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RESUMO

Candida albicans é considerado um dos mais importantes patégenos flingicos oportunistas,
devido ao seu grande arsenal de fatores de viruléncia que auxiliam durante todo o progresso
da infeccdo. Aliado a este cendrio, o surgimento de resisténcia flingica demonstrou a
necessidade do desenvolvimento de antifingicos mais eficazes. Assim, os peptideos
antimicrobianos (PAMs) surgem como uma alternativa, dentre estes, a aureina apresenta
grande acdo antimicrobiana, se tornando base para a descoberta de outras moléculas bioativas,
como é o caso da K-aureina (K-au). Nessa perspectiva, o estudo objetivou demonstrar a
atividade antifiingica de K-aureina e o impacto de concentra¢des subinibitdrias sobre o perfil
de viruléncia de isolados de C. albicans. Para isso, foi realizado ensaios de determinagdo da
atividade antiftingica preconizada pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) e
andlise da cinética de morte dos isolados frente a K-au. Para o estudo dos fatores de viruléncia
foi realizado a avaliag¢do da inibi¢do de enzimas hidroliticas, formacao do tubo germinativo e
biofilme. Ensaios com biofilme pré-formado foram realizados para andlise de reducdo da
biomassa, viabilidade celular e desestruturacdo do biofilme por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Resultados demonstram a atividade antifiingica de K-au na concentra¢io
de 62,50 ug.mL™! para todas as cepas testadas, com tempo de agdio de até 180 minutos. Quanto
aos fatores de viruléncia, K-au ndo foi capaz de inibir a secrecdo de enzimas, no entanto
interferiu significativamente na formacdo de tubo germinativo e biofilme, sugerindo sua ac¢ao
sobre a morfogénese hifal. Por fim, os ensaios com biofilme pré-formado utilizando
concentracdo fungicida de K-au mostraram uma tendéncia a reducdo da viabilidade celular,
sem interferéncia na biomassa do biofilme. Isto pode ser comprovado com as imagens de
MEYV, que apresenta desestrutura¢do do biofilme com células mortas e auséncia de hifas. Os
dados evidenciam o mecanismo antiviruléncia de K-au, possibilitando a inibicdo do
polimorfismo, crucial para o inicio da infec¢do e manutencdo de C. albicans nos sitios do
hospedeiro. Portanto, 0 PAM K-au pode ser considerado uma alternativa contra C. albicans,
tendo em vista que a sua acdo antiviruléncia expande o repertorio de potenciais alvos nesses

patogenos.

Palavras-chave: Biofilme. Candida. K-au. Viruléncia.



ABSTRACT

Candida albicans is considered one of the most important opportunistic fungal pathogens, due
to its large arsenal of virulence factors that help throughout the progress of the infection.
Combined with this scenario, the emergence of fungal resistance demonstrated the need for
the development of more effective antifungals. Thus, antimicrobial peptides (AMPs) appear
as an alternative, among these, aurein has great antimicrobial action, becoming the basis for
the discovery of other bioactive molecules, such as K-aurein (K-au). In this perspective, the
study aimed to demonstrate the antifungal activity of K-aurein and the impact of subinhibitory
concentrations on the virulence profile of C. albicans isolates. For this, tests were performed
to determine the antifungal activity recommended by the Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI) and to analyze the kinetics of death of the isolates against K-au. For the study
of virulence factors, the evaluation of the inhibition of hydrolytic enzymes, formation of the
germ tube and biofilm was carried out. Tests with preformed biofilm were performed to
analyze biomass reduction, cell viability and biofilm breakdown by Scanning Electron
Microscopy (SEM). Results demonstrate the antifungal activity of K-au at a concentration of
62.50 ug.mL! for all strains tested, with an action time of up to 180 minutes. As for virulence
factors, K-au was not able to inhibit the secretion of enzymes, however it significantly
interfered in the formation of germ tube and biofilm, suggesting its action on hyphal
morphogenesis. Finally, the tests with preformed biofilm using fungicidal concentration of K-
au showed a tendency to reduce cell viability, without interference in the biomass of the
biofilm. This can be confirmed with the SEM images, which present a disruption of the
biofilm with dead cells and the absence of hyphae. The data show the K-au anti-virulence
mechanism, enabling the inhibition of polymorphism, which is crucial for the onset of
infection and maintenance of C. albicans at the host sites. Therefore, PAM K-au can be
considered an alternative against C. albicans, considering that its antivirulent action expands

the repertoire of potential targets in these pathogens.

Keywords: Biofilm. Candida. K-au. Virulence.
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1 INTRODUCAO

Candida albicans emergiu como um dos mais importantes patdégenos oportunistas
presente na microbiota anfibiontica humana, valendo-se principalmente da reducdao da
imunidade do hospedeiro para ocasionar uma série de doencas (SILVEIRA et al., 2018). Tem
sido responsavel por 60% dos casos de infec¢des envolvendo o género Candida. C. albicans é
a espécie mais frequentemente isolada de infecgdes superficiais e invasivas, além de estar
comumente associada a candidiase oral e vaginal (DADAR et al., 2018).

As manifestacdes clinicas causadas por esse fungo sdo variadas, que vai desde
sintomas superficiais leves, até quadros mais graves com a disseminacdo do micro-organismo
(FREIRE et al., 2016). Tornando-se uma ameaca séria a saide publica, principalmente para
pacientes pds-cirurgicos e em cuidados intensivos. Aqueles submetidos a terapias anticancer,
transplantados, neonatos e portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) sao os
mais afetados (CUI et al., 2015).

A capacidade de transi¢do para a forma patogénica € atribuida a diversos fatores de
viruléncia que sdo acionados sob condicdes favoraveis do ambiente (RIPPKE et al., 2018).
Dentre os quais, a secrecdo de enzimas hidroliticas (proteinases, fosfolipases, lipases e
hemolisinas), associadas a invasdo do tecido do hospedeiro e adesdo a superficies
(SRIVASTAVA et al., 2018). Além disso, a versatilidade de C. albicans de sofrer alteracdes no
seu morfotipo (polimorfismo) tem implicagdes importantes para a evasao imune, promovendo
criticamente a infeccao invasiva (PAPPAS et al., 2018). A forma leveduriforme assume um
papel importante para a disseminacdo na corrente sanguinea, e o desenvolvimento de hifas,
promove principalmente a aderéncia do micro-organismo em substratos, ocasionando a
formagao de biofilmes (WILSON et al., 2016).

Os biofilmes de C. albicans possuem um papel crucial no estabelecimento da infeccao,
visto que podem se desenvolver em superficies bidticas ou abidticas (MORSE et al., 2018).
Incorporados a uma matriz extracelular adquirem um estado fisioldgico distinto do modo de
vida planctonico. Assim, sdo caracterizados por altos niveis de resisténcia tanto as terapias
antifingicas quanto as defesas imunoldgicas do hospedeiro e, portanto, representam um
grande desafio para a antifungicoterapia atual (HACIOGLU et al., 2018). O arsenal de
farmacos disponiveis no mercado para o tratamento e prevencao de infecgdes por C. albicans
estd distribuido em trés grandes classes: polienos, azois e equinocandinas (BEM-AMI, 2018).
Contudo, células de C. albicans organizadas em biofilmes podem ser at¢ 1000 vezes mais

resistentes a acdo destes medicamentos quando comparado a sua forma planctonica
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(HACIOGLU et al., 2018).

Aliado a essa forma de vida, o aumento do uso de drogas antifingicas também esta
diretamente relacionado ao nimero crescente de relatos de resisténcia a antiftingicos
comumente utilizados na prética clinica, assim como, a problemas quanto a toxicidade e a
interacdo medicamentosa negativa (BEM-AMI, 2018). Portanto, novas abordagens para
elaboragdo de farmacos e/ou potencializacdo de drogas ja existentes, tém se tornado foco de
indmeras pesquisas no ambito da biotecnologia.

Nas ultimas trés décadas estudos voltados para moléculas bioativas se intensificaram,
o que tornou possivel demonstrar a ampla atividade de Peptideos Antimicrobianos (PAMs)
(ULLIVARRI et al., 2020). Os PAMs sao oligopeptideos sintetizados ribossomicamente por
diversos organismos, incluindo os seres humanos, representando a primeira linha de defesa
contra uma variedade de patégenos microbianos (WUERTH; HANCOCK, 2011). Embora a
perturbacdo da membrana fosfolipidica seja seu mecanismo de a¢do mais esclarecido, estudos
tém demonstrado que os peptideos podem penetrar células microbianas e ocasionar
interferéncia em processos intracelulares vitais. Contrapondo aos antifiingicos convencionais,
os PAMs tém demonstrado baixa propensdo para desenvolvimento de resisténcia
(DESLOUCHES; DI, 2018). Assim, na busca por quimioterapicos eficazes que impliquem na
reducdo das taxas de resisténcia e toxicidade, os PAMs podem representar uma alternativa
vantajosa.

Dentre a vasta gama de peptideos ja conhecidos, alguns tem se destacado apresentando
grande potencial antimicrobiano, como a aureina 1.2 encontrada nas glandulas granulares da
rd Litorea aurea. Amplamente estudada, este PAM jia deu origem a diversos andlogos
sintéticos com ag¢ao comprovada, como € o caso do peptideo K-aureina (K-au) (MADANCHI
et al.,, 2019). K-au (KGLFDIIKKIAESF) ¢ um peptideo sintético com 14 residuos de
aminoécidos com adi¢do de uma lisina (K) no N-terminal da sequéncia original. Estudos
envolvendo a atividade desse PAM evidenciaram satisfatoria acio bactericida, sugerindo que
a sua eficdcia poderia se estender para fungos de interesse clinico (DA SILVA, 2017;
CHERAGHI et al., 2018). Nessa perspectiva, o presente estudo tem como objetivo avaliar o
potencial fungicida do peptideo K-au sobre o crescimento planctonico, biofilme e sua
interferéncia nos fatores de viruléncia de isolados clinicos de C. albicans, o que podera tornar

o K-au um candidato promissor na elaboracdo de alternativas contra patégenos flingicos.



15

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micro-organismos do género Candida

Leveduras do género Candida pertencentes ao filo ascomycota do reino fungi
(WILSON et al.,, 2018), estdo presentes na microbiota normal de individuos sauddveis,
colonizando principalmente a cavidade oral, gastrointestinal, geniturindria e a pele (DADAR
et al., 2018). Esses micro-organismos vivem comensalmente sem causar nenhum risco ao
hospedeiro, podendo ser encontrados ainda em quaisquer areas Umidas e quentes do corpo
humano (OLIVER et al., 2019). Contudo, quando ha altera¢des no sistema imunolégico do
hospedeiro essas leveduras manifestam-se mais agressivamente causando uma série de
doencas. O que faz desses micro-organismos o0s patdgenos fingicos oportunistas mais
prevalentes no mundo (ROSCETTO et al., 2018).

