embora insignificante em células tratadas e ndo tratadas com FLC, a
porcentagem de células com PS externalizado (soma dos estagios inicial e final) foi significativa
em culturas de levedura tratadas com LPAM e LTAM em trés concentragdes diferentes (CIM,

2xCIM e 4xCIM) ap6s 24 horas de incubacao.

Figura 10 - Externalizacao de fosfatidilserina em células de Candida spp. apés tratamento
com LPAM e LTAM.
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As células de C. parapsilosis ( lIC. tropicalis ( ), [JIC. albicans () folim tratadas com LPAM e LTAM (CIM=
8,12 pg/ml, 2xCIM=16,24 pg/ml e 4xCIM=32,48 ng/ml), FLC (CIM=64 ng/mL), AMB (CIM= 4 pg/mL; controle
de morte) e RPMI (controle negativo) . Apds 24 horas, foram corados com brometo de etidio e analisados por
citometria de fluxo. Os dados sdo apresentados como a média = erro padrao da média (E.P.M) em trés experimentos
independentes realizados em duplicata*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido pelo teste de

Newman-Keuls.
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6.3.5 Avaliacio de danos ao DNA em células de Candida spp. causadas apés exposicio aos

produtos LPAM e LTAM

As células tratadas com FLC n3o mostraram qualquer dano ao DNA, enquanto
numerosas quebras de DNA foram observadas nas células de controle positivo tratadas com
AMB (Figura 11). Apo6s 24 horas de exposicdo a LPAM ¢ LTAM, nenhum dano significativo
ao DNA da célula foi detectado para CIM e 2xCIM. Em 4xCIM foi observada alguma
porcentagem de quebras nas fitas de DNA; cerca de 30 % das quebras obtidas para o AMB
(valores na faixa de 30-40 foram obtidos para os tensoativos catidénicos enquanto valores em

torno de 130 foram obtidos para o AMB).

Figura 11- Dano ao DNA em células de Candida spp. apés tratamento com LPAM e
LTAM.
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As células de C. parapsilosis (), C. tropicalis (JJj), e C. albicans ([jjj) foram tratadas com LPAM e LTAM
(CIM= 8,12 ng/ml, 2xCIM=16,24 pg/ml e 4xCIM=32,48 pg/ml), FLC (CIM=64 pg/mL), AMB (CIM= 4 pug/mL;
controle de morte) e RPMI (controle negativo) . Apds 24 horas, foram corados com brometo de etidio e analisados
por citometria de fluxo. Os dados sdo apresentados como a média + erro padrio da média (E.P.M) em trés

experimentos independentes realizados em duplicata.*p<0,05 comparado com o controle por ANOVA seguido

pelo teste de Newman-Keuls.
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6.4 Avaliacio da citotoxicidade dos produtos LPAM e LTAM frente a células 1.929

A citotoxicidade contra células L.929 de mamiferos foi determinada e na concentracio

de 3xCIM (25 pg/mL) 80-100 % das células sobreviveram.

6.5 Atividade antibacteriana dos produtos LPAM e LTAM frente a cepas planctonicas de

S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)

A atividade antibacteriana foi avaliada usando 14 cepas de Staphylococos aureus
resistente a meticilina (MRSA) e 6 cepas de S.aureus sensiveis a meticilina. Como controle,
foram utilizadas 2 cepas de S.aureus ATCC, uma resistente (65398) e uma sensivel a meticina
(6538). A Tabela 5 mostra os valores de CIM obtidos para LPAM e LTAM. O CIM foi definido
como a concentragdo mais baixa que produziu uma reducdo de 100 % no crescimento das
células bacterianas. Os valores CIM de meticilina contra cepas ndo ATCC (>32 ng/mL) indicam
sua resisténcia a este medicamento. LPAM ¢ LTAM apresentaram boa atividade antibacteriana

contra todas as cepas, com CIM variando de 4,06 a 16,25 pg/mL para ambos os compostos.
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Tabela 5 - Valores de CIM obtidos para os tensoativos cationicos frente a cepas de

Staphylococos aureus resistente a meticilina (MRSA) e S.aureus sensiveis a meticilina.

Compostos
CIM (pg/mL)

Cepa Oxacilina Vancomicina LPAM LTAM
S.aureus 1 0,25 0,5 4,06 4,06
S.aureus 2 0,5 4 4,06 4,06
S.aureus 3 0.5 2 4,06 4,06
S.aureus 4 0,5 0,5 4,06 4,06
S.aureus 5 1,0 0,5 4,06 4,06
S.aureus 6 0,25 0,5 4,06 4,06
MRSA 1 8 2 4,06 16,25
MRSA 2% 256 2 8,12 8,12
MRSA 3 1024 2 8,12 16,25
MRSA 4% #*%* 128 1 16,25 8,12
MRSA 5 64 1 8,12 4,06
MRSA 6 16 2 8,12 16,25
MRSA 7 128 1 8,12 8,12
MRSA 8 64 1 8.12 8,12
MRSA 9 512 2 8,12 4,06
MRSA 10 16 0,5 8,12 4,06
MRSA 11 64 2 8,12 8,12
MRSA 12 64 1 8,12 4,06

8.12 16,25
MRSA 13* 16 1

8.12 16,25
MRSA 14 64 >16

8.12 4.06
S.aureus ATCC 6538 4 0,5

8.12 4.06
MRSA ATCC 65398 4 2

* Cepas usadas no ensaio de biofilme formado

** Cepas usadas no ensaio de citometria e microscopia
S.aureus ATCC 6538 e MRSA ATCC 65398 cepas controle
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6.5.1 Avaliacio de cepas planctonicas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA)

tratados com os produtos LPAM e LTAM por MEV

Imagens de MEV foram realizadas para mostrar as diferencas estruturais obtidas quando
células de MRSA tratadas na concentracdo CIM e CIM/4 de LPAM ¢ LTAM (Figura 12). No
controle (Figura 12A e 12F) pode-se observar um grande nimero de células, sem alteragdes em
sua morfologia. Nas células tratadas em concentragdes de CIM/4 (4,06 e 2,06 pg/mL) (figura
12G e 12H) pode-se observar muitas células sem alteragdes morfologicas. Quando observada a
concentracdo de CIM (16,24 e 8,12 pg/mL) (figura 121 ¢ 12J) verifica-se a presen¢a de poucas

células e danos em sua morfologia celular.
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6.6 Biofilme

Ap6s a confirmacio da atividade antifingica de LPAM e LTAM contra MRS A na forma
planctonica, foi analisada sua atividade contra biofilme formado (24 h) em trés cepas de MRSA
selecionadas: MRSA 2, MRSA 4 ¢ MRSA 13. Concentra¢gdes inibitorias ¢ subinibitérias
(MIC/4, MIC, 4xMIC, 8xMIC) foram utilizados e observou-se que ndo houve reducdo da
viabilidade celular do biofilme nas cepas de MRSA (Figura 13).

Figura 13 - Efeito de LPAM e LTAM contra biofilme formado de MRSA de acordo com
o ensaio de MTT.
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Cepas de MRSA 2 (A), MRSA 4 (B) e MRSA 13 (C) apos 24 h. LPAM testou concentracdes contra MRSA
2 e 13: MIC / 4 (2,03 pg/mL), MIC (8,12 pg / mL), 4xMIC (32,48 pg/mL), 8xMIC (64,96 pg/mL). LPAM
testou concentracées contra MRSA 4: MIC / 4 (4,06 pg/mL), MIC (16,25 pg/mL), 4xMIC (65,00 pg/mL),
8xMIC (130,00 pg/mL). LTAM testou concentracdes contra MRSA 2 e 4: MIC/4 (2,03 pg/mL), MIC (8,12
pg/mL), 4xMIC (32,48 pg/mL), 8xMIC (64,96 pg/mL). LTAM testou concentracoes contra MRSA 13:
MIC/4 (4,06 pg/mL), MIC (16,24 pg/mL), 4xMIC (64,96 pg/mL), 8xMIC (129,92pg/mL). *p<0,05

comparado ao controle pela ANOVA seguida pelo Newman-Keuls test.
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6.7 Avaliacio preliminar do mecanismo envolvido na acio antibacteriana dos produtos

LPAM e LTAM contra uma cepa de MRSA

6.7.1 Integridade de membrana

A fim de investigar se havia diferencas nos eventos celulares analisados apds a
exposicdo a LPAM e LTAM, uma cepa representativa foi selecionada (Tabela 5). As analises
foram realizadas apds 24 horas de exposicdo aos produtos.

De acordo com a Figura 14, LPAM ¢ LTAM nas concentracdes de MIC/4 (7,94 %,
11,13 %), MIC (30,53 %, 30,58 %) e 4xCIM (57,55 %, 56,14 %), respectivamente, promoveram
aumento significativo (p <0,05) no numero de células inviaveis na cepa MRSA, ap6s 24 h de
exposicdo, em relagdo ao controle (BHI). A vancomicicina (63,50 %) ¢ a oxacilina (53,12 %)
foram utilizadas como controle positivo e, apos 24 horas de exposicdo, houve um aumento no
numero de células inviaveis quando comparadas ao controle negativo (4,82 %) na cepa testada.
Figura 14 - Efeito de LPAM e LTAM no nimero de células niio vidveis na cepa

representativa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) avaliada por

citometria de fluxo.
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BHI (Brain Heart Infusion Broth) foi usado como controle negativo. Oxa: oxacilina; Vanco: Vancomicina;
LPAM - MIC/4 = 4,06 pg/mL, MIC = 16,24 pg/mL, 4xMIC = 64,96 pg/mL; LTAM - MIC/4 = 2,03 pg/mL,
MIC =8,12 pg/mL, 4xMIC = 32,48 pg/mL. (*p <0,05 comparado ao controle por ANOVA seguido pelo teste

de Newman-Keuls.

6.7.2 Analise de fragmentacio de DNA

O teste TUNEL foi usado para verificar quebras no DNA de MRSA, quando tratado

com LPAM e LTAM. A Figura 15 mostra que em relagcdo ao 4xMIC, houve um aumento no
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dano ao DNA (47,51 % para LPAM e 39,95 % para LTAM) na cepa testada (P<0,05), enquanto
o grupo controle (ndo tratado) apresentou 5,2 % de células MRSA, coradas com um marcador

de citofluorometria. Oxacilina (51,70 %), vancomicina (51,71 %).

