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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas que participam da primeira linha
de defesa de diversos seres vivos, possuindo atividade antimicrobiana sobre uma
ampla variedade de patégenos. Atualmente existe a necessidade de busca de novas
moléculas que possuam atividade antimicrobiana e que tenham a propriedade de
atuar contra cepas resistentes, sozinhas ou em combinagdo com drogas comerciais.
A defensina PvD:1 de Phaseolus vulgaris tem um padréo y-core (GXCX3-9C) que
estd relacionado as propriedades antimicrobianas das defensinas de plantas,
podendo ser assim um alvo de estudos para elucidacdo das atividades biolégicas
dessa molécula. O objetivo deste trabalho foi padronizar um método de estudo e
avaliar a atividade antimicrobiana de peptideos sintéticos derivados da regiao y-core
da PvD1 em levedura Candida albicans, bem como sua atividade inibitoria em
combinacdo com a droga antifangica comercial. Inicialmente foi feito ensaios com 4
peptideos sintéticos com diferencas de tamanho e carga, ysi4s PvD1 e y33-41PvD1
(n&o modificados), ysi-45 PvD1** e y33.41PvD1** (modificados). Os ensaios antifingicos
foram feitos com Candida albicans usando os peptideos sintéticos sem e em
combinacdo com a droga comercial Fluconazol. Apenas os peptideos sintéticos
modificados foram capazes apresentar um efeito combinatério com Fluconazol,
aumentando assim sua capacidade de inibicdo do crescimento de C.albicans. N&o
foi possivel observar permeabilizacdo de membrana significativas nas células
tratadas, assim como o0 aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS). Entender
esses mecanismos de interacdo entre moléculas € um caminho promissor para o
desenvolvimento de novos farmacos, assim novos testes serdo feitos para melhor
caracterizar e entender as atividades desses peptideos sintéticos e em combinacao

com drogas antifungicas comerciais.

Palavra-chave: Peptideos antimicrobianos, Atividade sinérgica, Droga comercial,

Levedura



ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are molecules that participate in the first line of
defense of several living beings, possessing antimicrobial activity on a wide variety of
pathogens. Currently, there is a need to search for new molecules that have
antimicrobial activity and that have properties to act against resistant strains, alone or
in combination with commercial drugs. The PvD1 defensin of Phaseolus vulgaris has
a standard y-core (GXCX3-9C) that is related to the antimicrobial properties of plant
defenders, and may be the same target for studies to better elucidate the basic
clinical activities of this molecule. The objective of this work was to standardize a
study method and evaluate the antimicrobial activity of synthetic peptides derived
from the y-core region of PvD1 on the development of the yeast Candida albicans, as
well as its inhibitory activity in combination with the commercial antifungal drug.
Initially, assays were made with 4 synthetic peptides with differences in size and
charge, ysi-45 PvD1 e y33-41PvD1 (unmodified), ysi1-4s PvD1™ e y33-41PvD1™ (modified).
The antifungal tests were performed with Candida albicans using synthetic peptides
without and in combination with the commercial drug Fluconazole. Only the modified
synthetic peptides were able to have a combinatory effect with Fluconazole, thus
increasing its ability to inhibit the growth of C. albicans. It was not possible to observe
significant membrane permeabilization in the treated cells, as well as the increase in
reactive oxygen species (ROS). Understanding these mechanisms of interaction
between molecules is a promising path for the development of new drugs, so new
tests will be done to better characterize and understand the activities of these
synthetic peptides and in combination with commercial antifungal drugs.

Key words: Antimicrobial peptides, Synergistic activity, Commercial drug, Yeast.
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1 INTRODUCAO
1.1 Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos, também conhecidos como AMPs (do inglés
antimicrobial peptides) sdo moléculas comuns do sistema imune presentes em
diferentes grupos de organismos desde bactérias, plantas, insetos, aves e
mamiferos, entre outros (Figueira et al., 2017). Estas moléculas constituem a
primeira linha de defesa de qualquer espécie, sdo componentes conservados do
sistema imune inato, que é tida como uma resposta imediata durante o evento inicial
de infeccdo, promovendo assim a protecédo contra patdgenos do ambiente (Peters et
al., 2010; Ullivarri et al., 2020). Por serem evolutivamente antigos esses peptideos
conseguem abranger um amplo espectro de atividade inibitéria, que vai de bactérias
Gram positivas e negativas, fungos, virus, parasitas e até mesmo células de cancer
(Zhu et al., 2016, Figueira et al., 2017, Oliveira et al., 2019).