No tocante as caracteristicas morfologicas das espécies desse género, Candida spp. é
considerado um fungo polimoérfico, se apresentando tanto como levedura, com a célula em
formato ovéide (blastoconideo) medindo entre 3 € 5 um de didmetro, ou mesmo evoluir
formando pseudo-hifas e hifas filamentosas (figura 1) (RIBEIRO, 2008). Quanto a parede
celular, esta é composta basicamente por quitina, polissacarideos de glicose e polimeros de

manose ligados covalentemente a manoproteinas (SANTANA et al., 2013).

Figura 1 - Principais morfologias de patégenos fiingicos humanos. (Superior) Imagens de
células de C. albicans, visualizadas por microscopia de contraste de interferéncia diferencial

(DIC) (bar = 10 um). Representagao esquematica de cada morfologia.

(a) (b) o | ©

O4®)
e l®

Levedura Pseudo-hifa Hifa

Fonte: Adaptado de THOMPSON et al., 2011.
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Tradicionalmente, as células leveduriformes eram vistas como organismos comensais
enquanto as hifélicas consideradas patogénicas. Isso por que esse tipo morfolégico apresenta a
expressdo de inumeros fatores de viruléncia (NOBLE, GIANETTI, WITCHLEY, 2017).
Porém hoje sabe-se que tanto a forma unicelular quanto a filamentosa possui grande
importancia para o processo de estabelecimento da infec¢io por Candida.

A forma de levedura (Figura 1a) é substancial para a disseminacdo do patégeno na
corrente sanguinea, favorecendo a colonizacdo de outros 6rgaos (DESAI, MITCHELL, 2015).
Além disso, alguns estudos tém evidenciado a capacidade dessas leveduras de mudar o seu
morfotipo transitando entre células brancas, opacas, cinzas e do tipo GUT (Gastroinstestinal)
de acordo com o nicho em que estd inserida. Exibindo assim, diferentes perfis de
comensalismo e capacidade de viruléncia (NOBLE, GIANETTI, WITCHLEY, 2017).

A transi¢do entre morfotipos envolve uma série de fatores de transcri¢do, sendo os
principais envolvidos o Efgl, frequentemente relacionado a alteracdo de fenétipo da branca
para a opaca ou GUT, e da cinza para a branca (XIE et al., 2013). Outro bastante citado é o
Worl, relacionado a mudanca do fendtipo opaca para a branca ou cinza, e da GUT para
branca. Em sintese, o Efgl e Worl se ligam aos promotores um do outro, onde podem mediar
uma repressao transcricional mitua (PETERS et al., 2014). As ultimas duas formas, pseudo-
hifas e hifas (Figura 1b e Ic) sdo comumente chamadas de morfologias "filamentosas", isso
porque as células além de serem alongadas crescem de maneira polarizada (crescimento
apical) (THOMPSON, CARLISLE, KADOSH., 2011). Contudo, através de algumas
caracteristicas € possivel diferenciar as duas formas, como por exemplo, as pseudo-hifas sdo
elipsoidais e apresentam constricdes nas jungdes septais, enquanto as hifas sdo alongadas e
possuem septos sem constri¢des (SU, YU, LU, 2018).

As pseudo-hifas sdo células que completaram todo o processo de divisdo celular,
porém nao foram capazes de se separar da célula mde, em contraste com a hifa, que sdo
ramificagdes do tubo germinativo (SUDBERY, 2011). Além disso, as hifas possuem um
sistema de trigmotropismo, na qual crescem de acordo com a topologia do nicho que estd
inserida facilitando o dano celular do hospedeiro (MAYER, WILSON, HUBE, 2013). Assim,
ambas as formas sdo essenciais para a invasdao no tecido do hospedeiro e a colonizagdo em
sitios diversificados.

Diante disso, algumas espécies desse género tém se destacado por apresentar essas
caracteristicas que contribuem para a sua patogenicidade. Dentre elas estd C. albicans
representando 60 a 90% dos isolados, tornando-se a espécie mais relevante tanto em questao a

sua distribui¢cdo ampla na natureza, como também em relacdo aos seus fatores de viruléncia
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(CUELAR—CRUZ et al., 2012). Todavia, nos dltimos anos com a utilizacdo exacerbada de
terapias antiftingicas, a incidéncia de infec¢des ocasionadas por espécies ndo-albicans tem
crescido. C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. auris tem se tornado
frequente entre isolados clinicos, principalmente em pacientes com problemas hematolégicos
e associados a infecgdes nosocomiais (SALCI et al., 2018). Portanto, hd uma necessidade

urgente de se conhecer mais sobre o perfil de viruléncia desse género.

2.2 Infeccgoes por Candida spp.

A patogenicidade dos fungos sobre plantas e animais € amplamente conhecida ha
muitos séculos, porém quando infec¢des fungicas se estendem para humanos o assunto se
torna um pouco desconhecido. Nos dltimos anos a incidéncia e a prevaléncia de infec¢des
ocasionadas por fungos se tornou um problema de saide publica, devido principalmente ao
aumento de cepas resistentes aos antifiingicos presentes no mercado. Estima-se que as mortes
ocasionadas por infeccdes fungicas invasivas ultrapassem 50% dos casos, com cerca de
1.350.000 mortes por ano (BROWN et al., 2012; QUIND()S et al., 2018).

Entre as infeccdes mais comuns envolvendo patégenos flingicos, aquelas ocasionadas
por micro-organismos do género Candida t€ém ganhado destaque. A candidiase, como €
conhecida, afeta cerca de 250.000 pessoas por ano em todo o mundo (CLEVELAND et al.,
2015). Individuos imunossuprimidos sao os mais acometidos, principalmente aqueles com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA), neonatos, pacientes pods-cirirgico e
transplantados (CUI et al., 2015).

As manifestacdes clinicas da candidiase decorrem da resposta imunoldgica do
hospedeiro, transitando desde casos leves, frequentemente relacionadas a infec¢des cutaneas
de facil tratamento, até a disseminagcdo generalizada desse micro-organismo na corrente
sanguinea. Neste ultimo caso, a candidiase invasiva ou candidemia, ocorre principalmente
devido a alta capacidade desses patogenos de se adaptarem a diversos nichos do individuo,
utilizando estratégias de adesdo e proliferacao (DA SILVA DANTAS et al., 2016; MIKAMO
et al., 2017; DADAR et al., 2018).

As infeccdes leves relacionadas a Candida normalmente sdo aquelas cutaneas de fécil
tratamento, como a candidiase oral e vulvovaginal. Em relacdo a primeira, é uma infeccao
mais frequente em pacientes com a SIDA (COOGAN et al., 2006). Considerada ainda, a
primeira via para infec¢Oes fungicas mais complicadas como orofaringeas e esofédgicas

(BARBEDO et al., 2010). Quanto a candidiase vulvovaginal, esta representa um dos
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principais problemas relacionados ao trato genital inferior das mulheres, apontada como a
segunda causa de vaginite aguda depois da vaginose bacteriana. A infeccdo nessa mucosa
pode acometer cerca de 75 % das mulheres em todo o mundo pelo menos uma vez durante a
vida (RODRIGUES et al., 2013).

A candidemia, no entanto, estd intimamente associada a utilizacio de implantes
médicos como cateteres, stents, tubos endotraqueais e préteses, na qual a superficie do
dispositivo facilita a aderéncia da levedura, levando a posterior formacdo do biofilme
(ROSCETTO et al.,, 2018). Assim, nos ultimos anos tem sido observado um aumento
significativo na ocorréncia de casos, entre 3 a 5 por 100.000 pessoas, tornando-se a quarta
infeccdo sanguinea mais comum no mundo (PAPPAS et al., 2018).

Embora a maioria das manifestacoes de Candida seja ocasionada pela microflora
enddgena dos pacientes, alguns estudos relataram a transmissao desses micro-organismos em
UTIs (Unidades de Terapia Intensiva), provavelmente relacionadas a equipe médica
caracterizando a infecc¢do cruzada por esses micro-organismos (RANGEL-FRAUSTO et al.,
1999; KAUR et al., 2020). Assim, infec¢des relacionadas a espécies de Candida podem
resultar em um aumento significativo da morbidade e mortalidade em individuos debilitados,
estando diretamente associado a supressdo do sistema imunitdrio e a dificuldade no

tratamento.

2.3 Candida albicans

C. albicans é considerada o patégeno flngico mais comum em humanos, afetando
milhares de pessoas em todo o mundo com infeccdes de origem enddgena e exdgena
(WITCHLEY et al., 2019). Esse micro-organismo possui uma relativa resisténcia ao ambiente
externo, com adaptacdo para colonizar diversos ambientes com variabilidade de nutrientes,
pH e niveis de CO2 (POULAIN, 2013). Dentre as espécies do género Candida, essa se destaca
por apresentar inimeros fatores que auxiliam desde a colonizacdo inicial até a manutengao do
micro-organismo no sitio do hospedeiro (JABRA-RIZK et al., 2016). Atributos como, a
transicdo morfoldgica entre leveduras e hifas, a expressdo de adesinas e invasinas na
superficie celular, trigmotropismo, formagdo de biofilmes, troca fenotipica e secrecdo de
enzimas hidroliticas sdo considerados cruciais para o estabelecimento da infeccio (MAYER,
HUBE, WILSON, 2013).

No que concerne as caracteristicas moleculares, C. albicans tém demonstrado

significativa diversidade fenotipica e genética, o que contribui para o seu perfil de
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patogenicidade (DADAR et al., 2018). Ainda, evidéncias mostram que a instabilidade
genética dessa espécie pode modular o seu comportamento na interface do hospedeiro como a
taxa de crescimento, a morfologia, a resisténcia a estressores, entre outros (BRAUNSDOREF,
GUT-LANDMANN, 2018). E visto que essas diferencas fenotipicas e diversidade genética
intra-espécies provocam mutagdes naturais na espécie, o que pode alterar o equilibrio entre
patogenicidade e comensalismo (SCONHERR et al., 2017). Assim, C. albicans se torna um
micro-organismo modelo para estudos voltados ao género Candida, principalmente por suas

caracteristicas singulares durante todo o processo infeccioso.

2.4 Fatores de viruléncia

A capacidade de transicao da forma inofensiva para a patogénica € atribuida a diversos
fatores de viruléncia que auxiliam no processo infeccioso, e na superacdo dos fatores
imunitarios do hospedeiro (RIPPKE et al., 2018). Com a quebra do equilibrio entre o
patégeno e o hospedeiro, a colonizacdo € proporcionada através da expressdo de fatores
relacionados a aderéncia, polimorfismo e secre¢cdo de enzimas hidroliticas favorecendo a

infeccao (Figura 2) (SHARMA et al., 2017).