Figura 15 - Teste de TUNEL na cepa representativa de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (MRSA,) mostrando fragmentacio de DNA ap6s incubac¢io com LPAM e
LTAM.
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BHI (caldo de infusdo de cérebro e coraciio) foi usado como controle negativo. Oxa: oxacilina; Vanco:
Vancomicina; LPAM - MIC/4 = 4,06 pg/mL, MIC = 16,24 pg/mL, 4xMIC = 64,96 pg/mL; LTAM - MIC/4
=2,03 pg/mL, MIC = 8,12 pg/mL, 4xMIC = 32,48 pg/mL. (*p<0,05 em comparacio ao controle por ANOVA

seguido pelo teste de Newman-Keuls.
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6.8 Docagem molecular

Inicialmente foi utilizado o critério RMSD (Root Mean Square Deviation) para
validagdo estatistica das simulagdes ¢ selecdo da best pose. Todas as simulagcdes realizadas
apresentaram valores inferiores a 2 A (Tabela 6). A partir da escolha da best poses foi avaliada
a energia de afinidade dos complexos formados, com destaque para a best pose dos complexos
formados com os receptores S. aureus gyrase complex with DNA e S. aureus gyrase que
apresentaram os melhores valores de energia de afinidade, ambos de -7.3 kcal/mol com LPAM,
e S. aureus gyrase complex with DNA (-8.5 kcal/mol) e S. aureus gyrase (-7.9 kcal/mol) com
LTAM.

S. aureus gyrase complex with DNA, S. aureus gyrase, Wild-type S. aureus DHFR, Acyl-
PBP2a from MRSA e DNA (5-D (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3")
complexados a LPAM e LTAM apresentaram constante de inibi¢io na ordem de 4.46 x 10,
446x10°,2.41x10°,2.86 x107 e 5.61 x10” respectivamente quando complexados a LPAM
e 5.89 x 10-7, 1.62 x10-6, 8.77 x 10-6, 3.38 x10-5 e 6.64 x10° quando complexados a LTAM.
A partir do valor de Ki foi possivel calcular o pKi para complexos formados com S. aureus
gyrase complex with DNA, S. aureus gyrase, Wild-type S. aureus DHFR, Acyl-PBP2a from
MRSA and DNA (5-D (*CP*GP) *CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3"),0btendo
valores de 5.35, 5.35, 4.62, 4.54 ¢ 4.25 respectivamente para complexos formados com LPAM
¢ valores de 6.23, 5.79, 5.05, 4.47 ¢ 4.18, respectivamente para complexos formados com
LTAM(Tabela 1).

Tabela 6 - Valores de energia de afinidade e RMSD dos complexos formados apos

simulacées de docking, organizados a partir da energia de afinidade.

Ligand - Receptor Energy Ki pKi RMSD (A)
(kcal/mol)

LPAM - S. aureus gyrase complex with -7.3 446x10° 535 1.617
DNA ¢

LPAM - S. aureus gyrase -7.3 446x10% 535 1.821
LPAM - Wild-type S. aureus DHFR ¢ -6.3 241x10° 462 1.501
LPAM - Acyl-PBP2a from MRSA ¢ -6.2 2.86x10° 454  1.644
LPAM - DNA (5"-D -5.8 561x10° 425 1.752

(*CP*GP*CP*GP*AP*4P*
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TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') ¢

LTAM - S. aureus gyrase complex with -8.5 589x 107 623 1.713
DNA

LTAM - S. aureus gyrase ® -7.9 1.62x10° 579 1.188
LTAM - Wild-type S. aureus DHFR ¢ -6.9 8.77x10° 505 1.564
LTAM - Acyl-PBP2a from MRSA ¢ -6.1 338x10° 447  1.869
LTAM - DNA (5"-D -5.7 6.64x10° 418 1.627
(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*

TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') ¢

a. The crystal structure of S. aureus gyrase complex with DNA - PDB ID: 2XCT.

b. The crystal structure of S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3.

c. The crystal structure of Wild-type S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G.

d. The crystal structure of Acyl-PBP2a from MRSA residue -PDB ID: 3ZFZ.

e. The crystal structure of DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP* AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") - PDB ID: 453D.

A tabela 7 mostra as interagdes envolvidas na formacdo dos complexos proteina-
ligante e na figura 16 pode-se observar as interacdo dos complexos formados entre o ligante de
LPAM, em que foi possivel identificar que o complexo LPAM-S. aureus gyrase complex with
DNA ¢ formado predominantemente por Ligacdo de hidrogénio envolvendo os residuos
Asnl182B (2.19 A), GIn1267B (2.74 A), Gly1332B (2.19 A), Glyl332B (2.44 A), AdelSH
(2.34 A), Cyt19H (5.35 A) e Gua2E (2.82 A), apresentou também duas interagdes hidrofobicas
com os residuos Vall268B (5.15 A) e Prol326B (5.48 A). O complexo LPAM - S. aureus
gyrase DNA também ¢ formado predominantemente por Ligagdo de hidrogénioenvolvendo os
residuos Gly1174D (3.51 A), Thr1181D (2.02 A), Asn1182D (2.28 € 2.77 A), Cyt4F (3.60 A),
Cyt19E (3.55 ¢ 3.78 A), Gual7E (2.45 A) e Gual8E (2.05, 2.52 e 4.67 A), apresentou uma
interacdo hidrofobica com Pro1326D (4.90 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com Gual7E
(4.67 A). O complexo LPAM - Wild-type S. aureus DHFR apresentou seis interacdes
hidrofobicas com LeuSA (4.03 A), Leu20A (4.43 A), Val31A (4.49 A), 1le50A (3.96 A),
Phe92A (4.54 A), NPD1160A (4.67A), trés Ligacio de hidrogéniocom Leu20A (2.03 A),
Trp22A (3.71 A) e 11e50A (3.52 A). O complexo LPAM - Acyl-PBP2a from MRSA apresentou



75

quatro intera¢des hidrofobicas com Val217B (5.22 A), Tyr369B (4.55 A), Pro370B (3.93 € 4.29
A), seis Ligacdo de hidrogéniocom Glul89B (2.54 A), Lys219B (2.26 e 2.86 A), Asp221B
(3.45 A), Asp367B (2.46 A), Glu379B (1.95 A) e duas Attractive Charge com Glul89B (5.33
A) e Gl379B (409 A). O complexo LPAM - DNA (5-D
(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') ¢ formado predominantemente por
Ligacdo de hidrogénioenvolvendo os residuos Thy7A (2.23 A), Ade5A (1.93 A), Ade6A (2.24,
3.44 ¢ 3.77 A), Guad4A (3.00 e 3.05 A), Cyt21B (3.28 A), e Gua22B (2.09, 2.54 ¢ 2.99 A),
apresentou também duas interacdes hidrofobicas com os residuos AdeSA (4.99 A), Cyt21B
(5.17A), uma Attractive Charge com Thy7A (4.96 A) e uma Unfavorable Donor-Donor com
Gua22B (2.54 A).

Tabela 7 - Interacdes do ligante LPAM com os receptores S. aureus gyrase complex with
DNA %, S. aureus gyrase °, Wild-type S. aureus DHFR ¢, Acyl-PBP2a from MRSA 9 e DNA
(8'-D (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") .

Receptor Residuo Interacio Distancia (A)
S. aureus gyrase complex with DNA?*  Vall268B Hidrofobica 5.15
Pro1326B Hidrofébica 5.48
Asnl182B Ligacao de hidrogénio 2.19
GInl1267B Ligacao de hidrogénio 2.74
Gly1332B Ligacao de hidrogénio 2.19
Gly1332B Ligacao de hidrogénio 2.44
Adel8H Ligacao de hidrogénio 2.34
Cyt19H Ligacao de hidrogénio 535
Gua2E Ligacao de hidrogénio 2.82
S. aureus gyrase ® Pro1326D Hidrofobica 4.90
Gly1174D Ligacao de hidrogénio 3.51
Thr1181D Ligacao de hidrogénio 2.02
Asnl182D Ligacao de hidrogénio 2.28
Asnl182D Ligacao de hidrogénio 2.77
Cyt4F Ligacao de hidrogénio 3.60
Cyt19E Ligacao de hidrogénio 3.55
Cyt19E Ligacao de hidrogénio 3.78
Gual7E Ligacao de hidrogénio 2.45
Gual8E Ligacao de hidrogénio 2.05
Gual8E Ligacao de hidrogénio 2.52
Gual8E Ligacao de hidrogénio 4.67

Gual7E Unfavorable Donor-Donor 4.67



Wild-type S. aureus DHFR © LeuSA
Leu20A
Val31A
Ile50A
Phe92A
NPD1160A
Leu20A
Trp22A
Ile50A
Acyl-PBP2a from MRSA ¢ Val217B
Tyr369B
Pro370B
Pro370B
Glul89B
Lys219B
Lys219B
Asp221B
Asp367B
Glu379B
Glul89B
Glu379B
DNA (5'-D Ade5SA
(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*
GP*CP*G)-3')
Cyt21B
Thy7A
AdeSA
Ade6A
Ade6A
Ade6A
GuadA
GuadA
Cyt21B
Gua22B
Gua22B
Gua22B
Thy7A
Gua22B

Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Hidrofébica
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Attractive Charge
Attractive Charge
Hidrofébica

Hidrofébica
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio
Ligacao de hidrogénio

Attractive Charge

Unfavorable Donor-Donor

4.03
4.43
4.49
3.96
4.54
4.67
2.03
3.71
3.52
5.22
4.55
3.93
4.29
2.54
2.26
2.86
3.45
2.46
1.95
5.33
4.09
4.99

5.17
2.23
1.93
2.24
3.44
3.77
3.00
3.05
3.28
2.09
2.54
2.99
4.96
2.54

76

a. Estrutura cristal de S. aureus gyrase complex com DNA - PDB ID: 2XCT.

b Estrutura cristal de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3.
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c. Estrutura cristal de S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G.
d. Estrutura cristal da Acyl-PBP2a do residuo de MRSA -PDB ID: 3ZFZ.
e. Estrutura cristal do DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') - PDB ID: 453D.

Figura 15 - Complexos de interacio entre o ligante LPAM com os receptores S. aureus
gyrase complex with DNA (a), S. aureus gyrase (b), Wild-type S. aureus DHFR (¢), Acyl-
PBP2a from MRSA residue (d) e DNA (5'-
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") (e)
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(a), 8. aureus gyrase (b), Wild-type S. aureus DHFR (c), Acyl-PBP2a from MRSA residue (d) and DNA (5'-
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") (e).