Estes pertencem a um grupo diverso e abundante de moléculas e séao
produzidos em diversos tecidos e tipos celulares, em plantas, invertebrados e
vertebrados (Berends, 2010; Mihajlovic e Lazaridis, 2010). O método de infeccdo
ocasionada pelo microrganismo diz como serda o tipo de expressdo desses
peptideos, podendo ser uma expressao constitutiva ou induzida (Nawrot et al., 2014,
Zang et al., 2019).

Apesar de apresentarem fungbes e estruturas diversificadas tais como
variedades do numero de aminoacidos e estrutura tridimensional, os AMPs
compartilham algumas caracteristicas importantes em comum, como o tamanho que
normalmente é menor que 10 kDa e propriedades anfipaticas (Baumann et al., 2010,
Mookerjee et al., 2020). Em sua maioria os AMPs sdo moléculas catibnicas que
apresentam aproximadamente de 12 a 100 residuos de aminoacidos, sua
estabilidade é conferida pela presenca de arginina ou lisina, alfa-hélices, folhas
betas e 3 ou 4 pontes dissulfeto (Shabir et al., 2018).

Os peptideos antimicrobianos podem ser divididos em cinco principais grupos
qgue se diferem em algumas caracteristicas, baseando-se nas sequéncias primarias,
estruturas tridimensionais e pontes dissulfeto (Bechinger, B., & Gorr, 2017). O
primeiro grupo é formado por peptideos que adotam conformacao de alfa hélice em
ambientes hidrofobicos, tais como a cecropina e a magainina. O segundo grupo

envolve peptideos que apresentam estruturas secundarias em folhas beta, como por
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exemplo, a taquiplesina e tanatina. Os que englobam o terceiro grupo sao
conhecidos como peptideos antimicrobianos ricos em cisteinas que formam pontes
dissulfeto, o que confere uma maior estabilidade da molécula. Estes sé&o
representados por varias familias de AMPs de plantas, como as defensinas, tioninas,
heveinas, knotinas, LTPs e snakinas (Tam et al., 2015, Koehbach e Craik, 2019). O
qguarto grupo envolve peptideos ricos em aminoacidos como histidinas e triptofanos.
No quinto grupo apresentam-se os AMPs abundantes em aminoacidos raros tais
como as gramidicinas (Broekaert et al., 1997; Reddy et al., 2004).

Em relacdo a atividade dos AMPs e seus mecanismos de acédo, ja foram
descritas na literatura evidéncias mostrando que geralmente os AMPs atuam
interagindo com membrana citoplasmética por atividades de permeabilizacdo e lise
celular. Outros estudos demonstraram que o modo de acdo dos AMPs baseia-se
especificamente em suas propriedades estruturais, como sequéncia de aminoacidos,
tamanho, natureza cationica, hidrofobicidade e anfipaticidade (Huang et al., 2000,
Nawrot et al., 2014, Oliveira et al.,, 2019). Esta caracteristica tem despertado o
interesse em aprofundar os estudos desses peptideos, com o intuito de desenvolver
novos agentes terapéuticos e até mesmo defensivos agricolas naturais.

Alguns modelos dos possiveis mecanismos de acdo dos AMPs tém sido
descritos por alguns autores durante os anos. Os AMPs atuam inicialmente
interagindo com as membranas bioldgicas alvo devido a interacdo de cargas entre
0s peptideos (catibnicos) e os fosfolipidios (carregados negativamente), causando
em seguida um distarbio na organizacdo desses fosfolipidios de membrana. Alguns
modelos utilizando células bacterianas foram propostos para explicar o0 mecanismo
de interacdo dos peptideos com a membrana plasmética. (Vasconcelos et al., 2014,
Wang et al., 2019).