Figura 2 - Estratégias de sobrevivéncia de Candida albicans. (1) flexibilidade morfoldgica;
(2) comutagao de branco para opaca e acasalamento; (3) filamentos induzidos por contato; (4)
hifa associada a expressdao de adesinas; invasdo nas células hospedeiras por endocitose
induzida (5) ou penetracao (6); (7) liberagdao de enzimas hidroliticas (por exemplo, proteases
aspdrticas segregadas (Saps) que suportam a penetracdo e a degradacdo do material do tecido;
(8) aquisicdo de nutrientes e micronutrientes das células hospedeiras, por exemplo, sistemas
de absorcdo de zinco e ferro; (9) vias de resposta ao estresse, facilitando a resisténcia a
condi¢des ambientais adversas, por exemplo, espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies
reativas de nitrogénio (RNS), pH baixo; (10) modificacio ativa do fagossomo para promover

o crescimento da hifa, facilitando dano e fuga de macré6fagos.
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2.4.1 Adesdo

A aderéncia aos tecidos epiteliais representa o primeiro passo para a colonizacdo de C.
albicans, na qual ¢ mediada por alguns receptores especificos que estdo presentes na
superficie citoplasmdtica. Além desses, alguns estudos tém demonstrado o envolvimento de
diversos fatores, fazendo esse processo ainda mais complexo. (MAGDALENA, 2001). Dessa
forma, a hidrofobicidade relativa da parede celular de C. albicans é considerada um fator ndo
biologico de importancia critica referente a adesdo candidal (RAJKOWSKA, KUNICKA-
STYCNSKA, PECZEK, 2015).

Um outro fator de relevancia elevada para esse processo de adesdo € a expressdo de
adesinas, que estd intimamente associado ao inicio do processo infeccioso possibilitando uma
melhor adesdo as superficies celulares (RIBEIRO, 2008). Nos ultimos anos foram analisadas
uma familia de adesinas (Als) presentes no B-1,6-glucano da parede celular envolvidas no
processo de adesdo e invasdo nas células epiteliais e endoteliais (HOFS, MOGAVERO,
HUBE, 2016). Estas adesinas sdo capazes de formar fibras amildides e ligar peptideos
aleatoriamente; uma cavidade no terminal N permite um contato inicial extensivo com as

c€lulas hospedeiras, reconhecendo a porg¢ao flexivel do terminal C presente em sua superficie
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(SALGADO et al., 2011). Apesar de apresentarem atividades relativamente redundantes,
dentre as adesinas o Als3 destaca-se por ser expressa na superficie da hifa e por possuir
ligacdo, o que facilita a formacao de biofilmes (POULAIN, 2013).

Estudos moleculares também contribuem para a andlise do fendmeno de adesdo em C.
albicans, o que ja tem demonstrado a expressdo de alguns fatores transcricionais, como Berl,
Ace2, Snf5 e Arg81 envolvidos no processo de adesdo de células para posterior formacao de
biofilmes (NOBILE, JOHNSON, 2015). Além disso a formag¢do de tubo germinativo,
temperatura e producdo de enzimas sdo cruciais para o estabelecimento do patdgeno
(PUMEESAT et al., 2017; MAFOJANE, SHANGASE, PATEL 2017; WITCHLEY et al.,
2020).

2.4.2 Polimorfismo

Outro mecanismo de grande importancia utilizado por C. albicans é o polimorfismo,
ou seja, a capacidade desse patégeno de sobreviver como levedura (blastoconidios), ou
mesmo evoluir formando pseudo-hifas e hifas filamentosas, apresentando papéis distintos
durante o curso da infeccdio (UWAMAHORO et al., 2014). Sabe-se que a forma
leveduriforme estd associada principalmente a disseminacdo do micro-organismo na corrente
sanguinea enquanto as hifas auxiliam na invasdo dos tecidos (WILSON et al., 2016).
Contudo, ainda nao se sabe muito sobre a influéncia das pseudo-hifas nesse processo
(MAYER, WILSON, HUBE 2013).

A transi¢ao dessas formas normalmente se dd de acordo com o ambiente que o fungo
estd inserido, através de mudancas de pH, temperatura e presenca de soro (DADAR et al.,
2018). Por exemplo, em pH baixo (<6), as células de C. albicans crescem predominantemente
na forma de levedura, enquanto que em pH mais elevado (>7) o crescimento hifal é induzido
(ODDS et al., 1988). Esses estimulos ativam a via de sinalizacdio cAMP / PKA ou MAPK,
levando a expressdo de ativadores principais da formacdo de hifas, ou seja, os fatores de
transcricdo Efgl e Cphl (SUDBERY, 2011).

Além disso, a formacdo de hifas estd associada a expressdo de alguns genes
caracteristicos de fatores de viruléncia. Sao os mais presentes, a proteina da parede hifal
Hwpl, a proteina de sequéncia semelhante a aglutinina Als3, as proteases aspdrticas
segregadas (Saps) e as proteinas associadas a hifa Ecel e Hyrl (SUDBERY 2011; MAYER,
WILSON, HUBE, 2013). Dessa forma, através da produc¢do de estruturas denominadas tubos

germinativos as células leveduriformes assumem um crescimento em forma de micélio
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resultando em maior variabilidade antigénica e consequentemente maior capacidade de
adesdo e invasdo a diferentes superficies (OLIVER et al., 2019). Vale ressaltar que essas
estruturas hifélicas também sdo de extrema importancia para escapar de células do sistema
imunolégico do hospedeiro (Da SILVA DANTAS et al., 2016). Tendo em vista que as
membranas dos macréfagos ndo restringem a expansao das hifas, resultando na ruptura dos
fagocitos (BAIN et al., 2012). Portanto, a morfogénese de C. albicans representa um dos

principais fatores de viruléncia durante o processo infeccioso.

2.4.3 Secrecdo de enzimas hidroliticas

A secrecdo de enzimas hidroliticas exerce um importante papel na patogenicidade de
C. albicans, atuando na destruicao e desorganizagao dos elementos da membrana das células
do hospedeiro, levando na disfuncdo ou ruptura fisica (GALOCHA et al., 2019). As
fosfolipases, proteases, lipases e hemolisinas sdo as principais atuantes nesse processo,
tornando-se ainda, essenciais para a aquisicdo extracelular de nutrientes (NAGLIK,
CHALLACOMBE, HUBE 2003).

A primeira familia, as fosfolipases, € composta por quatro diferentes classes (A, B, C e
D), porém apenas cinco membros da classe B (PLB1-5) sdo extracelulares e contribuem para
a patogenicidade direta de C. albicans (MAVOR, THEWES, HUBE, 2005). Estas sdo
responsdveis principalmente por causar danos teciduais, rompendo as membranas por
hidrélise de uma ou mais ligacdes éster dos glicerofosfolipideos e permitindo as hifas
entrarem no citoplasma celular (ROSSONI et al., 2013).

As proteases por sua vez, € uma familia composta por dez membros (Sap 1-10). Sap 1-
8 sdo enzimas extracelulares liberadas para o meio circundante, enquanto as duas ultimas Sap
9-10 permanecem ligadas a célula de C. albicans (MAYER, WILSON, HUBE, 2013). Em
relacdo a atividade enzimadtica, estas desempenham atividades redundantes, todavia, estudos
recentes sugerem que Sapl e Sap6 nao desempenham um papel significativo na viruléncia de
C. albicans, enquato Sapl a Sap3 ndo sdo necessarios para o sucesso da infec¢do por essa
espécie (CORREIA et al., 2010). No geral, as proteases possuem como principais funcdes, a
hidrdlise de ligacdes peptidicas, interferéncia no sistema imunolédgico, “confundindo-0”, além
de interromper a sintese de diversas proteinas importantes, como imunoglobulinas e citocinas
(OMBRELLA et al., 2008), contribuindo para a melhor evasido imune.

Uma outra familia de enzimas que também influencia de forma significativa a

patogenicidade de C. albicans sdo as lipases. Estas, sdo formadas por 10 genes (Lipl-10)
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expressos diferentemente de acordo com o progresso da infeccio (CASTILLO, AZCURRA,
SOTOMAYOR, 2019). As lipases atuam diretamente na catdlise de reacdes, como a sintese de
triacilgliceréis e modulacdo de reagdes inflamatérias (TOTH et al., 2017). Estudos tém
demonstrado que essas enzimas induzem a producdo de altas concentracdes de compostos
toxicos de oxigénio e apoptose celular (PARAJE et al., 2008). Além disso, foi relatado a
presenca dos genes dessa familia durante toda a fase de transicdo hifal de C. albicans e
infeccoes experimentais (PARK, DO, JUNG, 2013). De fato, o papel das lipases na
patogénese de Candida € evidenciado principalmente por seu comportamento adaptivel em
diversos nichos do hospedeiro.

Contribuindo para a caracteristica de adaptacdo, essa levedura também pode secretar
enzimas conhecidas como hemolisinas. SAo mananoproteinas ligadas a superficie celular que
tem como acao principal a destruicdo de hemdcias. Sabe-se que essas enzimas atuam também
no sequestro de ferro a partir da degradacdo de hemoglobinas (SARDI et al., 2013). Tendo em
vista que o ferro ¢ um cofator indispensavel para vdrias proteinas e é um pré-requisito para
varios processos metabdlicos, como respiragdo celular e sintese de DNA. Dessa forma, a
hemolisina € considerada um fator crucial de viruléncia em C. albicans por permitir a
disseminacgdo através da corrente sanguinea (KHAN et al., 2020). Em sintese, nenhum fator
de viruléncia se sobressai ao outro, sdo necessdrios ambientes propicios para a ativacdo e

expressao coordenada dessas caracteristicas, que irdo possibilitar a patogénese flingica.

2.5 Formacao de biofilme

Uma das mais importantes habilidades dos micro-organismos do género Candida é a
capacidade de se aderir a uma infinidade de superficies, bidticas ou abidticas, e formar
aglomerados microbianos denominados biofilmes (ALIM, SIRCAIK, PANWAR, 2018). Estas
comunidades mostram propriedades distintas da forma planctonica, sdo altamente organizadas
e sua estabilidade e protecdo € atribuida a uma camada de matriz exopolissacaridica produzida
pelas suas préprias células (LOPEZ et al, 2010). Como comprovada em estudos in vitro, a
formagdo do biofilme compreende quatro etapas principais, ou seja, adesdo, proliferacdo,

maturacao e dispersao (Figura 3) (NOBILE, MITCHELL 2006).

Figura 3 - Estgios da formacio de biofilme de Candida albicans. (1) Adesdo das células da
forma de levedura a uma superficie. (2) Iniciagdo da proliferacdo celular, formando uma

camada basal de células ancoradoras. (3) Maturacdo, incluindo o crescimento de hifas
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concomitantes com a producio de material da matriz extracelular. (4) Dispersio de células em

forma de levedura do biofilme para semear novos locais.
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Fonte: NOBILE; JOHNSON 2015.