E possivel identificar na tabela 8 as interagdes envolvidas na formagio dos complexos
proteina-ligante, e na figura 17 pode-se observar a interagdo dos complexos formados entre o
ligante de LTAM com os receptores, onde o complexo LTAM-S. aureus gyrase complex with
DNA ¢ formado por cinco interagdes hidrofobicas com os residuos Alal180B (4.28 A),
Vall268B (5.07 e 5.23A), Pro1326B (4.80 A), Adel18H (4.98 A); cinco Liga¢do de hidrogénio
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envolvendo os residuos GIn1267B (2.37 A), Ser1330B (2.16 A), Ade20H (2.60 A), Gua2E
(1.98 e 2.14 A); uma interacdio Unfavorable Positive-Positive com Lys1276B (3.50 A) e uma
Unfavorable Donor-Donor com Gua2E (2.29 A). O complexo LTAM - S. aureus gyrase é
formado predominantemente por Ligagdo de hidrogénio envolvendo os residuos Glyl174D
(2.94 A), Thr1181D (2.73 A), Gly1332D (3.41 A), Cyt3F (2.29 A) e Gual8E (2.73 ¢ 3.54 A),
apresentou quatro interagdes hidrofobicas envolvendo os residuos Vall268D (4.92 A),
Prol1326D (5.49 A), Gua2F (5.23 A), Cyt3F (5.22 A) e uma interacio Unfavorable Donor-
Donor com Asn1182D (2.09 A). O complexo LTAM - Wild-type S. aureus DHFR é formado
predominantemente por interagdes hidrofobicas envolvendo os residuos LeuSA (4.22 A),
Leu20A (4.31 A), Leu28A (4.69 ¢ 4.70 A), Val31A (4.49 e 5.48 A), 1le50A (5.18 A), LeuS4A
(3.81 e 5.45 A) e Phe92A (5.16 A); o complexo também apresentou uma interagio Unfavorable
Positive-Positive com His23A (5.51 A). O complexo LTAM - Acyl-PBP2a from MRSA
apresentou cinco intera¢des hidrofobicas com Val217A (4.86 A), Lys218A (4.21 A), Lys219A
(4.31 A), Leu224A (540 A), Tyr369A (5.03 A) e uma H-Bond com Glul89A (2.84 A). O
complexo LTAM - DNA (5-D (*CP*GP*CP*GP*4P*4P*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') &
formado predominantemente por Ligagio de hidrogénio envolvendo os residuos Gua4A (2.20
e 2.37 A), AdeSA (2.25 A), Cyt21B (2.49 A) e Gua22B (1.81, 2.37, 2.38, 2.56 ¢ 2.67 A),
apresentou também uma interagio hidrofobica com o residuo Cyt21B (5.47A) e uma interagdo

de carga atrativa com Gua22B (5.06 A).

Tabela 8 - Interacdes do ligante LTAM com os receptores S. aureus gyrase complex with
DNA %, S. aureus gyrase *, Wild-type S. aureus DHFR ¢, Acyl-PBP2a from MRSA ¢ e DNA
(5'-D (*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3')

Receptor Residuo Interacao Distancia
A)
S. aureus gyrase complex with DNA? Alal180B Hidrofdbica 428
Vall268B Hidrofébica 5.07
Vall268B Hidrofébica 5.23
Prol326B Hidrofébica 4.80
Adel8H Hidrofébica 4.98
GIn1267B Ligacao de hidrogenio 2.37
Ser1330B Ligacao de hidrogenio 2.16
Ade20H Ligacao de hidrogenio 2.60
Gua2E Ligacao de hidrogenio 1.98

Gua2E Ligacao de hidrogenio 2.14



Lys1276B  Unfavorable Positive- Positive 3.50

Gua2E Unfavorable Donor-Donor 2.29

S. aureus gyrase ® Vall268D Hidrofdbica 4.92

Pro1326D Hidrofébica 5.49

Gua2F Hidrofébica 5.23

Cyt3F Hidrofébica 5.22

Gly1174D Ligacao de hidrogenio 2.94

Thr1181D Ligacao de hidrogenio 2.73

Gly1332D Ligacao de hidrogenio 341

Cyt3F Ligacao de hidrogenio 2.29

Gual8E Ligacao de hidrogenio 2.73

Gual8E Ligacao de hidrogenio 3.54

Asnl182D Unfavorable Donor-Donor 2.09

Wild-type S. aureus DHFR © LeuSA Hidrofébica 422

Leu20A Hidrofébica 431

Leu28A Hidrofébica 4.69

Leu28A Hidrofébica 4.70

Val3lA Hidrofébica 4.49

Val3lA Hidrofébica 5.48

[le50A Hidrofébica 5.18

LeuS4A Hidrofébica 3.81

LeuS4A Hidrofébica 5.45

Phe92A Hidrofébica 5.16

His23A Unfavorable Positive- Positive 5.51

Acyl-PBP2a from MRSA ¢ Val217A Hidrofébica 4.86

Lys218A Hidrofébica 421

Lys219A Hidrofébica 431

Leu224A Hidrofébica 5.40

Tyr369A Hidrofébica 5.03

Glul89A Ligacao de hidrogenio 2.84

DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP* AP*TP*TP*CP* Cyt21B Hidrofdbica 5.47
GP*CP*G)-3") ©

Guad A Ligacao de hidrogenio 2.20

Guad A Ligacao de hidrogenio 2.37

Ade5SA Ligacao de hidrogenio 2.25

Cyt21B Ligacao de hidrogenio 2.49

Gua22B Ligacao de hidrogenio 1.81

Gua22B Ligacao de hidrogenio 2.37

Gua22B Ligacao de hidrogenio 2.38
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Gua22B Ligacao de hidrogenio 2.56
Gua22B Ligacao de hidrogenio 2.67
Gua22B Attractive Charge 5.06

a. Estrutura cristal de S. aureus gyrase complex com DNA - PDB ID: 2XCT.

b Estrutura cristal de S. aureus gyrase - PDB ID: 5BS3.

c. Estrutura cristal de S. aureus DHFR - PDB ID: 2W9G.

d. Estrutura cristal da Acyl-PBP2a do residuo de MRSA -PDB ID: 3ZFZ.

e. Estrutura cristal do DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3') - PDB ID: 453D.

Figura 16 - Complexos de interacdo entre o ligante LTAM com os receptores S. aureus
gyrase complex with DNA (a), S. aureus gyrase (b), Wild-type S. aureus DHFR (¢), Acyl-
PBP2a from MRSA residue (d) e DNA (5'-
D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") (e)
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(a), 8. aureus gyrase (b), Wild-type S. aureus DHFR (c), Acyl-PBP2a from MRSA residue (d) and DNA (5'-

D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3") (¢).



82

6.9 ADMET

E possivel observar na tabela 9 que LPAM e LTAM apresentam alto grau de interago
com receptores de membrana, com pontuacdo de 0,20 para LPAM e 0,28 para LTAM com o
ligante de receptor acoplado a proteina G. A previsdo também mostrou que o ligante peptidico
¢ um bom inibidor de proteases, onde a pontuagdo na ordem de 0,46 para LPAM e 0,44 para

LTAM.

Tabela 9 - Pontuacgdes de bioatividade com diversas classes de alvos biolégicos

Bioatividade Pontuacio Molinspiration
LPAM LTAM

Ligante de receptor acoplado a proteina-G 0,20 0,28
Modulador de canais 16nicos -0,05 -0,19
Inibidor de quinase -0,16 -0,10

Ligante de receptor nuclear -0,10 -0,20
Inibidor de protease 0,46 0,44

Inibidor enzimatico 0,10 0,05

6.9.1 Lipofilicidade e solubilidade

No grafico da Figura 17 (A) é possivel observar a distribuicdo das possiveis espécies
presentes em diferentes niveis de pH. Como tensoativo catiénico tipo N + H, o pKa calculado
igual a 6,73 para a base mais forte sugere a desprotonacdo das moléculas que compdem o
volume molecular de LPAM ¢ LTAM, uma vez que o equilibrio quimico se desloca para a
predominancia das espécies desprotonadas em pH fisiologico (aproximadamente pH 7.4). Ao
mesmo tempo, o valor de pKa igual a 12,20 sugere que a espécie acida mais forte é formada
apenas em niveis de pH elevados. Como resultado, a substancia sofre um aumento em sua

lipofilicidade, onde o valor calculado de logD na ordem de 5,14 para LPAM e 5,25 para LTAM.
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Figura 17- LPAM 1 e LTAM 2: (A) Distribuicio das microespécies e (B) coeficientes de

distribuicio e solubilidade em funcio da variaciao do pH; (C) Aproximacio ao espaco

fisico-quimico de seguranca do conjunto de dados da Pfizer
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6.9.2 Caracteristicas de druglikeness

Os resultados envolvendo as propriedades fisico-quimicas calculadas ¢ aplicadas aos
critérios de “similaridade ao fAirmaco” estdo apresentados na Tabela 10, em consenso com o
espago fisico-quimico dos candidatos a farmacos da empresa Pfizer, no grafico da Figura 17(C).

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas, foi possivel perceber que o LTAM
apresentou dupla violacdo do tipo MM> 500 g / mol e mais de 5 atomos doadores de ligagdo H
(H-Bond). Em relagdo ao LPAM, observou-se que este composto ¢ superior ao ideal previsto
pela regra, onde a massa molecular calculada ¢ de 553,168 g/ mol (tabela 10).

Por serem propriedades que mudam inversamente entre si e com a modifica¢io de outras
propriedades fisico-quimicas, como MM e a soma de doadores e aceitadores de H-Bond, o
perfil tragcado de lipofilicidade foi de ClogP=2.211 e polaridade PSA=152,31 A2 de LTAM.
Tabela 10 - Propriedades fisicas-quimicas aplicadas aos critérios de “druglikeness” da

empresa Pfizer, Inc

Propriedade Fisico- Resultado Fonte
quimica
LPAM LTAM
pKa (4cido mais forte) 12,10 12,16 ChemAxon
pKa (basico mais forte) 6,73 6,73 ChemAxon
logD em pH 7.4 5,14 5,25 ChemAxon
logS em pH 7.4 -7,67 -8,28 ChemAxon
Massa molecular 553,168 g/mol 592,205 g/mol pkCSM
ClogP 2,212 2,211 pkCSM
Aceitadores de hidrogénio 4 4 pkCSM
Doadores de hidrogénio 5 6 pkCSM
Area de Superficie Polar 136,52 A2 152,31 A2 ChemAxon
(PSA)
Regra de Cinco Sim Nao (LIPINSKI, 2004)
Regra da Pfizer Sim Sim (WAGER et al., 2016)
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6.9.3 Avaliacio dos Pariametros Farmacocinéticos

O valor previsto de permeabilidade em células Caco™ pelo conjunto de dados in vitro
do servidor pré-ADMET na ordem de 2,054x107° cm/s e 2,053x107° cm/s foi mediado por suas
microespécies dominantes de LPAM ¢ LTAM, respectivamente em pH 7.4, capaz penetrar
moderadamente nas células do trato gastrointestinal (SEVIN ef al., 2013) bem como seguir o
modelo de permeabilidade aparente em escala logaritmica do servidor pkCSM na ordem de
0,496 e 0,345 para LPAM e LTAM respectivamente.

Uma analise semelhante ¢ aplicada ao analisar o valor de permeabilidade aparente em
MDCK na ordem de 2,774x1077 cm/s e 1,289 x 10 * cm/s para LPAM e LTAM
respectivamente (Tabela 11), relativamente inferior ao ideal relatado na literatura, 3x10°° cm/s
(WANG et al., 2005). Em relagdo a absor¢ao intestinal, para LPAM e LTAM variou entre 43-

78% como mostra a predi¢do consensual expressa na Tabela 11.

Tabela 11 - Parametros farmacocinéticos do conjunto de dados in vitro dos servidores

preADMET e pkCSM

Valor previsto
Parimetros de Absorcio LPAM LTAM
preADMET pkCSM preADMET pkCSM
Permeabilidade Caco-2 2,054x10® cm/s | 0,496 (logPapp | 2,053x107® cm/s 0,345
107® cm/s) (logPapp
1078 cm/s)
Permeabilidade MDCK 2,774x1077 cm/s - 1,289x1078 cm/s -
Substrato da glicoproteina-P - Sim - Sim
Inibidor da glicoproteina-P I Sim Sim Sim Sim
Inibidor da glicoproteina-P II Sim Nio Sim Nao
Absorcao intestinal 78,934 % 43,294 % 78,354 % 44,494 %

O valor previsto de logVd na ordem de -0,043 para LPAM ¢ 0,551 para LTAM, esta
diretamente relacionado com a baixa fragdo molar disponivel para distribuicdo entre os tecidos

(0,235 para LPAM e 0,206 para LTAM), resultado do alto grau de interacdo com as proteinas
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plasmaticas (93,570 % para LPAM ¢ 96,578 % para LTAM). Desta forma, o coeficiente de
concentracdo cérebro-sangue (logBB) na ordem de -1,34 para LPAM ¢ -1,261 para LTAM
sugere que a dose administrada dos tensoativos tende a ser pouco distribuida no cérebro,
enquanto o coeficiente de relacdo permeabilidade-area de superficie (logPS) na ordem de -4,231
para LPAM e -4,226 para LTAM indica que a substancia é incapaz de penetrar o SNC (Tabela
12)(PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).

Tabela 12 - Parametros farmacocinéticos de volume de distribuicio e acesso ao SNC do

conjunto de dados in vitro e in vivo dos servidores preADMET e pkCSM

Parimetro de Distribuicio Valor previsto
LPAM LTAM
Volume de distribuicdo (Vd) -0,043 (log L/kg) | 0,551 (log L/kg)
Ligacdo as proteinas plasmaticas 93,570 % 96,578 %
Fragdo ndo ligada no plasma 0,235 0,206
Permeabilidade na BHE -1,34 (logBB) -1,261 (logBB)
Permeabilidade no SNC -4,231 (logPS) -4.226 (logPS)

6.9.4 Metabolismo, excrecao e toxicidade

Os resultados mostram que LPAM e LTAM nio inibiram as seguintes isoformas (2C9,
2C19, 2D6). Em relagdo a isoforma 3A4, o produto LPAM apresentou uma tendéncia relativa
a ser um substrato CYP3A4 (probabilidade de 0,483), ¢ o produto LTAM atua como um
potencial inibidor desse substrato, conduzindo uma reagdo de O-desmetilagdo por substitui¢do
do grupo metil ligado a o éster de oxigénio, por um hidrogénio, resultando em uma hidroxilagao
conforme mostrado na figura 18, constituindo um produto mais soluvel em agua e favoravel a

excecao.
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Figura 18 - Reaciio de O-desalquilacio da LPAM (A) e LTAM(B) conduzida por CYP3A4
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Foi observado também que o produto quimico gerado pelo metabolismo do LPAM e
LTAM pode resultar em danos hepaticos, uma vez que a dose oral administrada excedeu a dose
aguda prevista de 2,758 mol/kg (LPAM) ¢ 2,627 mol/kg (LTAM) (Tabela 13).

Na avaliagdo da resposta mutagénica, observou-se que correlacionando os dados i vivo
os produtos LPAM e LTAM nio mostraram resposta carcinogénica em ratos ¢ camundongos ¢

ndo oferecem risco mutagénico ao hospedeiro (Tabela 13).



Tabela 13 - Parametros de metabolismo, excrecio e toxicidade (MET) da LPAM e

LTAM
Valor previsto
Parametro MET LPAM LTAM
preADMET pkCSM preADMET pkCSM
Substrato CYP2D6 Nao Nao Nao Nao
Substrato CYP3A4 Fracamente Sim Fracamente Sim
Inibidor CYP2C9 Nao Nao Nao Nao
Inibidor CYP2C19 Nao Nao Nao Nao
Inibidor CYP2D6 Nao Nao Nao Nao
Inibitor CYP3A4 Nao Nao Sim Sim
DLs toxicidade aguda - 2,758 mol/kg - 2,627 mol/kg
Hepatotoxicidade - Sim - Sim
Mutagenicidade de No Nao Nao Nao
Ames
Carcinogenicidade Nao (para rato e - Nao (para rato e -
camundongo) camundongo)
Inibitor hERG I Talvez Nao Alto risco Nao
Inibidor hERG IT talvez Sim Alto risco Sim

88
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O mapa da Figura 19 mostra a probabilidade das contribui¢des estruturais do LPAM ¢
LTAM serem potencialmente bloqueadores de canais de transporte hERG, como modelo
preditivo de detec¢do de farmacoféoros potencialmente reativos. No mapa apresentado, €
possivel visualizar que os grupos carbonila das subunidades de arginina do LPAM ¢ LTAM
constituem contribuicdes negativas para o bloqueio hERG, com probabilidade 60% de
apresentar resposta cardiotoxica fraca ou moderada, ao mesmo tempo em que os servidores
preADMET e pkCSM mostraram um alerta de risco severo, sugerindo um controle rigido da

dose oral administrada.
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7 DISCUSSAQ

Nesse trabalho, a avaliag¢do da atividade antifungica foi realizada utilizando sete cepas
de Candida resistentes a fluconazol ¢ duas cepas de ATCC. Na Tabela 1 pode-se observar os
valores de MIC obtidos para LPAM e LTAM ¢ também para dois antifingicos comerciais,
AMB e FLC. O MIC foi definido como a concentracdo mais baixa que produziu uma redugio
de 50 % no crescimento das células fiingicas. Os valores MIC de FLC contra as sete cepas nao
ATCC (>32 pg/L) indicam sua resisténcia a este medicamento. LPAM e LTAM apresentaram
boa atividade antifungica contra todas as cepas, com MIC = 8,12 pg/mL para ambos os
compostos. O valor MIC para LPAM e LTAM esta abaixo de seus respectivos CMC em agua,
0 que sugere que os mondmeros do produto estavam interagindo com as células fingicas
(CORNELLAS tal.,2011; LYON etal., 2011).Todas as espécies de Candida testadas exibiram
a mesma suscetibilidade aos dois surfactantes. Recentemente, Paluch e colaboradores (2018)
também descobriram que a atividade de surfactantes catiénicos com duas cargas catiénicas era
semelhante contra diferentes cepas de Candida. Além disso, um trabalho realizado por Da Silva
¢ colaboradores (2020) relatou recentemente que ramnolipideos catidnicos baseados em
arginina exibiram um nivel semelhante de atividade antifungica contra diferentes cepas de
Candida resistentes a FLC.

Nossos resultados indicam que a substitui¢do da fenilalanina por triptofano na cabega
polar ndo afetou a efetividade antifiingica. A alta atividade desses novos surfactantes pode estar
associada a carga catiénica no grupo guanidina, bem como a combinagdo dos dois aminoacidos
como a cabeca polar. A carga catidénica no grupo guanidina melhora a interacdo eletrostatica
com as membranas biologicas, facilitando assim a penetracdo do surfactante nas paredes
celulares do fungo e a interagdo com as membranas citoplasmaticas (OTZEN, 2017). A
literatura contém varias referéncias a atividade anti-Candida de surfactantes cationicos. Por
exemplo, oleilfosfocololina exibiu valores de MIC de 1 a 4 mg/L contra isolados clinicos de C.
albicans (HOLTAPPELS et al., 2018). Surfactantes a base de morfolina tiveram valores de MIC
na faixa de 100 - 500 mg/mL contra C. albicans ATCC 10231(BRYCKI; DEGA-SZAFRAN;
MIRSKA, 2010).

Cabegas polares compostas por dois aminoacidos ddo origem a compostos
antibacterianos ¢ antifiingicos altamente eficazes, especialmente quando combinados um
aminoacido aromatico e arginina. Parece que o elétron m dos grupos aromaticos resulta em

nuvens carregadas negativamente que interagem com o grupo guanidina carregado
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positivamente, tornando a entrada dos compostos na bicamada lipidica das membranas
biologicas energeticamente mais favoravel (BLUM; LESTER; DOUGHERTY, 2010;
DOUGHERTY, 1996; MECOZZI S., A. P. WEST, JR., 1996).

Diante do exposto, a atividade antifiingica de LPAM e LTAM foi superior a descrita
para surfactantes de amonio quaternario de cadeia simples (Gupta; Ahmad: Summerbell., 2002)
ou derivados de Na-benzoil-arginina, que tém valores de MIC na faixa de 50- 60 pg/mL (FAIT
et al., 2019). Notavelmente, os valores de MIC para esses novos surfactantes contra fungos
foram menores do que aqueles relatados para alguns peptideos, que estdo ganhando interesse
como novos antibidticos em potencial (ROSCETTO et al., 2018).

A literatura também descreve alguns surfactantes cationicos com atividade antifungica
comparavel a observada para LPAM e¢ LTAM. Os surfactantes N-acetilados gemini com
cadeias alquil de 12 carbonos também tiveram valores de MIC de 8 pg/mL contra vérias cepas
de Candida (MACHUCA etal., 2015). Enquanto os cloretos de aménio quaternario gemini com
cadeias alquilicas de 10 carbonos ¢ surfactantes cationicos do tipo dicefalico exibiram atividade
antifungica contra Candida cepas com valores de MIC na faixa de 10 - 40 uM (OBLAK et al.,
2013; PALUCH et al., 2018).

A Tabela 1 também inclui os valores de MIC de AMB contra todas as cepas estudadas.
Como esperado, este composto exibiu forte atividade, com valores de MIC inferiores a 1 pg/mL.
Para avaliar possiveis efeitos sinérgicos, foi determinada a atividade antifiingica das misturas
AMB/LPAM ¢ AMB/LTAM (Tabela 1). A interagdo entre AMB e os surfactantes foi avaliada
pelo calculo do indice de concentracdo inibig¢do fracionaria. (FICI): FICI = [CAB] / [AB] +
[CP] / [P] onde [CAB] e [CP] representam os MICs de AMB e dos surfactantes atuando em
combinagdo, enquanto [AB] e [P] sdo os MICs dos mesmos compostos, respectivamente,
agindo isoladamente. Sinergismo (SIN) foi definido como FICI < 0,5, indiferenca (IND) como
0,5 < FICI <4 e antagonismo (ANT) como FICI> 4,0.