A primeira fase na formag¢do do biofilme € a adesdo, que leva poucas horas
dependendo do tipo de substrato. Essa intera¢do entre a levedura e o substrato € possivel
através de forgas eletrostéticas e hidrofobicidade (PIERCE et al., 2017). Apds o contato com
a superficie, as células fungicas utilizam adesinas para uma melhor ancoragem, formando
assim, uma camada basal para sustentar todo o biofilme (NOBILE, JOHNSON, 2015).
Durante esse processo inicial foram descobertos a expressao de diversos genes da familia de
adesinas, dentre eles ALS1, ALS2, ALS3 ALS4, EAP1, MSB2, PGA6. Além disso, outros
genes foram identificados atuando em processos como sintese de DNA, RNA e de proteinas,
sugerindo preparacdo para mudancas morfoldgicas e fisioldgicas drasticas apos uma adesdo
fisica (FOX et al., 2015).

Na fase seguinte, de proliferagdo, inicia-se o desenvolvimento de hifas e pseudo-hifas.
Essas células seguem se alongando durante todo o desenvolvimento do biofilme, conferindo
assim sua robustez (MITCHELL et al., 2016). A mudanca de morfologia de C. albicans é
possivel apenas com a mudanca de temperatura, pH ou niveis de CO2, sendo facilmente
controlada em ambiente laboratorial. Estudos tém evidenciado ainda, a alta capacidade de
formagdo de biofilmes de cepas clinicas relacionadas a expressdo de genes especificos de

hifas, confirmando o significado das hifas na formagdo de biofilmes (RAJENDRAN et al.,
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2016).

No processo de maturacdo, as células produzem a matriz exopolissacaridica que
envolve todo o biofilme mantendo-o em conjunto. Esta € composta principalmente de
glicoproteinas e carboidratos, juntamente com lipidios e 4cidos nucléicos (ZARNOWSKI et
al., 2014). Em particular, a matriz exopolissacaridica (EPS) confere maior resisténcia as
células fungicas tanto aos fatores imunitdrios do hospedeiro, como as terapias antifingicas
(TAFF, NETT, ANDES, 2012).

Por fim, os biofilmes de C. albicans liberam continuamente células de levedura para
colonizar outros substratos e garantir o “ciclo de vida do biofilme”, caracterizando assim a
fase de dispersao (UPPULURI et al., 2018). Vérios componentes, como reguladores da
transcricdo, proteinas da parede celular, acompanhantes, dentre outros, sdo cruciais para esta
etapa, como Ume6, Pesl e Nrgl, aumentando ou diminuindo o processo de dispersao
(GRANGER, 2012). As células liberadas do biofilme de Candida originam-se principalmente
das camadas mais superiores, além de apresentarem um fenétipo diferenciado. Em
comparacdo com células planctdnicas, as células dispersas exibem maior adesdo, maior dano
epitelial ao hospedeiro e maior capacidade de formar novos biofilmes (WALL et al., 2019).

Dentre as vantagens na formagao destas comunidades estd na maior captagdo de
nutrientes, favorecimento do crescimento celular, prote¢ao a radiacio ultravioleta (UV), aos
agentes antifingicos e fagocitose (SUZUKI et al., 2009). Evidéncias mostram que a
resisténcia do biofilme também estd relacionada ao aumento da densidade celular, regulagdao
positiva de bombas de efluxo, ativacdo de mecanismo de resposta ao estresse, alteragdes na
membrana celular fingica e a presenga de uma subpopulagdo de células persistentes (TAFF et
al., 2012).

Para a manutencao dessa populacdo microbiana um dos mecanismos mais importantes
utilizados por C. albicans é o quorum sensing, na qual possibilita a comunica¢do entre os
micro-organismos. Caracterizado principalmente por propiciar a expressao de alteracdes
fenotipicas marcantes em células fungicas, € o principal meio para propagacdo de resisténcia
microbiana (KARKOWSKA-KULETA, RAPALA-KOZIK, KOZIK, 2009). Portanto, essa
forma de vida de C. albicans regulada através da expressdo de diversos genes especificos,
propiciando a morfogénese e a mudancga na patogenicidade € crucial para a sobrevivéncia da

espécie, seja no hospedeiro, ou no planeta.
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2.6 Farmacos antifiingicos

Infeccdes ocasionadas por C. albicans normalmente sdo de facil tratamento e ndo se
estendem por longos periodos. Porém, com o surgimento de cepas resistentes e a dificuldade
de langar novos antifiingicos no mercado, a terapia contra esse patégeno t€m se tornado um
desafio para a comunidade médica. Atualmente estd disponivel para a terapia antiftingica trés
classes de farmacos: azdis, equinocandinas e polienos (ARENDRUP et al., 2013). Cada uma

dessas classes de drogas possui alvos celulares distintos, como demonstrado na figura 4.

Figura 4 - Mecanismos de acdo dos medicamentos antifiingicos atuais.
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Cada uma dessas classes possui mecanismos de acdo diferentes que culminam na
inibicdo ou morte celular do fungo. Os azdis, como fluconazol (FLC), cetoconazol (CETO),
voriconazol (VRC), dentre outros, sdo amplamente difundidos na clinica. Possuem acao
relacionada a inibicdo da enzima desmetilase P450, crucial para a sintese do ergosterol,
levando a paralisacdo do crescimento celular fiingico (SPAMPINATO, LEONARDI 2013).
Contudo, apesar de ser a classe de antifungicos de primeira escolha no tratamento de
infecgdes por C. albicans, esses medicamentos possuem apenas carater fungistatico, ou seja,
ndo sdo capazes de erradicar os micro-organismos (KUHN et al., 2002).

Além disso, diversas pesquisas apontam o aumento da resisténcia dos micro-
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organismos quando postos em contato com medicamentos dessa classe (PRISTOV,
GHANNOUM 2019). Assim, alguns mecanismos tém sido propostos com objetivo de
explicar a resisténcia de Candida aos azdis. A introducdo de bombas de efluxo na parede
celular € um desses mecanismos, favorecendo o bombeamento do farmaco para fora da célula
(SAKAGAMI et al., 2019). Outra estratégia € a alteracdo da enzima alvo, dificultando a
ligacdo do farmaco e evitando alteracdo na membrana celular (SPAMPINATO, LEONARDI
2013).

Assim, outros farmacos tém sido utilizados na terapia antifiingica, como € o caso das
equinocandinas. Essas drogas possuem mecanismo de acdo voltado para inibidores das 1,3-f3-
D-glucanas sintase Fksl / Fks2, enzimas responsdveis pela sintese de 1,3-B-D-glucana, um
componente importante e essencial da parede celular de todos os fungos (TSCHERNER,
KUCHLER, SCHWARZMULLER 2011). Os medicamentos aprovados dessa classe
(caspofungina, anidulafungina e micafungina) s@o inibidores ndo competitivos de Fks1 / Fks2,
interrompendo a integridade e organizacdo estrutural da parede celular, exercendo acdo
fungicida. E tendo em vista que as células eucariéticas humanas ndo possuem parede celular,
a enzima glucano sintase se torna um alvo de grande importancia, reduzindo os indices de
citotoxicidade (PIERCE et al., 2013). Todavia, em alguns estudos recentes ttm documentado
a susceptibilidade reduzida de isolados a esse farmaco, indicando o surgimento de resisténcia
(PRISTOV, GHANNOUM 2019). Foi observado ainda, que as cepas isoladas possuiam
mutagdo em alguns genes responsdveis pela codificagdo do alvo B-(1,3) D-glucana sintase, o
que ocasiona a mudanga e inibicdo da acdo das equinocandinas (MEDICINI, POETA 2015).

Entdo, na tentativa de tratar a infec¢do, os profissionais de satude utilizam como dltima
escolha a classe dos polienos. Estes antiftingicos tais como a anfotericina B (AmB), possuem
como principal alvo o ergosterol, um esterol essencial na membrana fungica. Apds a ligacdo
do farmaco ao ergosterol inicia-se o processo de formacido de poros e extravasamento do
conteddo intracelular, com consequente perda de fons de K* e Mg™ e morte do patégeno
(ALDER-MOORE et al., 2019).

Porém apesar de exibirem amplo espectro de acdo com concentragdes relativamente
baixas e praticamente nenhum relato de resisténcia, esse farmaco apresenta elevados niveis de
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (RODRIGUEZ et al., 2020). De acordo com alguns
estudos, cerca de 80 % dos pacientes que fazem o uso de AmB para o tratamento de infec¢des
fungicas sistémicas apresentaram aumento da creatina sérica, enquanto cerca de 40 % a 60 %
dos pacientes teve a concentragdo de creatina dobrada, e 15 % evoluiram para disfun¢ao renal

com necessidade de didlise (LANIANO-LABORIN; CABRALES-VARGAS 2009;
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SCHLOTTEFELDT et al., 2015). Justificando assim, a utilizacdo dessa classe de antiftingicos
como ultimo recurso no tratamento de infec¢des por C. albicans.

Quanto as formas mais resistentes, como o biofilme, esses antifiingicos possuem agao
reduzida acarretado principalmente pela matriz extracelular que protege as células. Com
mecanismos relacionados ao sequestro de moléculas dos antifiingicos impedindo a entrada nas
camadas mais densas, hiperexpressio de bombas de efluxo e a presenca de células
persistentes, o biofilme se torna uma grande barreira para um tratamento eficiente por essas
drogas (TAFF et al., 2013).

Os antifiingicos da classe dos azéis, principalmente o FCZ, ndo sdo tdo eficazes contra
biofilmes de Candida, assim como os polienos, que necessitam de altas concentracdes para a
erradicacdo, o que pode ocasionar citotoxicidade (KUHN et al., 2004). No entanto as
equinocandinas, como discutido anteriormente, possui acdo voltada para a parede celular
fingica, exibindo excelente atividade anti-biofilme em concentra¢des terapéuticas em cepas
que nao apresentam resisténcia (PIERCE et al., 2013). Assim, faz-se necessario o
desenvolvimento de drogas eficazes que culmine na morte do patégeno até nas formas mais
resistentes, com seletividade elevada a células microbianas sem causar nenhum tipo de

citotoxicidade, levando assim, o progresso da terapia antifingica.

2.7 Peptideos antimicrobianos — PAMs

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo oligopeptideos encontrados naturalmente no
sistema imune inato de diversos organismos, desde virus até mamiferos incluindo o ser
humano (BAHAR et al., 2013). Esses PAMs sao moléculas pequenas, com cerca de oito a
cinquenta aminodcidos e possuem natureza catidnica/anfipatica que facilitam a interagdo com
a membrana fosfolipidica (CHERAGHI et al, 2018).

A acdo antimicrobiana dessas biomoléculas tem sido reconhecida a alguns anos,
principalmente contra bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e fungos (JENSSEN et al,
2006; MIGON et al 2018). Com mecanismo de agio voltado principalmente para a formagio
de poros na membrana fosfolipidica, essas biomoléculas dificilmente desencadeiam
resisténcia microbiana (BAHAR et al., 2013).

Diversos modelos tém sido propostos na tentativa de explicar a formacdo de poros
causados pelos PAMs, porém apenas trés sdo os mais aceitos: o modelo poro toroidal, barril e
o modelo carpete (Figura 5) (NGUYEN et al., 2011; JAVIA et al., 2018). E importante

ressaltar que a interagdo do peptideo com as membranas fosfolipidicas se d4 primeiramente
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através de forgas eletrostéticas e interagdes hidrofébicas, seguida pela formagdo de poros e

lise celular (BROGDEN, 2005).

Figura 5 - Representacdo esquemadtica de alguns mecanismos de acdo de PAMs ativos em
membrana. (A) Modelo Barril: As moléculas do PAM se inserem na membrana
perpendicularmente. (B) Modelo de carpete: Pequenas dreas da membrana sdo revestidas com
moléculas do PAM com lados hidrofébicos voltados para dentro, deixando os poros para trés
na membrana. (C) Modelo de poro toroidal: Esse modelo se assemelha ao modelo barril, mas
os PAMs estao sempre em contato com os grupos de cabeca fosfolipidica da membrana. A cor
azul representa as porcdes hidrofébicas dos PAMs, enquanto a cor vermelha representa as

partes hidrofilicas.
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No modelo de poro toroidal, a regido hidrofilica dos PAMs se associa com a por¢ao
polar do fosfolipideo que liga as monocamadas lipidicas para adquirir uma curvatura estavel e
formar poros, ocasionando o extravasamento do contetdo intracelular (BOZELLI et al.,
2011). No modelo de barril o peptideo se arranja em uma condi¢do transmembranar, com as
regidoes hidrofébicas interagindo com a regido do nucleo lipidico enquanto as hidrofilicas
formam a face interior do poro (GUILHELMELLI et al., 2013). Para o modelo de carpete, os
peptideos cobrem a membrana como um tapete. Ao obter uma concentracdo limiar, os PAMs
penetram na membrana celular e, formam micelas contendo residuos da membrana (DE

LIMA, 2012). Existe ainda a possibilidade de alvos intracelulares para os PAMs, porem ainda
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ndao sdo muito bem elucidados. Sabe-se que os PAMs podem se ligar a alvos importantes
ocasionando a inibicdo da sintese de DNA, RNA e proteinas (LIU et al., 2011).

Nessa perspectiva, com o aumento exponencial de fungos resistentes, os peptideos
antimicrobianos podem representar uma solu¢do plausivel para o tratamento de doencas
fingicas. No entanto essas biomoléculas ainda apresentam algumas limitagdes, como a
atividade citolitica em eritrécitos humanos, baixa estabilidade em fluidos humanos além do
alto custo (TORCATO et al., 2013). Em razdo disso a produ¢do de peptideos sintéticos tem
crescido nos dltimos anos na tentativa de contornar esses problemas, com modificacdes que

conferem melhoria na a¢do antimicrobiana, bem como na diminui¢ao dos efeitos citotoxicos.

2.8 Peptideos sintéticos

O processo de sintese de peptideos oferece intimeras vantagens na obtencdo de novas
biomoléculas, permitindo a modificagdo precisa de aminodcidos de forma a potencializar
estrutura/atividade (FUENTE-NUNES; HANCOCK 2010), além de viabilizar a insercdo de
moléculas ndo naturais e aumentar o tamanho da sequéncia (HANEY; MANSOUR;
HANCOCK 2017). Desse modo, a modificacdio de PAMs visa a alteracdo de algumas
caracteristicas naturais, como aumento de carga positiva, anfipaticidade, hidrofobicidade e etc
(XU et al., 2015). Ademais, é sabido que mudangas simples no aminoacido tem efeito
substancial na estrutura secundéria e consequentemente, na sua atividade (JIANG et al.,
2008).

Para que essas mudangas ocorram s@o necessarios estudos relacionados a modelos de
peptideos j4 existentes, estudos biofisicos e triagem virtual. Na primeira é utilizado como base
um modelo de PAM jd existente para confec¢do de uma nova biomolécula com agdo
potencializada, com mudangas mais gerais ou pontuais. Ja em relagdo ao estudo biofisico, este
busca a acdo do PAM através de diferentes designs, avaliando a estrutura em nivel atomico,
ou analisando o desempenho em ambiente hidrofébico, incluindo termodindmica, simulagdo
de dindmica molecular, e interacOes peptideo/membrana microbiana. Quanto a triagem
virtual, ela € responsdvel por inferir propriedades quantificdveis dos peptideos, tais como
hidrofobicidade, carga e, posteriormente, a relacdo da atividade biologica (SAFDER; ISLAM
2017).

Dessa maneira s3o conferidos aspectos como especificidade, citotoxicidade e
estabilidade através de ajustes de sequéncia primdria, densidade de elétrons, permitindo

interacoes com as membranas negativamente carregadas de micro-organismos, mas
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restringindo as interacdes com células eucaridticas. Além de introducdo de aminodcidos nao
naturais ou D-aminodcidos para garantir a estabilidade do PAM quando em contato com
fluidos e proteases humanas (TORRES et al., 2019). Como sugere Loose et al (2006), os
PAMs sdo originalizados de acordo com uma linguagem formal, a partir do vocabuldrio
(residuos de aminodcidos) e regras (padroes de aminodcidos), agindo de forma mais
especifica, reconhecendo alvos e agindo nas membranas microbianas.

Assim, através de uma sequéncia base padrio de um PAM ¢é gerado peptideos
otimizados e funcionais (PORTO et al., 2018; CARDOSO et al., 2020). Todas essas técnicas
contribuem para a descoberta de inimeros PAMs com eficicia terapéutica sem a interferéncia
intensa na natureza, além de conferir caracteristicas adicionais que viabilizam seu uso no

combate a micro-organismos, tais como C. albicans.

2.9 K-aureina

Os peptideos de aureina (AU) sdo uma grande familia de PAMs encontrados nas
secrecOes de glandulas granulares da pele das ras Litorea aurea e L. raniformes dotados de
varios graus de acdo antimicrobiana (DURGEST et al., 2017). Aureina é considerado um dos
mais potentes PAMs de sequéncia curta, com atividade comprovada contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (LAADHARI et al., 2016). Além de alguns estudos demonstrarem
eficacia contra células tumorais, com baixa taxa de toxicidade em eritrocitos humanos
(ROZEK et al., 2000).

Em virtude da sequéncia curta, aureina € muito utilizado para a obten¢do de PAMs
sintéticos a partir de modificagdes simples em aminodcidos (RAMEZANZADEH et al.,
2020). Na presente proposta, é analisado o potencial antifiingico do peptideo K-au, um
andlogo da aureina, que em cuja sequéncia de aminoécidos foi adicionado uma lisina (K) na
extremidade N-terminal da sequéncia polipeptidica da estrutura nativa (AU), isto através de
modificacdo estrutural pontual por Sintese de Peptideos de Fase Sélida (SPFS) (LORENZON
et al., 2013).

O PAM K-au resultou entdo na seguinte sequéncia de aminodcidos:
KGLFDIIKKIAESF, com propriedades que conferem acdo antibacteriana através de
mecanismos voltados para a formag¢do de poros, como os peptideos antimicrobianos
cationicos convencionais (DA SILVA, 2017). Desse modo surge o interesse em avaliar a agao

deste PAM contra fungos patogénicos, preferencialmente aqueles do género Candida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade antifingica do peptideo antimicrobiano sintético K-au e o impacto
das concentragdes subinibitdrias sobre o perfil de viruléncia de isolados clinicos de C.

albicans.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar as concentragdes inibitdria e fungicida minima do peptideo antimicrobiano
K-au e dos antifingicos fluconazol (FLC), cetoconazol (CETO) e anfotericina B
(AmB) contra isolados clinicos de C. albicans;

e Avaliar a cinética de morte das cepas de C. albicans frente a K-au e a AmB;

e Verificar a agdo de K-au e AmB sobre a viruléncia dos isolados de C. albicans, quanto
a atividade de fosfolipase, proteinase, hemolisina, formacdo de tubo germinativo e
formagao do biofilme.

e Analisar a atividade de K-au e AmB sobre o biofilme pré-formado de isolados clinicos
de C. albicans quanto a biomassa e viabilidade celular.

e Analisar as modificacdes estruturais do biofilme de C. albicans ap6s o tratamento com

a K-au e AmB através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
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Esse estudo possui como objetivo principal avaliar a a¢do antifingica do PAM K-au

sobre isolados clinicos de C. albicans, segundo o fluxograma abaixo (Figura 6). Inicialmente

foram realizados ensaios de atividade antifingica para determinacdo da concentra¢do

inibitéria e fungicida minima (CIM e CFM), seguido da andlise da cinética de morte dos

micro-organismos frente aos antimicrobianos. No que concerne a andlise dos fatores de

viruléncia das cepas, foram realizados ensaios sobre a inibicdo da atividade das enzimas

proteinase, fosfolipase e hemolisina, e inibicdo da formacgdo de tubo germinativo e biofilme.

Por fim, foi realizado o ensaio de inibi¢do do biofilme pré-formado através da quantificacdo

da biomassa e contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFCs), com posterior andlise

da desestruturagcao do biofilme em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Figura 6 - Fluxograma das atividades realizadas para obten¢ao do objetivo geral do estudo.
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4.2 Aspectos éticos da pesquisa

A coleta de dados e procedimentos experimentais

utilizando

isolados clinicos de
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material humano seguiu a Resolu¢do 466/12 do Conselho Nacional de Saide/Ministério da
Satide, sob aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Estadual Vale do Acarai — UVA
com N° do parecer 644.365, garantindo a confidencialidade e privacidade, protecdo de

imagem e ndo estigmatizacdo dos participantes da pesquisa (BRASIL, 2012).

4.3 Solucio e armazenamento das substancias testes

O peptideo foi gentilmente cedido pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Eduardo Cili da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, o qual foi sintetizado e
purificado. O peptideo foi dissolvido em dgua deionizada estéril com 0,1% de 4cido acético a
concentracdo de 3 mg.mL' e armazenado em freezer -20 °C. Além do PAM foram utilizados
no estudo trés antiftingicos: fluconazol (FCZ), cetoconazol (KCZ) e anfotericina B (AmB),
estes foram obtidos comercialmente e preparados para a concentracdo de 2, 16 e 32 mg.mL!
respectivamente, de acordo com o protocolo M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). Apds a preparacdo foram estocados em aliquotas de 1 mL e

armazenados para posterior utilizacao.

4.4 Cepas microbianas e condicoes de cultivo

Foram utilizados no estudo trés cepas de C. albicans isoladas de pacientes da Santa
Casa de Misericérdia de Sobral (SCMS) Ceard — Brasil, além da cepa padrao ATCC 90028
disponibilizada pela Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro — Brasil. Os
isolados clinicos foram identificados através de MALDI-TOF (Matrix Associated Laser
Desorption-Ionization — Time of Flight) e estocados em meio Sabouraud Dextrose Broth
(SDB) com 20% de glicerol a -80 °C. Para ativa¢do, uma aliquota de 50 pL do estoque foi
inoculada em 5 mL de meio SDB por 24 h a 35 °C em agitacdo. Apds 24 h de incubacio, as
culturas foram renovadas, e em seguida mantidas sob as mesmas condi¢des por 18 h. Para
utilizacdo nos ensaios bioldgicos, a suspensdo microbiana foi ajustada em camara de

Neubauer de acordo com a necessidade de cada protocolo experimental.