Nossos resultados indicam que, quando as diferentes cepas de Candida foram expostas
as combinacdes AMB / LPAM ou AMB / LTAM, elas exerceram um efeito sinérgico na
sensibilidade a levedura (FICI < 0,5). Os valores de MIC obtidos para as misturas contra todas
as cepas foram significativamente (p <0,05) menores (cerca de 3 vezes) do que os dos
compostos puros. Comportamento semelhante foi observado para todas as cepas de Candida e
para ambas as misturas de drogas.

O antifiingico poliénico AMB causa permeabilizacdo da membrana levando ao
vazamento de ions e morte celular, embora seu uso seja limitado por nefrotoxicidade

significativa (BARCHIESI et al., 1998; TE WELSCHER et al., 2012). Porém, ao aumentar os
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efeitos da AMB, o sinergismo pode reduzir a dosagem necessaria. Um estudo recente de
Mat’atkova e colaboradores (2017) relatou o sinergismo da AMB com biossurfactantes como
ramnolipidios contra C. parapsilosis. O mecanismo de interacdo de LPAM ¢ LTAM com AMB
ndo foi determinado no presente trabalho. Oblack e colaboradores (2013) também descobriram
que os sais de amonio quaternario gemini cationicos aumentaram a sensibilidade de C. albicans
a AMB.

Uma versdo alcalina do ensaio do cometa foi usada para detectar quebras nas fitas de
DNA de Candida spp resistente a FLC cepas tratadas com LPAM ¢ LTAM. Como esperado, as
células tratadas com FLC ndo mostraram qualquer dano ao DNA, enquanto numerosas quebras
de DNA foram observadas nas células de controle positivo tratadas com AMB (Fig. 3). Apods
24 h de exposi¢do ao LPAM ¢ LTAM, nenhum dano significativo ao DNA da célula foi
detectado para o MIC e 2xMIC. No 4xMIC observou-se algum percentual de quebras. O
aumento do dano ao DNA no 4xMIC foi relativamente baixo: 30 % / 2 3% do dano ao DNA
em C. parapsilosis, 26 % / 23 % em C. albicans e 21 % / 26 % em C. tropicalis para LPAM /
LTAM respectivamente. Esses resultados indicam que a genotoxicidade ndo ¢ o principal
mecanismo de agdo desses surfactantes catidnicos. Caracteristica que torna esses compostos a
base de aminoacidos candidatos atraentes como carreadores de genes para terapia génica
(RUDIUK et al., 2008).

A atividade antimicrobiana de surfactantes ¢ relatada como geralmente relacionada a
danos a membrana plasmatica (OTZEN, 2017). Para confirmar que LPAM ¢ LTAM também
agem por rompimento da integridade da membrana, a densidade da cepa fungica foi avaliada
usando iodeto de propidio (IP), que penetra na célula e se liga ao DNA quando a membrana é
permedvel. A Fig. 4a mostra o nimero de células viaveis das trés espécies de Candida apds
serem tratadas com LPAM, LTAM, FLC ¢ AMB. Como esperado, ndo houve reducdo da
viabilidade celular apds o tratamento com FLC, sendo o resultado semelhante ao obtido para o
controle em branco. Em contraste, quando essas cepas de Candida foram tratadas com os
tensoativos cationicos, foi observada uma redugdo significativa no niamero de células viaveis.
A atividade dependeu da concentragdo do surfactante: uma reducdo de cerca de 50% foi obtida
no MIC, enquanto no 2xMIC foi semelhante ao AMB (o controle positivo). Os dois tensoativos
catidénicos apresentaram resultados semelhantes, confirmando que o tipo de aminoacido
aromatico ndo afetou essa atividade bioldgica, e as trés cepas de Candida ndo diferiram na
suscetibilidade. A diminui¢do da viabilidade celular observada com este teste indica que LPAM
¢ LTAM rompem as membranas celulares, aumentando sua permeabilidade, por interagdes

eletrostaticas ¢ hidrofobicas. A presenca de aminoacidos hidrofébicos como a fenilalanina ¢ o
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triptofano pode ser um fator importante na afinidade do surfactante com a membrana dos
microrganismos (BROGDEN, 2005). A interacdo desses produtos com as membranas celulares
também pode ser melhorada pela formacdo de ligacdes de hidrogénio entre os residuos de
guanidina e os grupos de cabecas fosfolipidicas das bicamadas (PALERMO; KURODA, 2010).

Diferentes mecanismos de agdo tém sido relatados para a interacdo de surfactantes
cationicos com fungos, mas em geral as membranas celulares sdo os principais alvos. Foi
descrito que este tipo de surfactantes interage com grupos fosfato carregados negativamente da
parede celular (IBEAS et al., 2000). Devido a sua hidrofobicidade, os compostos
subsequentemente se intercalam nas bicamadas lipidicas, abrindo canais que permeabilizam a
membrana, provocando a perda de constituintes celulares essenciais. Ao diminuir a quantidade
de esterol disponivel nas células fingicas, essas interacdes também podem interferir na
capacidade do ergosterol de regenerar a membrana (BERGAMO et al., 2015). Estudos de
ligacdo de derivados cationicos de fenilalanina e DPPC mostram que as interacdes eletrostaticas
¢ hidrofobicas sdo responsaveis por sua atividade antimicrobiana (JOONDAN; JHAUMEER-
LAULLOO; CAUMUL, 2014). Os surfactantes monocatenarios ¢ gemini a base de arginina
também danificam diretamente a membrana plasmatica (PINAZO et al., 2016) e os QACs
alteram a permeabilidade da membrana com o consequente vazamento de constituintes
celulares (HEGSTAD et al., 2010).

No entanto, nem todos os surfactantes cationicos operam pelo mesmo mecanismo. Por
exemplo, em baixas concentrag¢des, dois surfactantes representativos (CTAB e SDS) nao
produziram danos a membrana (YU et al., 2015). Enquanto Jaber ¢ colaboradores (2018)
demonstraram que a permeabilizacdo da membrana plasmatica por surfactantes catidnicos € o
primeiro evento que ocorre no interior das células fungicas. Esses compostos também podem
causar desnaturacdo de proteinas e DNA, bem como decomposi¢do de organelas. Isso significa
que as interagdes bioquimicas também podem ser fatores-chave na causa da morte celular. Para
verificar se 0 modo de acdo do LTAM e LPAM envolve esses tipos de alteragdes, foi estudado
a despolarizacdo mitocondrial e a geragdo de espécies reativas de oxigénio em células de
levedura. Para investigar a despolarizacdo mitocondrial (Aym) apods a exposicdo a LTAM e
LPAM, as células foram tratadas com o corante rodamina 123 fluorescente. Mitocondrias
despolarizadas tém menos afinidade pelo marcador, emitindo menos fluorescéncia, enquanto
células viaveis emitem altos niveis de fluorescéncia devido a incorporagdo de rodamina (NETO
et al., 2014). As cepas tratadas com FLC, assim como o controle negativo (células em meio
RPMI), ndo exibiram alteracdes no potencial transmembrana mitocondrial (Fig. 4b). Em

Candida spp. nas células tratadas com LPAM e LTAM, a porcentagem do potencial
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transmembrana mitocondrial dependia da concentracdo do surfactante. No MIC, o Aym foi
semelhante ao das células de controle nido tratadas, mas a concentracdo mais alta testada
(4xMIC) induziu um colapso grave no Aym nas trés cepas representativas de Candida. Este
resultado sugere que em altas concentragdes os surfactantes afetaram a fungdo respiratoria
mitocondrial, levando a danos celulares fatais. Geralmente, Aym ¢é causado pela formacao de
canais através das membranas mitocondriais internas, como o poro de transicdo de
permeabilidade, que ¢ ativado por fatores pro-apoptoticos (MARZO et al., 1998).A estrutura
anfipatica de LPAM e LTAM pode aumentar sua capacidade de formar esses tipos de canais.
A literatura contém alguns exemplos de surfactantes com comportamento semelhante. Lucarini
¢ colaboradores (2018) descobriram que a toxicidade dos surfactantes aniénicos a base de
lactose contra as células epiteliais estava associada a despolarizagdo do potencial da membrana
mitocondrial e a permeabilizacdo do plasma e das membranas nucleares. Shirai e colaboradores
(2009) relataram que a acdo fungicida dos surfactantes gemini catidnicos se deve
principalmente a inibi¢do da funcdo respiratéria apds a destruicdo das membranas das
organelas. Além disso, Kumar e colaboradores (2009) mostraram que alguns surfactantes
catidénicos baseados em cobalto causam um colapso do potencial de membrana mitocondrial
em células de cancer de mama HBL-100.

Como mostrado na Fig. 5a, a producdo de ROS intracelular em células Candida tratadas
(FLC) e nao tratadas (RPMI) ndo aumentou significativamente (p <0,05). O tratamento de cepas
com baixas concentragdes de LPAM e LTAM resultou em uma producdo de ROS muito baixa,
mas aumentou consideravelmente apds a exposicdo a 4xMIC. Na verdade, nesta concentragao,
a produgdo de ROS foi maior do que no controle positivo tratado com AMB. Nao foram
observadas diferencgas entre LTAM e LPAM, e o comportamento das trés cepas de Candida foi
semelhante. Esses dados estdo de acordo com o Aym obtido para as trés linhagens (Fig. 4b).
Os niveis aumentados de ROS intracelulares em 4xMIC podem ser atribuidos ao efeito do
surfactante catidnico na fungdo respiratoria das células. Yu e colaboradores (2015) também
propdem a despolarizacdo mitocondrial como uma via de citotoxicidade induzida por
surfactante em C. albicans, que alguns autores correlacionam com o acimulo de ROS
intracelulares (SCHERZ-SHOUVAL; ELAZAR, 2007; ZOROV et al., 2000). E bem conhecido
que a morte celular necrotica ¢ varios tipos de morte celular programada podem levar a
respostas inflamatérias localmente ou no tecido circundante. No entanto, a morte celular por
apoptose ocorre naturalmente para manter a homeostase do tecido normal sem induzir uma
resposta inflamatoria. A indugdo de apoptose é uma causa comum de despolarizagio

mitocondrial e pode ser responsavel pela formacdo de ROS observada. Um colapso de Aym
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pode levar a abertura transitoéria dos poros nas membranas mitocondriais com a liberagdo
subsequente de fatores pro-apoptoticos no citosol (HWANG et al., 2012). Também foi sugerido
que a geracdo de ROS esta relacionada ao rompimento da membrana celular que ocorre durante
a apoptose ¢ desencadeia a morte celular (GUILHERME et al., 2012; WAN et al., 2015). Os
valores de Aym e ROS de células tratadas com LPAM e LTAM sugerem que a apoptose pode
estar envolvida na aclo antifungica do surfactante. Para testar essa hipotese, estudamos a
externalizagdo da fosfatidilserina (PS) nas células de levedura tratadas. No estagio inicial da
apoptose, o PS ¢ translocado da membrana interna para a externa (FADOK et al., 1992) e pode
ser detectada om anexina V, proteina com alta afinidade pelo PS presente nas membranas das
células apoptoicas (HWANG et al., 2012). A porcentagem de células com PS externalizado
apos a exposi¢do (24 h) a AMB (controle positivo), FLC (controle negativo) e os surfactantes
a base de aminoacidos catidnicos ¢ mostrada na Fig. 5b. Embora insignificante em células
tratadas e ndo tratadas com FLC, a porcentagem de células com PS externalizado (soma dos
estagios inicial e final) foi significativa em culturas de levedura tratadas com LPAM ¢ LTAM
em trés concentracdes diferentes (MIC, 2xMIC e 4xMIC) apos 24 h de incubacio.