4.5 Determinacio da atividade antifiingica — CIM e CFM

A atividade dos antifingicos e do peptideo K-au foi verificada segundo o teste de

microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 pocos padronizado pelo Clinical and
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Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017). Foram realizadas dilui¢des seriadas na base dois
para obtencdo de diferentes concentragdes de cada agente em um volume de 100 pL. Em
seguida 100 puL do micro-organismo ajustado para 2 x 10° UFC.mL"! foram adicionados aos
pogos da placa obtendo um volume final de 200 puL. Os pogos contendo apenas indculo e
meio de cultura SDB foram utilizados como controle de crescimento microbiano. Apds a
montagem, a placa foi incubada durante 24 h a 35 °C em agitacdo constante (150 RPM). Foi
considerado como Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM) a menor concentragdo capaz de
inibir visualmente o crescimento microbiano apds 24 h de incubacdo. Para determinacdo da
Concentragao Fungicida Minima (CFM), 10 pL dos pocos que ndo houveram crescimento
microbiano visivel foram inoculados em placas de petri contendo meio de cultura Sabouraud
Dextrose Agar (SDA). Apdés um periodo de 24 h de incubagado a 35 °C, foi considerado CFM
a menor concentracdo capaz de erradicar completamente o micro-organismo na superficie do

agar (Figura 7).

Figura 7 - Desenho esquemético do ensaio Determinacdo da atividade antifingica — CIM e
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Fonte: Préprio autor, 2021.

4.6 Ensaio da cinética de morte frente aos antimicrobianos

Para o ensaio da curva do tempo de morte foi realizada a medi¢do do nimero de
células vidaveis de C. albicans, quando submetida a acdo de K-au e AmB. Apds o ajuste da
concentragdo das células para 1 x 10> UFC.mL" 100ul dessa suspensdo foi distribuida nos

pogos de uma placa de microtitulagdo, e incubada a 35 °C em contato com a CFM de cada
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agente antimicrobiano. Apds 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h de incubagdo, 10 pL da suspensdo microbiana
de cada pogo da placa foram diluidos em série na base 10 em solu¢do de NaCl 0,15 M. Em
seguida, 10 pL de cada dilui¢ao foram inoculados em placas de petri com SDA e incubados
por 24 h a 35 °C. As Unidades Formadoras de Colonia (UFCs) foram enumeradas e realizada
a corre¢cao do nimero de células multiplicando o nimero de UFC pela dilui¢do, o qual foi

expresso como UFC.mL"! (Figura 8).

Figura 8 - Desenho esquematico do ensaio Curva do tempo de morte.
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4.7 Ensaios de inibicao dos fatores de viruléncia

4.7.1 Inibicao de Fosfolipase

Inicialmente foram preparados o meio SDA suplementado com gema de ovo (184 mL
de meio SDA (13,0 g) com 11,7 g de NaCl e 0,11 g de CaCl, na qual foi esterilizado e
posteriormente adicionado 20 mL de emulsdo de gema de ovo). Foram transferidas 0,5 mL
das células de leveduras previamente ajustadas para dois tubos, o primeiro com 2 mL de PBS
e o segundo com 2 mL de PBS/Antiftingicos com concentracdes subinibtdrias. Os tubos foram
incubados a 37 °C durante 30 minutos e posteriormente centrifugados (3000g por 10 min).
Em seguida o precipitado foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS, e 10 ul da suspensdo foi
inoculado em placas contendo o meio SDA suplementado (figura 9). A atividade fosfolipasica

(Zp) foi determinada pela divisdo do diametro da colonia da levedura pelo didmetro total da
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zona de precipitacdo (colOnia + zona de precipitagdo).

Zp = Diémetro Colénia/ Diﬁmetro Colénia + Precipitagio

A atividade fosfolipdsica foi classificada em 5 grupos: (Zp = 1) sem atividade, (Zp =
0,90 - 0,99) atividade fraca, (Zp = 0,80 — 0,89) atividade suave, (Zp = 0,70 - 0,79) atividade
moderada, (Zp =< 0,69) atividade potente (PRICE, WILKINSON, GENTRY 1982).

4.7.2 Inibicdo de Proteinase

Inicialmente foram preparados dois meios de cultura, o primeiro apenas dgar em 900
ml de dgua destilada, e segundo, uma solucdao com 2,5 g de vitamina liquida (PROTOVIT)
mais 11,5 g de SDB e 2 g de BSA em 100 ml de dgua destilada. Apds esterilizados, os meios
foram misturados e transferidos para placas de petri. Concomitante a isso, foram transferidas
0,5 mL das células de leveduras previamente ajustadas para dois tubos, o primeiro com 2 mL
de PBS e o segundo com 2 mL de PBS/Antiftingicos com concentra¢des subinibitdrias. Os
tubos foram incubados a 37 °C durante 30 minutos e posteriormente centrifugados (3000g por
10 min). Em seguida o precipitado foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS, e 10 ul da suspensao
foi inoculado em placas contendo o meio suplementado a uma temperatura de 37 °C por 5
dias (figura 9). A producdo de protease foi verificada pelo halo em torno da formacdo da
coldnia resultando da hidrdlise do substrato. A atividade proteinésica (Zp) foi determinada
pela divisao do didmetro da coldnia da levedura pelo didmetro total da zona de precipitagao

(coldnia + zona de precipitagao).

Zp = Diametro Colonia/ Diametro Colonia + Precipitacio

A atividade enzimatica foi classificada em: negativa (Zp =1), positiva (Zp > 0,64 < 1)

e fortemente positiva (Zp < 0,64) (CASTILHO et al., 2018).
4.7.3 Inibicao de Hemolisina
Para andlise da atividade hemolitica, os isolados de C. albicans previamente ajustados

para a concentracio 1 x 10° UFC.mL"' foram postos em contato com K-au e AmB em

concentragdes subinibitdrias por um periodo de 1 hora em estufa a 37 °C. Apés esse periodo
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foram realizadas centrifugacdes para a retiradas das substincias testes, e o precipitado foi
ressuspendido em PBS e entdo inoculados 10 ul em meio SDA suplementado com 3% de
glicose e 7% de sangue de ovelha. Em seguida as placas foram incubadas por 48 horas em
estufa a 37 °C (figura 9). A producdo de hemolisina foi verificada pelo halo em torno da
formacgao da coldnia resultando da hidrélise do substrato. A atividade da hemolisina (Zp) foi
determinada pela divisdo do didmetro da colonia da levedura pelo didmetro total da zona de

precipitacdo (colonia + zona de precipitacdo).

Zp = Diémetro Colénia/ Diémetro Colénia + Precipitagio

A atividade enzimatica sera classificada em: negativa (Zp =1), positiva (Zp > 0,64 < 1)

e fortemente positiva (Zp < 0,64) (OLIVEIRA et al., 2016).

Figura 9 — Desenho esquemadtico do ensaio de inibicdo da secre¢do de enzimas hidroliticas

(fosfolipase, proteinase e hemolisina).
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Fonte: Préprio autor, 2021.

4.7.4 Inibicao da Formacdo de Tubo Germinativo

Inicialmente a suspensio fingica foi ajustada para 1 x 10° UFC.mL"! e inoculada em
eppendorf com meio RPMI contendo 10 % de BSA (Bovine Serum Albumin) na presenca ou
auséncia da substancia teste, e incubado a 37 °C em agita¢ao (100 RPM) por cerca de 3 horas.

ApOs esse periodo, as células foram analisadas por microscopio de luz com aumento de 400x
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(figura 10). Os resultados foram expressos como FTG/100 células (formagdo do tubo
germinativo para cada 100 células). O percentual de reducdo de germinacdo (PRG) foi

calculado através da seguinte equagao:

PRG = (FTGcontrole -FTG %teste) x 100

Os resultados serdo classificados em: baixo (0 - 30%), moderado (31 — 59%) e alto

(acima de 60%) (OLIVEIRA et al., 2016).

Figura 10 - Desenho esquematico do ensaio Inibi¢do da Formac¢ao de Tubo Germinativo.

RPMI + PAM + -
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Fonte: Préprio autor, 2021.

4.8 Atividade antibiofilme

4.8.1 Inibicao da formacdo do biofilme

A andlise da inibicao da formacio do biofilme por K-au e AmB foi realizada a partir
da quantificagcdo da biomassa com Cristal Violeta (CV). Inicialmente as placas de poliestireno
de fundo chato foram montadas como descrito no item 4.5, com a microdiluicdo do
antimicrobiano, adi¢do da levedura e posterior incubagdo por 24 h a 37 °C. Por fim, foi

quantificado a biomassa do biofilme formado.
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4.8.2 Ataque ao biofilme pré-formado

O ensaio foi realizado em placas de microtitulacdo de poliestireno de 96 pocos para
testar o efeito de K-au e AmB sobre biofilmes pré-formados de C. albicans utilizando a
metodologia de YADAV et al. (2015) com modificagdes. Os biofilmes de cada uma das cepas
foram formados com uma concentracdo inicial de células de 1 x 10° UFC.mL"! durante 24 h e,
posteriormente, lavado trés vezes (3x) para retirada das células planctonicas residuais. Os
pocos contendo biofilmes foram tratados com 200 uL. de K-au e AmB na concentracdo de
CIM por 3 h a 37 °C. Apds nova lavagem dos pocos com PBS, a quantificacdo do biofilme foi
determinada pela técnica do cristal violeta (CV) e a viabilidade celular por contagem de
UFCs.

Para a quantificacdo da biomassa residual do biofilme, as células planctonicas foram
removidas e os pocos lavados duas vezes com dgua destilada. Apds secagem da placa a
temperatura ambiente, 200 puL de alcool metilico foram adicionados por 15 min para fixacao
das células aderidas. Apos a remog¢ao do metanol, 200 pL. de CV 0,1% (Synth®, Sao Paulo,
Brasil) foram adicionados por 10 min para permitir a quantificacdo da biomassa através da
coloracdo. Em seguida o CV foi removido e adicionado de 200 pL de 4cido acético 33% por
10 min para dissolucdo do corante preso ao biofilme. A suspensdo obtida foi transferida para
uma nova placa onde foi realizada a leitura da absorbancia através do espectrofotdmetro £ =

590 nm (figura 11).

Figura 11 - Desenho esquemadtico do ensaio Quantificacdo da biomassa por Cristal Violeta

(CV).
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Fonte: Préprio autor, 2021.
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A viabilidade celular do biofilme foi determinada por contagem de UFCs como descrito
por YADAV et al. (2015) com modificacdes. Apds tratamento e lavagem das placas, os pogos
foram preenchidos com 200 pL de PBS para desprendimento das células em biofilmes
utilizando ultrassom digital (GNATUS, Sao Paulo, Brasil) por 5 minutos. Em seguida foram
realizadas diluicdes seriadas na razdo de 1:10 dos biofilmes, e posteriormente 10 pl foram
adicionados a superficie do SDB e incubados por 24 h a 37 °C para contagem das coldnias

formadas (figura 12).

Figura 12 - Desenho esquemadtico do ensaio Viabilidade celular pela Contagem de Unidades

Formadoras de Colonia (UFCs).
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Fonte: Préprio autor, 2021.

4.9 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As alteragdes do arranjo estrutural do biofilme de C. albicans induzidas pelo tratamento
com K-au e AmB (CIM) foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura (MEV -
Inspect S50 - FEI Company®, Oregon, EUA), segundo Yadav et al (2015) com modificacoes.
O biofilme foi formado a partir de uma suspensdo celular (1 x 10° UFC.mL"') em RPMI
fresco por 24 h a 37 ° C em placas de 24 pocos contendo ladminas de vidro (1 cm x 1 cm). As
laminas foram entdo lavadas trés vezes com PBS e as células adsorvidas na superficie foram
tratadas com K-au e AmB (CIM) por 3 h a 37 ° C. Para o grupo controle, foi utilizado apenas

PBS (solugdao diluente). Antes da andlise por MEV, as células foram pré-fixadas com
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glutaraldeido 2% e desidratadas com solugdo de dlcool a 10, 30, 50, 70, 90 e 100% por 20
minutos cada, e secas a temperatura ambiente. As 1aminas foram fixadas sobre o suporte de
amostra de aluminio (stubs) e revestidas com ouro (Emitech Q150T, Lewes, Reino Unido)

para posterior anélise em MEV a 20 kW (figura 13).

Figura 13 - Desenho esquematico do ensaio Microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Fonte: Préprio autor, 2021.

4.10 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com o0s respectivos resultados
categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2012 para Windows) e analisados no software
GraphPad Prism (Versdo 5.0 para Windows, San Diego California USA). As diferencas
significativas entre os grupos foram verificadas através da aplicacdo do teste One-way

ANOVA pés-teste de Bonferroni com nivel de significancia p < 0,01.
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S RESULTADOS

5.1 Determinacao da atividade antifingica — CIM e CFM

Para o presente estudo foi realizado a determinacdo a CIM e CFM de trés farmacos
antifingicos, AmB, CETO, FLC, e do PAM, K-au. Os resultados evidenciaram a acdo de
todas as substancias, com €nfase para K-au e AmB que obtiveram melhores resultados, como

indicado na tabela 1.

Tabela 1. Atividade antifingica de farmacos e K-au sobre cepas de C. albicans. CIM:
Concentracdo inibitéria minima; CFM: Concentragdo fungicida minima; AmB: Anfotericina

B; KCZ: Cetoconazol; FCZ: Fluconazol; K-au: K-aureina.

Cepa CIM (ug.mL™") CFM (ug.mL™)
AmB CETOsy FLCsy K-au AmB CETO FLC K-au
ATCC 0,25 <0,03 1,950 62,5 0,50 >16 >125 62,50
0102 0,12 <0,03 1,950 62,5 0,50 >16 >125 62,50
0104 0,12 <0,03 0,970 62,5 0,50 >16 >125 62,50
0105 0,50 <0,03 3,900 62,5 2,00 >16 >125 62,50

Fonte: Préprio autor, 2021.

AmB foi eficaz contra todas as cepas testadas, com concentragdes variando de 0,12 a
0,50 ug.mL"! para o CIM e de 0,50 a 2,00 ug.mL"! para o CFM. J4 os dois representantes dos
az6is, FLC e CETO apresentaram apenas atividade fungistdtica com CIMgo, caracteristico
desses farmacos, ja a CFM nao foi encontrada entre as concentracoes testadas. No que diz
respeito a K-au, este demonstrou eficdcia anti-Candida para todas as cepas, com CIM e CFM
de 62,5 ug.mL"!, ou seja, a concentracdo de K-au ndo variou entre as estirpes. Nota-se ainda,

que nenhuma das cepas padrao ou isolados exibiram perfil de resisténcia segundo CLSI.
5.2 Cinética de morte frente aos antimicrobianos

A partir do ensaio da atividade antifiungica, AmB foi escolhida juntamente com o K-au
para a determinagdo da cinética de morte das cepas testadas por meio do ensaio da curva do

tempo de morte (Figura 14), utilizando as concentragdes fungicidas de cada antimicrobiano.

Figura 14 - Curva do tempo de morte das cepas C. albicans ATCC 90028 (a), 0102 (b), 0104
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(c) e 0105 (d) tratadas com peptideo antimicrobiano K-au (e) e anfotericina B (W), além do

grupo controle (A), sem tratamento. Foi considerada a concentracdo fungicida para cada

agente antimicrobiano, 62,5 ug.mL™! para K-au, € 0,5 a 2,0 ug.mL"! para AmB.
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Fonte: Préprio autor, 2021

E possivel observar que K-au teve seu efeito fungicida estabelecido entre 120 e 180
minutos de contato na concentragio de 62,5 ug.mL™' para todas as cepas de C. albicans
incluindo a padrdo. Em contraste, AmB na concentracdo de 2,0 pg.mL"! ndo foi observada

essa acao microbicida, mesmo apds 6 horas de intervalo, para nenhuma das cepas testadas.
5.3 Inibicao dos fatores de viruléncia
5.3.1 Inibicao da secregd@o de enzimas hidroliticas

Foram realizados ensaios com concentragdes subinibitorias (1/4CIM) para avaliacio

da inibi¢do dos principais fatores de viruléncia de C. albicans relacionado a invasao do tecido
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do hospedeiro. A inibicdo da formacdo de enzimas hidroliticas (fosfolipase, proteinase e
hemolisina) foi avaliada com concentragio de 15,62 pug.mL' para K-au e diferentes
concentragdes para AmB (0,125 pg.mL"! para cepa ATCC, 0,062 pg.mL! para 0102 e 0104 e
0,250 ug.mL! para 0105).

Figura 15 - Acdo de K-au e AmB na inibicdo das enzimas fosfolipase (a), proteinase (b) e
hemolisina (c) para as cepas de C. albicans. Foi considerado a concentracdo sub-inibitdria

(1/4CIM) para cada agente antimicrobiano, 15,62 pg.mL’! para K-au (m), e 0,06 a 0,25

ug.mL"'de AmB (). Para o grupo controle (M) foi utilizado apenas meio de cultura.
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Fonte: Préprio autor, 2021.

Nos gréficos € possivel observar que ndo houve reducgao significativa da secrecao das
enzimas para nenhum dos testes realizados, com as zonas de precipitacdo se igualando ao
controle. Isso demonstra que o PAM K-au nio interfere nesse fator de viruléncia, podendo sua

atividade estar atrelada a outro mecanismo.

5.3.2 Inibicao da formacdo de tubo germinativo e biofilme

A 1nibicdo da formacdo de tubo germinativo e formagdo de biofilme foram também
avaliados para os diferentes antimicrobianos. Na figura 16a € possivel observar a inibicdo da
formagdo do tubo germinativo das quatro cepas testadas utilizando AmB e K-au, com a
inibicdo variando entre 50 %, para a cepa 0104, a 70 %, para a cepa 0105. Em relagdo a figura
16b pode se perceber o efeito inibitdrio da formagdo do biofilme, demonstrando grande
reducdo da biomassa de biofilme formada na presenca de K-au, sendo inclusive mais efetiva

que AmB para as cepas 0102 e 0104.

Figura 16 - Inibicdo da formacdo de tubo germinativo (a) e formacdo de biofilme (b) para

cepas de C. albicans. Foi considerado a concentracdo sub-inibitéria (1/4CIM) para cada
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agente antimicrobiano, 15,62 ug.mL! para K-au (m), e 0,06 a 0,25 pg.mL"! de AmB (). Para

o grupo controle (M) foi utilizado apenas meio de cultura.
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5.4 Atividade antibiofilme (Biomassa e viabilidade celular)

Com intuito de avaliar acdo de K-au contra o biofilme pré-formado (24h) de Candida

sp. foi realizado a quantificacdo da biomassa e das células vidveis do biofilme residual apds

tratamento com os agentes antimicrobianos por trés horas.

Figura 17 — Quantificacdo do biofilme pré-formado quanto a biomassa (a) e contagem de

unidades formadoras de colonias (b) das cepas de C. albicans ATCC 90028 (o), 0102 (),

0104 (A), 0105 (V) apds a exposicao ao peptideo antimicrobiano K-au e anfotericina B. Foi

utilizada a concentracio fungicida de cada um dos agentes antimicrobianos, 62,5 pg.mL"! para

K-au, € 0,12 20,25 pg.mL'1 para AmB.
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A biomassa do biofilme se manteve inalterada em ambos os tratamentos, apresentado
0 mesmo patamar do grupo controle (Figura 17a), enquanto a contagem de células simula uma
tendéncia de reducdo da viabilidade celular apds os tratamentos (Figura 17b), embora sem
diferenca estatistica. Essa acdo sutil de K-au frente ao biofilme pré-formado pode estar
associado a concentra¢do fungicida utilizada, tendo em vista a resisténcia intrinseca dessa
forma de crescimento microbiana sdo necessdrias concentragdes mais elevadas para efeitos

mais satisfatorios.

5.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Com intuito de visualizar o efeito da CFM de AmB e K-au sobre as células do
biofilme pré-formado de Candida sp. apés exposi¢ao de 3 horas foram analisadas imagens de
MEV. Na figura 18a pode se observar que as células uma ampla distribuicdo sobre a
superficie analisada, com formagao de agregados (clusters), e apresentado ampla quantidade
de hifas filamentosas (seta branca), além de células integras e turgidas (*), mantendo a

integridade da superficie das células.

Figura 18 — Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) do biofilme pré-formado
de C. albicans 0105 sem tratamento (a) e tratada (3h) com K-au (b) e AmB (¢) em

concentragdes fungicidas. Setas representam as hifas, asteriscos brancos representam células

sauddveis e asteriscos pretos células mortas ou enrugadas.

Fonte: Préprio autor, 2021.

O biofilme tratado com K-au (figura 18b) apresentou uma tendéncia a desagregacdo
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celular, o que pode estar relacionado a auséncia de hifas, além disso percebe-se um claro
enrugamento da superficie das células (*). Quando tratado com AmB (Figura 18c) as células
se mostram individualizadas, sem aparente agregacdo e em menor densidade, mas com a
formacdo, mesmo que escassa, de hifas filamentosas (seta). Além disso, é possivel perceber a

existéncia de células enrugadas (*) e mortas (*).
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6 DISCUSSAO

A incidéncia e a prevaléncia de infeccdes por C. albicans tem crescido a cada ano,
fazendo necessdario a busca por novos farmacos antifingicos com maior atividade, baixa
propensdo no desenvolvimento de resisténcia e menores efeitos colaterais. Nessa perspectiva,
os PAMs da classe das aureinas tém se mostrado excelentes candidatos, com acdo
comprovada contra uma ampla gama de micro-organismos, com mecanismo voltado
primariamente para a perturbacdo da membrana celular, que pode ocasionar lise e,
consequentemente, a morte do patégeno.