Diante dos resultados obtidos pelos experimentos de citometria, foi formulada a
hipotese de que a ruptura da membrana celular e a permeabilizacdo foram as principais vias
para o dano celular de levedura induzido por LTAM e LPAM. No entanto, alteragdes
bioquimicas como a despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial ¢ a geracdo de
ROS também podem ter contribuido para a morte celular. Outro modo de acéo possivel € um
influxo de surfactantes catiénicos com organelas celulares, como as mitocondrias. Paluch e
colaboradores (2018) sugeriram que surfactantes cationicos dicefalicos podem penetrar na
célula ¢ interagir com as mitocondrias, causando estresse oxidativo severo. O modo de agdo
dos derivados monocatenarios cationicos de arginina contra fungos também envolve ambos os
mecanismos, permeabilizacdo da membrana plasmatica e inducdo de estresse oxidativo (FAIT
et al., 2019). Da mesma forma, Shirai e colaboradores (2012) descobriram que a atividade de
ruptura da membrana da organela e o estresse oxidativo causado por ROS. Compostos com esse
modo de aglo sdo de grande interesse, visto que parece dificultar o desenvolvimento da
resisténcia antimicrobiana, pois, ao contrario dos antibioticos, o antimicrobiano ndo tem como
alvo uma unica molécula ou processo. Nossos resultados também confirmam que esses
surfactantes catidnicos causaram morte celular por apoptose em trés Candida spp resistentes a
FLC. Comportamento semelhante foi relatado por Enomoto e colaboradores (2007) que
sugeriram que o tratamento de células tumorais de mamiferos com surfactantes catiénicos

promove a externalizac¢do do PS, indicando um estagio inicial de apoptose.
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LPAM e LTAM foram testados quanto a capacidade de dispersar biofilmes maduros de
C. tropicalis, C. albicans e C. parapsilosis resistentes a FLC. Os resultados (Fig. 6) indicam que
ambos os surfactantes desalojaram biofilmes produzidos por C. parapsilosis, C. albicans, C.
tropicalis em baixas concentragdes. A 10xMIC (81,2 pg / mL), LPMA e LTAM destruiram
mais de 80% do biofilme de C. albicans e C. tropicalis. Atividade mais fraca contra os biofilmes
de C. parapsilosis foi observada para ambos os surfactantes, a maior concentracdo testada
removendo cerca de 60 % do biofilme. De acordo com a literatura, os agentes antifingicos sdo
geralmente menos eficazes contra biofilmes do que contra células planctonicas (NETT et al.,
2008). Varios estudos relatam que os biofilmes de Candida sdo 30-2000 vezes mais resistentes
do que as células planctonicas contra varios medicamentos antifingicos, incluindo AMB
(HAWSER; DOUGLAS, 1995). A boa atividade antibiofilme desses novos surfactantes pode
ser atribuida tanto ao seu carater anfipatico quanto a sua carga catidnica. Essa estrutura quimica
permitiu que eles penetrassem na rigida matriz extracelular polimérica dos biofilmes de
Candida e, assim, exercessem ag¢do antifiingica em baixas concentragdes.

Os estudos sobre a eficacia de surfactantes cationicos contra biofilmes fingicos sdo
muito limitados. Um estudo recente de Paluch e colaboradores (2018) mostrou que surfactantes
catidnicos dicefalicos de cadeia longa sdo capazes de penetrar ¢ afetar a estrutura do biofilme
de C. albicans. Vale ressaltar que a estrutura quimica desse farmaco apresenta certa semelhanga
com a do LPAM e do LTAM, visto que possui uma fracdo hidrofobica ligada a uma cabeca
polar contendo um grupo amino passivel de protonagdo. AMB também dispersou os trés
biofilmes maduros de Candida estudados, destruindo mais de 80 % em concentra¢des muito
baixas (0,03- 1 pg/mL). No entanto, o grafico B1 (atividade de AMB contra C. albicans) exibe
um comportamento dose-efeito incomum; seria de se esperar que a viabilidade da biomassa a
0,03 pg/mL fosse superior a obtida a 0,06 pg/mL. Candida albicans 2 ¢ uma cepa clinica e
mostrou resisténcia ao AMB em concentra¢des mais baixas.

Ao determinar a atividade antibiofilme sinérgica das misturas LTAM/AMB e
LPAM/AMB (Fig. 6), também testamos as concentracdes acima ¢ abaixo dos valores MIC. No
valor de MIC, a redugdo do biofilme de C. tropicalis e C. parapsilosis obtida com as misturas ¢é
maior que a obtida com surfactantes puros. Por exemplo, no MIC (8,12 pg/mL surfactante
catidénico/ 0,500 pg/mL AMB), as misturas dispersaram cerca de 50 % dos biofilmes de C.
parapsilosis, enquanto individualmente os surfactantes catidnicos dispersaram apenas 20 %.
Esse comportamento se deve a presenca da AMB. Vale ressaltar que ndo foram observados
efeitos sinérgicos para nenhuma cepa, visto que o efeito do AMB puro (coluna Al, B1, C1) é

superior ao observado para as misturas. De fato, para C. parapsilosis ou C. tropicalis, ambas as
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misturas no valor MIC (8,12 pg/mL / 0,500 pg/mL) exibiram baixo efeito, enquanto o AMB a
0,500 pg/mL dispersou cerca de 80% do biofilme. Esses resultados indicam, portanto, que os
novos surfactantes a base de aminoacidos sdo capazes de dispersar biofilmes resistentes de
Candida. Notavelmente, eles também podem potencializar a atividade antibiofilme de um
medicamento convencional como o AMB. Esses resultados demonstram ainda que essas
pequenas moléculas t€ém um potencial consideravel como agentes antibiofilme.

A seguranca desses surfactantes como agentes antifiingicos também foi estabelecida
com base em sua interacdo com células L.929 de mamiferos. Sua citotoxicidade contra esta linha
celular foi determinada usando o ensaio MTT em 3xMIC (25 pg/mL) e 80-100 % das células
sobreviveram. Portanto, em concentracdes letais para fungos, esses compostos sdo seguros para
células de mamiferos.

Tensoativos catidnicos tem se destacado por apresentarem atividade frente a bactérias
MRSA, caracteristica importante devido ao grave problema mundial de resisténcia bacteriana,
surgindo assim como uma nova op¢ao frente aos antimicrobianos classicos. Wu e colaboradores
(2020) avaliaram a atividade antibacteriana de nove novos surfactantes catidénicos gemini
compostos por grupos amida e éster, relatando a atividades desses compostos frente a S. aureus
ATCC 25923 com MIC variando de 32-512 pg/mL e associando sua atividade a interagdo
eletrostatica entre os grupos positivos dos compostos e as cargas negativas da membrana
celular, de forma que os tensoativos rompem ¢ penctram na membrana, desestabilizando-a,
ocasionando a liberagdo do citoplasma e consequente apoptose celular. Outro estudo realizado
por Zhou e Wang (2020) associou a presenca do anel aromatico a atividade antibacteriana, de
modo que a presenca no grupo fenil hidrofobico esta relacionado a um aumento na capacidade
do surfactante romper a membrana bacteriana, importante achado visto que, no presente estudo,
os compostos LPAM e LTAM, cuja estrutura conta com grupo fenil, promoveram dano da
membrana de células de MRSA. Em contrapartida os tensoativos catiénicos LPAM e LTAM
ndo apresentaram atividade frente a biofilme de MRSA. Um estudo realizado por Pérez e
colaboradores (2021) demonstrou a atividade de surfactantes catiénicos derivados de arginina,
frente a biofilme de MRSA, relacionando sua atividade a estrutura quimica da arginina presente
nesses compostos, permitindo que eles penetrem a matriz extracelular de biofilme formado por
essas bactérias. Dessa forma, podemos inferir que a adicdo dos aminoacidos fenilalanina e
triptofano pode ter impedido a penetracdo dos surfactantes derivados de arginina na matriz de
biofilme de células de MRSA.

Para avaliar o mecanismo de acdo dos tensoativos cationicos LPAM e LTAM frente a

cepas de MRSA, inicialmente verificou se esses compostos atuavam na membrana, para tal



94

utilizou-se o iodeto de propidio (IP), uma molécula fluorescente capaz de se ligar ao DNA, de
modo que se houver perda da integridade da membrana esse marcador ¢ capaz de entrar na
célula e ser visualizado (CROWLEY et al., 2016). No presente estudo, verificou-se que houve
um aumento significativo do dano de membrana ap6s analise, concluindo-se que o efeito dos
tensoativos ¢ concentragdo-dependente frente a cepas de MRSA. Um estudo realizado por
Voloshina e colaboradores (2020), verificou um aumento no dano do citoplasma bacteriano e
consequente morte celular por apoptose células de S. aurcus 209P, apo6s exposi¢do a
concentracdes crescentes do tensoativo de alquilimidazolio.

O teste de Tunel mostrou que os compostos LPAM ¢ LTAM causam dano ao DNA de
células de MRSA, um estudo realizado por Zhou e colaboradores (2012) verificou que
tensoativos cationicos de imidazodlio sdo responsaveis por causar danos irreparaveis ao
DNA.Voloshina e colaboradores (2020), observaram que tensoativos dicatidnicos
alquilimidazolio sdo capazes de interagir com o DNA. Diante da capacidade de compactacio e
condensacdo do DNA por tensoativos catidnicos, estes compostos tem sido investigados devido
as estruturas contendo cargas positivas neutralizantes das cargas do fosfato no DNA e sua
caudas hidrofobicas que interagem com a base do DNA ¢ membrana celular (ZHOU; WANG,
2020)

O docking molecular ¢ uma importante ferramenta utilizada no desenvolvimento de
novas moléculas com potencial farmacologico. Essa estratégia tem como base o estudo das
interagdes entre proteinas e ligantes, cuja afinidade e especificidade sdo dadas por interacdes
do tipo: forcas de Van der Waals, interacdes hidrofobicas, interagdes idnicas e ligacdes de
hidrogénio. Dentre elas, as ligacdes de hidrogénio se destacam visto que desempenham papel
fundamental no complexo proteina-ligante, pois possuem forca molecular intensa ¢ mantem a
estrutura das proteinas (CHEN et al., 2016; GURYANOV; FIORUCCI; TENNIKOVA, 2016).