No presente estudo foi verificado a acdo do PAM K-aureina frente a C. albicans ATCC
90028 e trés isolados clinicos (0102, 0104 e 0105). Inicialmente, foi demonstrado o perfil de
susceptibilidade das cepas frente a trés antifiingicos (AmB, CETO e FLC) e o PAM K-au. Os
resultados evidenciaram a ac¢do de todas as substancias, com énfase em K-au e AmB que
obtiveram melhor efeito fungicida comparado aos representantes azélicos. Estudos recentes
realizados por Silva et al. (2020), também evidenciaram a a¢do de AmB, apresentando CIM
similares aos apresentados na tabela 1.

No que concerne o potencial antifingico de K-au, este demonstrou eficicia para todas
as cepas testadas com CIM e CFM na concentragio de 62,5 pg.mL"'. Madanchi et al. (2019)
observaram resultados similares quando testaram um andlogo de aureina 1.2 (peptideo
nativo), o AurH1 (substitui¢do do acido aspartico por lisina e adicdo de um triptofano no N-
terminal). O andlogo demonstrou eficdcia fungistitica na concentracdio de 16 pg.mL’,
enquanto o PAM nativo obteve o mesmo efeito apenas na concentragio de 128 ug.mL, isto
sugere que as modificacdes na estrutura primdria do PAM pode potencializar sua agdo
antifingica.

Nos dados apresentados na curva do tempo de morte, K-au teve efeito microbicida
estabelecido em um periodo de tempo curto, diferente de AmB, que mesmo apods o intervalo
de 6 h este efeito nio foi observado. Resultados similares foram obtidos em estudos com
AmB, na qual foi atestada a incapacidade de erradicacdo do antifingico em CFMs em um
periodo de 24 h (SILVA et al., 2020). Ainda, Bezerra (2015) realizou pesquisas demonstrando
que a eficicia de AmB € obtida apenas com 2 x CIM para um periodo de 6 horas. Portanto €
caracteristico desse farmaco a necessidade de maiores concentracdes e tempo de agdo para
erradicacdo de cepas do género Candida (LEMOS et al., 2009; ALDER-MOORE et al.,
2019).

Em contrapartida, K-au exibiu efeito fungicida em um tempo méaximo de 180 minutos
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para as cepas testadas, apresentando intervalo de morte similar a outros PAMs. Madanchi et
al. (2019) mostraram a cinética de morte do PAM AurHI1, andlogo de aurein 1.2, este
apresentou capacidade fungicida com 4 horas de contato, em concentracdo 2 X maior que a
CIM. Para o PAM nativo, mesmo com concentragdes 2 x CIM s6 houve inibicdo da cepa em
um periodo de 24 h. Em outro estudo, com o PAM Histatina, foi avaliado a sua eficécia
apresentando reducdo significativa da viabilidade fingica de Candida em um periodo de 60
minutos (SANTOS et al., 2016). E ainda, em estudos anteriores com K-au realizados por Da
Silva (2017) revelou o sinergismo desse PAM com Ciprofloxacina (CIP) contra Pseudomonas
aeruginosa, obtendo acdo bactericida com 120 minutos.

Apesar do mecanismo de acdo de K-au ndo estar esclarecido, sabe-se que o peptideo
nativo em contato com a membrana, de preferéncia anionica, através de forcas eletrostéticas,
atua por meio da formacao de poros através do modelo de carpete (FERNANDEZ et al., 2013;
RAI, QUIAN 2017). Ademais, alguns residuos de aminodcidos, Phe3, Lys7 e Lys8, sdo
criticos para atividade litica de aurein 1.2, atuando principalmente em interacoes eletrostaticas
e na absor¢cdo de moléculas de 4gua pela membrana dos micro-organismos, causando
posteriormente a lise celular (SAJJADIYYAN et al., 2017). Assim, a adi¢do de lisina no N-
terminal e consequentemente o aumento da carga liquida positiva do PAM pode estar
relacionada a melhor acdo de K-au frente as células de C. albicans (MANZO et al., 2019). E
diretamente relacionado a reducdo do tempo da cinética de morte destas leveduras.

Nessa perspectiva, uma das caracteristicas marcantes de C. albicans é a expressio de
fatores de viruléncia que auxiliam durante todo o progresso da infeccdo. Desse modo, buscou-
se verificar a capacidade de K-au na inibi¢do de enzimas hidroliticas (fosfolipases, proteinases
e hemolisinas), formacdo de tubo germinativo e biofilme utilizando concentracdes
subinibitdrias. Quanto a primeira andlise, foi verificado que nenhum dos tratamentos (K-au e
AmB) interferem na secrecdo das enzimas. No entanto, o0 PAM K-au exibiu considerdvel
reducdo na formagdo de tubo germinativo, variando de 50 a 70 % para as cepas testadas,
sugerindo que a biomolécula atua na inibi¢do do polimorfismo. Esta caracteristica também €&
observada para outros PAMs, como EntV® e Histatina5, com a reducdo da expressdo de genes
relacionados a morfogénese hifal (GRAHAN et al., 2017; CURVELO et al., 2019).

Nessa linha, a formacgdo de biofilmes é suportada por inimeros mecanismos, desde a
adesdo inicial com a expressdo de adesinas, até a formacdo de hifas e matriz
exopolissacaridica. A interferéncia em alguns desses fatores pode inviabilizar o
desenvolvimento do biofilme, e consequentemente, interferir no processo infeccioso. Assim,

os dados demonstram que o PAM K-au foi capaz de reduzir a biomassa do biofilme com
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concentracdes subinibitérias para todas as cepas testadas. O que pode estar diretamente
relacionado na reducdo do percentual de formagdo do tubo germinativo, tendo em vista que
estes precedem as hifas, responsdveis pela estruturacdo das células dentro do biofilme
(SHARECK; BELHUMEUR 2011). Tais caracteristicas apresentadas por K-au sugerem efeito
antiviruléncia sobre C. albicans, com mecanismo voltado para inibicdo da filamentacdo e
formagao de biofilme, desarmando o patégeno de seus dois fatores de viruléncia mais
importantes durante a infeccio (MAYER; WILSON; HUBE 2013; TUMBARELLO, 2007).

Além disso, alguns estudos demonstram que os tratamentos que visam a viruléncia
podem ser menos propensos no desenvolvimento de resisténcia. Isso foi demonstrado por
Pierce et al. (2015) na avaliacdo da atividade do composto 61894700 que exibe caracteristicas
relacionadas a inibi¢do do biofilme e filamentacdo, que mesmo apds exposi¢cdes repetidas nao
foi induzida a resisténcia.

A partir dessa andlise, foi avaliada a acdo das concentracdes fungicidas dos
tratamentos (K-au e AmB) sobre a biomassa e viabilidade celular residual do biofilme pré-
formado. E observado que ndo houve interferéncia na biomassa do biofilme de nenhuma das
cepas, no entanto ha uma tendéncia na reducdo da viabilidade celular quando o biofilme foi
tratado com K-au. Esses dados sdo confirmados com a MEV, na qual o tratamento com K-au
apresentou células que sofreram lise e mudancas na superficie, além da auséncia de hifas,
confirmando a sua interferéncia nesse mecanismo de C. albicans mesmo com o biofilme ja
estabelecido. Isso indica que o PAM K-au pode atuar no inicio da infec¢do ou mesmo
desestabilizar biofilmes pré-formados nos sitios do hospedeiro.

Estudos similares, demostraram a capacidade de PAMs na inibi¢cao e erradicacdo de
biofilmes. O Ctn[15-34] fragmento da crotalicidina por exemplo, € um PAM capaz de reduzir
a viabilidade de células de biofilmes pré-formados interagindo com a membrana dos
patogenos (AGUIAR, 2020). Ainda, Paulone et al. (2017) demonstraram a capacidade do
killer peptide (KP) de inibir e erradicar biofilmes pré-formados de C. albicans através do
estresse oxidativo e permeabilidade da membrana fosfolipidica. Em um contexto mais geral,
Dias et al. (2020) demonstraram que o PAM ToAP2 € eficaz na redugdo da formagdo de tubo
germinativo, filamentacdo, inibicdo e erradicagdo de biofilmes de C. albicans através da
permeabilizacdo da membrana.

Assim, é sabido que os PAMs podem interferir em diversas fases do processo
infeccioso, agindo na prevencdo e no tratamento. O atual estudo demostrou que K-au pode
atuar durante o progresso da infeccdo através da inibicdo de alguns fatores virulentos, tais

como polimorfismo e formacgdo de biofilme. Tais caracteristicas podem estar intimamente
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interligadas, tendo em vista que a morfogénese hifal afeta diretamente a formacdo de
biofilmes (KADRY; EL-GANINY; EL-BAZ 2018). Por fim, o efeito sutil sobre o biofilme
pré-formado, tanto biomassa quanto células vidveis remanescentes, pode estd relacionado a
concentracdo utilizada (CFM) dos agentes testados, visto que para erradicacdo desses
agregados microbianos valores acima da CIM sao fortemente recomendados.

Desse modo, K-au demostra ser uma alternativa eficaz no desenvolvimento de novos
farmacos antifingicos contra C. albicans, tendo em vista que a sua acdo antiviruléncia
expande o repertério de potenciais alvos nesses patdgenos, além dessa caracteristica
contribuir para a baixa propensdo no surgimento de resisténcia, exercendo baixos niveis de

pressao seletiva (CLATWORTHY et al., 2007).
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7 CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou o potencial antifingico do PAM K-aureina frente a isolados
clinicos de C. albicans. K-au apesar de ndo apresentar efeito direto sobre a secrecdo de
enzimas hidroliticas, foi capaz de reduzir o percentual de formacdo de tubo germinativo,
interferindo de maneira direta no polimorfismo fingico. Isso pode estd diretamente
relacionada a capacidade de inibicdo da formacgao do biofilme, processo indispensdvel para o
estabelecimento da infeccdo. Nesse sentido, os ensaios com o biofilme pré-formado
evidenciaram uma tendéncia a reducdo da viabilidade celular quando tratados com K-au,
comprovadas com as anédlises de MEV que apresentaram células lisadas e auséncia de hifas,
caracterizando a desestruturagdo do biofilme.

Os dados demonstram que K-au possui mecanismo antiviruléncia, com capacidade de
atuar no inicio da infeccdo ou mesmo apds o estabelecimento do patégeno no sitio do
hospedeiro, através da interferéncia na morfogénese hifal. Portanto, K-au pode se tornar uma
alternativa eficaz contra C. albicans, tendo em vista seu mecanismo de acdo que configura
baixa propensdo no desenvolvimento de resisténcia e sua capacidade de interferir em
diferentes estdgios da infeccdo. Novos estudos sdo necessdrios visando elucidar seu
mecanismo de acdo a nivel molecular, a fim de demonstrar de forma mais precisa o potencial

fungicida e o perfil antivirulento dessa biomolécula.
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