Nesse contexto, o estudo de docking molecular foi realizado com o objetivo de
investigar o provavel mecanismo de agdo frente aos seguintes ligantes pré estabelecidos, tendo
como alvo o DNA: S. aureus gyrase complex with DNA, S. aureus gyrase, Wild-type S. aureus
DHFR, DNA (5'-D(*CP*GP*CP*GP*AP*AP*TP*TP*CP*GP*CP*G)-3) ¢ tendo como alvo
a parede celular: Acyl-PBP2a from MRSA. Desse modo, foi possivel determinar que os
complexos formados com os compostos LPAM e LTAM e os alvos S. aureus gyrase complex
with DNA e S. aureus gyrase possuem energia mais favoravel, com menor valor de Ki e maior
valor de pKi , apresentando maior afinidade pelo receptor, sendo necessiria uma menor
concentracdo do ligante para inibir a atividade enzimatica, menor valor de Ki (4,46 x 10-6 ,

4,46 x 10-6) e maior de pKi (5,35; 5,35) respectivamente para LPAM e valores de Ki (5,89 x
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10-7, 1,62 x 10-6) maior de pKi (6,23; 5,79) respectivamente para LTAM, quando comparados
aos demais ligantes. Os resultados da analise frente aos sitios alvos do DNA estdo em
consonancia com o achado do teste do Tunel, em que os compostos LPAM e LTAM sio capazes
de se ligar fortemente ao DNA causando dano irreversivel. Um estudo realizado por
Lakshmipraba e colaboradores (2014) mostrou que uma seric de surfactantes cationicos
sintetizados a partir do complexo de cobre — base de schiff sdo capazes de interagir com as
bases do DNA através de suas longas cadeias alquilica. Outro alvo avaliado foi a enzima
dihidrofolato redutase (DHFR), que é importante para manter os niveis intracelulares de folato,
fundamental para a sintese de DNA (WROBEL et al., 2020) . Nesse estudo, os surfactantes ndo
apresentaram significativas interagdes com esse alvo. Um estudo realizado por Andrade Neto e
colaboradores (2021) avaliou as interagdes moleculares da curcumina com os mesmos alvos
selecionados no presente estudo, observando importantes interagdes da droga em analise com
o residuo Phe92 no sitio da DHFR, porém no presente estudo os tensoativos LPAM ¢ LTAM
ndo interagiram fortemente com este residuo, apresentando também baixa energia de ligacdo.

A enzima PBP2a ¢ uma proteina transpeptidase responsavel pela resisténcia das cepas
de MRSA a antibioticos B-lactamicos que ¢ codificada pelo gene mecA, conferindo uma
afinidade reduzida pela meticilina. (FISHOVITZ et al., 2014). Um estudo realizado por Rani ¢
colaboradores (2016) analisou a interacdo da ceftarolina, uma cefarospolina que possui alta
afinidade pela PBP2, tendo assim atividade frente a cepas MRSA, com enzima PBP2a, ,
demonstrando que a droga interage por ligagdes de hidrogénio com os residuos LYS316,
TYR105, ASN104 com a cepa MRSA ATCC43300. No presente estudo ndo foram
identificadas interagcdes dos compostos LPAM e LTAM com tais residuos. Outro estudo
realizado por Kalalo e colaboradores (2020) demonstrou que a ceftarolina se liga a PBP2a
resultando energia de ligacdo de -9,5 kcal/mol, enquanto no presente estudo a energia de ligagao
do LPAM e LTAM com a PBP2a foi de -6.2 ¢ -6.1 kcal/mol, respectivamente, demonstrando
ter uma menor afinidade.

Diante do potencial dos surctantes cationicos LPAM e LTAM frente a cepas de MRSA,
o presente estudo foi conduzido de modo a avaliar in silico as propriedades ADMET entre elas:
absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e toxicidade, que sdo importantes no
planejamento de novos farmacos. Uma triagem virtual inicial pode reduzir os custos
laboratoriais de testes clinicos e acelerar o processo de descoberta de novos medicamentos. A
técnica busca realizar um rastreamento de semelhanga com compostos de uma série de

conjuntos de dados, baseado em bioatividades conhecidas de estruturas moleculares ja
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caracterizadas, estimando uma probabilidade de atividade biologica (MENDEZ et al., 2019;
SCIOR et al., 2012)

Em relagdo aos ensaios em ADMET, foi observado que de acordo com a pontuacdes de
bioatividade, os produtos LPAM e LTAM podem atuar como inibidor da clivagem de proteinas
de varios patdégenos microbianos (Tabela 4).

O coeficiente de distribui¢do (logD) mede a solubilidade em gordura de uma substancia
a medida que o pH varia. Assim, compostos com valores de logD entre 1 ¢ 3 tendem a ser
moderadamente permeaveis devido ao equilibrio entre solubilidade ¢ permeabilidade
(COMER, 2003). O valor calculado de logD foi 5,14 para LPAM e 5,25 para LTAM, indicando
que as moléculas sdo pouco soluveis em agua (logS -7,67 para LPAM e -8,28 para LTAM) o
que dificulta sua difusdo passiva nas membranas biologicas, conforme mostra o grafico da
Figura 17 (1B) e Figura 17 (2B).

Em relacdo aos critérios de “similaridade ao farmaco”, o produto LTAM apresentou
dupla violagdo: MM> 500 g / mol e mais de 5 H doadores. Fatores esses que podem limitar sua
biodisponibilidade oral, visto que sdo caracteristicas associadas a possiveis riscos de efluxo
passivo, o que resulta na diminuicéo de sua biodisponibilidade oral (LIPINSKI, 2016; WAGER
etal., 2010). O produto LPAM possui a MM> 500 g/mol, indicando que o tamanho da molécula
pode dificultar a permeabilidade passiva através das membranas bioldgicas, sendo, mesmo
assim, um bom candidato para medicamento oral (Tabela 10).

Um estudo recente conduzido pela empresa Pfizer (WAGER et al., 2016) relata que um
conjunto de dados analisado, que inclui drogas comerciais, drogas candidatas ¢ drogas de
penetracdo no sistema nervoso central (SNC), mostrou uma resposta toxica mais baixa em
compostos com logP <3 e PSA> 75 A2. Uma interpretacio intuitiva sugere que a empresa Pfizer
optou pela sintese de compostos com baixa lipofilicidade relativa e maior area de superficie
polar, ou seja, com bom equilibrio lipossoluvel para ser difundido através da bicamada lipidica
das membranas celulares ¢ com polaridade relativamente alta para um boa penetracdo celular
(HUGHES et al., 2008). Em seu conjunto de dados, um bom alinhamento das caracteristicas
farmacocinéticas, como alta permeabilidade, baixo risco de efluxo ¢ baixa depuracdo
metabolica foram associados a compostos ativos do SNC (62 %), medicamentos comerciais (12
%) e candidatos a medicamentos (5 %) que ocupou o quadrante grafico de logP <3 ¢ PSA> 75
A2

Por serem propriedades que mudam inversamente entre si e com a modifica¢do de outras
propriedades fisico-quimicas, como MM e a soma de doadores e aceitadores de H, o perfil

tracado de lipofilicidade (ClogP = 2,211) e polaridade (PSA = 152, 31 A2) de LTAM, sugere
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que a substancia esta a uma distancia consideravel do espectro ideal estimado pela Pfizer,
indicando uma possivel limitacdo em seus atributos farmacocinéticos, como limitagdo na
permeabilidade MDCK aparente e risco de efluxo pela glicoproteina-P (gp-P) , mas passa no
critério porque esta no quadrante associado a uma baixa incidéncia de toxicidade (Figura 17 C).

Varios modelos in vitro t€m sido usados no desenvolvimento de drogas para melhorar a
eficiéncia da previsdo do transporte do [imen intestinal para a circulacdo sistémica de novas
substancias com propriedades biofarmacéuticas promissoras. Entre eles estdo os modelos de
células de adenocarcinoma colorretal (Caco-2), que t€ém multiplas vias de transporte de drogas
no epitélio intestinal, enquanto o modelo de monocamada de células renais caninas Madin-
Darby (MDCK) pode fornecer informacdes sobre a permeabilidade aparente (Papp) no sangue.
barreira cerebral (BHE), associada a compostos com a capacidade de penetrar no SNC
(VOLPE, 2008) .

Os valores de permeabilidade indicam que as propriedades fisico-quimicas do LPAM
limitam seu acesso ao cérebro, com um padrio significativo de alinhamento as propriedades
dos candidatos a drogas do SNC da Pfizer (WAGER et al., 2016). A permeabilidade moderada
estd intimamente ligada ao seu potencial para ruptura gradual das membranas envolvendo
varios agentes microbianos (Moran et al., 2001).

A baixa biodisponibilidade oral esta associada a uma grande quantidade de atomos de
Ne O (N + O>8) e seu grande tamanho molecular (> 400 g/mol) que em conjunto sdo fatores
limitantes de sua biodisponibilidade, uma vez que sdo caracteristicas de um substancia que sofre
efluxo de volta para o trato gastrointestinal pela P-glicoproteina (P-gp) (DIDZIAPETRIS et al.,
2003), resultando em absor¢ao intestinal moderada, que pode variar entre 43-78 %, conforme
mostrado pela previsdo de consenso expressa na Tabela 11.

O volume de distribui¢do (Vd) é um atributo farmacocinético que esta associado a uma
fracdo molecular livre apds a dose oral administrada, podendo ser uniformemente distribuido
no plasma sanguineo e nos tecidos. Valores relativamente altos indicam que uma substancia
pode estar mais concentrada nos tecidos do que propriamente no plasma sanguineo. Para LPAM
e LTAM, respectivamente, o valor Vd na ordem de -0,043 ¢ 0,551 (log L/kg), esta diretamente
associado ao alto grau de ligagdo as proteinas plasmaticas (93,570 % e 96,578 %), resultando
em um pequeno indice livre fracdo molecular de apenas 0,235. Como reflexo, o coeficiente de
distribuicdo previsto cérebro/sangue (logBB) de -1,34 ¢ -1,261 para LPAM ¢ LTAM,
respectivamente, indica que a fragdo molecular dos compostos esta mal distribuida no cérebro,
uma vez que a razdo de permeabilidade superficial polar (logPS) é da ordem de - 4,231 ¢ -4,226

para LPAM e LTAM, respectivamente, destaca sua incapacidade de penetrar no SNC (Tabela
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12)(PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015). Assim, a atividade bioldgica do LPAM e do
LTAM ¢ baseada na aclo terapéutica local, como ocorre em outros surfactantes com carga
amino positiva e cadeia lateral hidrofobica, onde ocorre em certa medida a disponibilidade para
interagdo com as cadeias de DNA (JADHAV et al., 2008).

A previsdo das possiveis biotransformagdes de drogas e xenobidticos pelas isoenzimas
do citocromo P450 (CYP450) por triagem virtual, seja por inducdo ou inibigdo, permite estimar
os efeitos colaterais pela formacdo de metabdlitos conjugados no processo de metabolismo de
primeira passagem. As isoenzimas CYP450 sdo responsaveis por reacdes de reducdo de
oxidacdo que transformam as substancias ingeridas em quimicas que sdo mais hidrofilicas e
suscetiveis a eliminacdo (PIRES; KAMINSKAS entidades; ASCHER, 2018; SILVINO et al.,
2016).

Os perfis de toxicidade organica relacionados a hepatotoxicidade sdo uma das vias de
toxicidade que enfatizam as previsdes in silico, pois é uma resposta direta dos produtos
quimicos gerados a partir da ingestdo de uma determinada substancia, que pode resultar em
danos ao figado (SILVINO et al., 2016). Nesse teste, é possivel observar que o quimico gerado
pelo metabolismo do LPAM e do LTAM pode resultar em lesdo hepatica, uma vez que a dose
oral administrada excede a dose aguda prevista de 2,758 ¢ 2,627 mol/kg, respectivamente
(Tabela 13).

Outra via de toxicidade organica associada a ingestdo de drogas ¢ a resposta mutagénica.
Devido ao alto custo e tempo de teste, o0 modelo de triagem in silico baseado no conjunto de
dados de mutagenicidade Ames foi aprimorado para detectar subestruturas prejudiciais ao
hospedeiro, capazes de causar mutagdes genéticas (XU et al., 2012). A correlagdo com dados
in vivo mostrou que LPAM e LTAM ndo mostraram uma resposta carcinogénica em ratos ¢
camundongos e ndo representam um risco mutagénico para o hospedeiro (Tabela 13).

Em ensaio in silico ADMET foi observado que os grupos carbonila do LPAM e LTAM
contribuem negativamente para o bloqueio do hERG, de modo que, curiosamente, estes grupos
sdo um farmacoforo com forte interagdo intermolecular com receptores bioldgicos, uma vez
que sdo regides que realizam ataques nucleofilicos a grupos amino positivos (N + H) de
aminoacidos (BLUM; LESTER; DOUGHERTY, 2010). Além disso, o grupo fenil da
subestrutura da fenilalanina ¢ os grupos aromaticos da subestrutura do triptofano foram plotados
como uma contribui¢do positiva da atividade biologica de LPAM e LTAM, respectivamente,
uma vez que sdo fragmentos moleculares capazes de intercalar com estruturas de DNA de

agentes microbianos (JADHAYV et al., 2008).
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Diante dos promissores achados, pode-se inferir que os tensoativos catidonicos derivados
de aminoacidos LPAM e LTAM podem ser usados como prototipos para o desenvolvimento de
medicamentos para uso clinico em pacientes acometidos por infecgdes causadas tanto por
Candida spp. quanto por MRSA. Outra aplicabilidade é seu uso como desinfetante hospitalar
para evitar a contaminacio desses ambientes. Atualmente, os tensoativos catidnicos a base de
compostos quartenarios de amoénio sdo amplamente utilizados como desinfetantes, porém ¢
importante enfatizar o impacto ambiental desses produtos, que sdo derivados do petroleo e
descartados na superficie das aguas, causando formagdo de espumas sobre os rios ¢ lagos,
ocasionando assim grave impacto ambiental (GONCALVES et al., 2015). Diante disso, os
compostos em estudo apresentam a vantagem de serem biodegradaveis, de modo que a espuma
formada ¢ degradada pelos microorganismos na natureza, reduzindo o impacto ambiental.

Em relagdo ao mecanismo de acdo desses produtos, pode-se concluir pelos ensaios de
citometria de fluxo que os processos iniciais de apoptose foram ativados pela perda da
integridade da membrana em Candida spp. assim como em cepas de MRSA ¢ dano ao DNA,
principalmente, em cepas de MRSA, dado importante quando associado aos resultados de
docagem molecular que demostraram importante ligagdo desses compostos com DNA. Na
docagem molecular ¢ ADMET pode-se inferir que o farmacoforo, que representa o grupo
responsavel pelo mecanismo de acdo da molécula, possivelmente estd localizado na porgio
correspondente a arginina com os quais foram formadas ligagdes de hidrogénio. Dessa forma,
diante do potencial antimicrobiano dos produtos analisados, mais estudos devem ser realizados
com a finalidade de desenvolvimento de um produto com atividade frente a Candida spp. e

cepas de MRSA.
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8 CONCLUSAO

e Os tensoativos catidnicos LPAM e LTAM apresentaram atividade antifungica frente a
cepas de Candida spp. resistentes ao fluconazol isolados e combinados a anfotericina
B.

e Os tensoativos cationicos LPAM e LTAM apresentaram atividade antifingica, bem
como potencializa o efeito da anfotericina B frente a biofilme formado de Candida spp.

e Os tensoativos catibnicos LPAM e LTAM promovem dano de membrana,
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial ¢ a geracdo de ROS e
consequente apoptose em células de Candida spp.

e Os tensoativos cationicos LPAM e LTAM nao apresentaram efeito citotoxico frente a
células L929 de mamiferos.

e Os tensoativos catidnicos LPAM ¢ LTAM apresentaram atividade antibacteriana frente
a cepas de MRSA.

e Os tensoativos cationicos LPAM e LTAM ndo apresentaram atividade antibacteriana
frente a biofilme formado de MRSA

e Ostensoativos cationicos LPAM ¢ LTAM promovem dano de membrana, dano ao DNA
¢ consequente apoptose em células de MRSA.

e Os tensoativos cationicos LPAM e LTAM interagem fortemente com ligantes no DNA

e Os tensoativos cationicos LPAM e LTAM podem ser utilizados no desenvolvimento

de farmacos de acdo terapéutica local, interagindo com o DNA de células bacterianas.
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ANEXOS

Anexo I. Estrutura quimica dos medicamentos utilizados. (1) Fluconazol (2) Anfotericina B (3)

Vancomicina e (4) Oxacilina.

O OH OH OH OH O,

“n,

F S NN OH
N—N OO
§,) L
N HO™ Y~ “OH
NH,
F




116

Anexo I1. Artigo publicado na revista Colloids and Surfaces B, Biointerfaces, qualis A2, fator

de impacto: 5.268.

Colloids and Surfaces B: Bininterfaces 207 (2021) 112017

FEI.SEVIER

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces

journal homepage: www. elsevier.comiocate’colaurfh

Contents lists available at ScienceDirect

Arginine-phenylalanine and arginine-tryptophan-based surfactants as new
biocompatible antifungal agents and their synergistic effect with
Amphotericin B against fluconazole-resistant Candida strains

Leticia Serpa Sampaio Moreno **, Hélio Vitoriano Nobre Junior **, Anderson Ramos da Silva’,
Francisca Bruna 5. Aires do Nascimento ™, Cecilia Rocha da Silva™",

Joao Batista de Andrade Neto ’".‘J", Bruno Coelho Cavalcanti ~°, Manoel Odorico de Moraes ™",
Aurera Pinazo®, Lourdes Pérez™*

* Drg Research and Develspment Center, Federnf Diversity of Ceard, Fortalesa, CF, Brasil

& Sebol of Pharmacy, Laborawry of Bisprogeecson of Antnsorobia! Molerules (LABIMAN], Federaf Dietversity of Cears, Formalest, OF, Brasi

© Diparevan of Physiobgy and Phrmsrology, Federal University of Camnd, Forraless, CF. Brosil
9 Chrisnes Diniversity Censter (UNFCHRIFTUS ), Forsalesa, CF, Brasil

Lyl

* Schoo! of Flarmacy,

for Bioprospection of Andmicrobial Mitecsdes {LABIMAN), Federa! University of Ceard, Fortaless, CF, Brasl

Laboramey
* Deprmmens of Serfars and Nasbistechnology, SQAC-CSIC, Barvelona, Spais

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Fpwards: In the past two decades, the increase in microbial resistance to conventional antimicrobials has spurred scientists
Sarfaca-aciive sty armmd the world to search firelessly for new treatments. Synthetic amino acid-based surfactants constitute a
Chmbiry tacga T ising al fve ta = imicrabial In this wark, two new cationic amine acid
Bynthiic bamd sufacants were synthesized and their physicochemical, anti and antibi ies evaln
Dirug reslstance ated. The surfactants were based on phenylalanine-arginine (LPAM) and tryptophan-arginine (LTAM) and pre.
?;‘ﬁ pared from renewable raw materials using a simple chemical procedure. The critical micelle concentrations of
Binfim the new were i by ivity and fluorescence. Micellization of LPAM and LTAM wok

place at 1.05 and 0.54 mM, respectively. Both exhibited good antifungal activity against fuconazole-resistant

Condida spp. strains, with a low mini mhibitory ion (8.2 pg/mL). Their mechanism of action

invalves alterations in cell m ility and mi ial damage, leading to death by apoptosis.

Furthermore, when LPAM and LTAM were applisd with Amphotericin B, a significant synergistic effect was
ohserved against all the studied Candide strains. These new cationic surfactants are also able to disperse biofilms
of Candida spp. at low concentrations. The results indicate that LPAM and LTAM have potential application to
combat the advance of fungal resisance as well as microbial bioflms.




117

Anexo ITI. Artigo submetido na revista Future Microbiology, qualis A2, fator de impacto:
3.165

AT 1138 EchotarDne Masussapts
Future Microbiology
A Hame

# Authar

Submission Confirmation & pint

Thank you for your submission

Submiticd to
Future Microblalogy

Manuscript ID
FMB-2022-D074

Title
Aciivicty of Anginine-phenyialanine and anginine-inypiophan-based surfactants against Staphylococous
BUNBUs

Awthors

Sampalo, Leticia

da Mascmento, Francisca Bnuna Stefany
da Siva, Ceclia

Valente 23, Livia

METO, JOAD BATISTA DE
Siva, Jadllene

Marinho, Emmanuel

a6 Sanios, Halco

Perez, Lourdes

da Slva, Andersan
Rodrigues, Daniel
Barbosa, Amanda
Moreira, Lara

Cavalcanil, Bnno

de Moraes, Manoel

Nobre Janior, Héllo

Diais Submitied
3-Mar-2022