Algumas caracteristicas como a carga liquida positiva em pH fisiolégico e
propriedades anfipaticas permitem que os AMPs interajam com 0S
lipidios da membrana, assim os residuos cationicos atraem eletrostaticamente
moléculas carregadas negativamente (por exemplo, fosfolipidios anibnicos,
lipopolissacarideos ou acidos teicéicos), permitindo que o peptideo se acumule na
superficie da membrana. Quando a concentracdo de peptideos atinge um valor

limite, inicia-se o colapso da membrana (Dong et al., 2014; Oliveira et al., 2019).
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Os modelos de interacdo dos peptideos com a membrana plasmatica mais
comuns e aceitos, baseados em experimentos com membranas bacterianas, sdo os
de aduela de barril, 0 modelo tapete e 0 modelo poro toroidal. No modelo aduela de
barril, os AMPs interagem com os residuos hidrofébicos dos peptideos, voltados
para o interior da bicamada lipidica, e os residuos hidrofilicos, orientados para o
[imen do poro recém-formado, aglomerando-se. No modelo poro toroidal os
peptideos se reorientam na membrana durante o arrasto de agregacdo dos lipidios
com eles (por meio de interacbes eletrostaticas entre grupos principais de
fosfolipidios e residuos hidrofilicos de AMPs), dessa forma a membrana é "dobrada”
e as camadas unidas formam o poro toroidal. No modelo tapete, os peptideos agem
como detergentes, cobrindo a membrana de maneira eletrostatica (na forma
monomeérica ou oligomérica). Esse “tapete” de moléculas anfipaticas causa um
deslocamento fosfolipidico, altera as propriedades da membrana e rompe a
membrana (Mookherjee et al., 2020). Dependendo da concentracdo do AMP ele
pode se comportar como detergente. (Boto; De La Lastra; Gonzalez, 2018).
Exemplos dessas interagdes podem ser observados na figura 1.

Perturbacao da membrana ———— Lise bacteriana

Modelos B
000006000 0)g (0600600000
Adueladebarril [700000007 $58585858585858585
( (€ (¢ :‘ ( {(
Tapete
(acao detergente)

Poro toroidal O0OOOOOOOOO00

Figura 1: Exemplos dos diferentes tipos de interagBes entre peptideos antimicrobianos e
membranas citoplasmaticas de bactérias. Fonte: Adaptado de Mookherjee et al., 2020
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Os mecanismos de acdo dos AMPs vao além de causar lise celular; muito tem se
estudado sobre os efeitos secundarios dessas moléculas, como a inibicéo e sintese
de macromoléculas, bloqueio de processos dependentes de ATP, rompimento da
homeostase celular, entre outros (Zang et al., 2019).

Dentre os principais familias de AMPs ja descritas estdo as tioninas, as proteinas
transportadoras de lipideos (LTPs), os peptideos tipo heveina, as knotinas, as
snakinas, os inibidores de protease, os ciclotideos e as defensinas (Carvalho e
Gomes, 2011, Cools et al., 2017, Koehbach e Craik, 2019).

1.1Defensinas de plantas

As defensinas de plantas fazem parte de uma subfamilia de peptideos de
plantas com 45 a 54 residuos de aminoacidos, que foram caracterizados por Terras
et al. (1995), sendo obtidas a partir de sementes de trigo e cevada. Inicialmente
foram denominadas como y-tionina, um subgrupo das tioninas, por apresentarem
tamanho de 5 kDa e quatro ligages dissulfeto (Broekaert et al., 1995; Cools et al.,
2017). A familia de defensinas de plantas sao peptideos catibnicos com um dominio
caracteristico de oito residuos de cisteinas formando quatro pontes dissulfeto.
Fazem parte dos componentes importantes produzidos no sistema de defesa das
plantas, sendo sua localizacdo em diferentes érgaos (Shirakawa et al, 2014).

Com excecédo de seus residuos de cisteinas invaridveis em suas posi¢cdes, as
sequéncias de aminoacidos das defensinas sdo altamente variaveis entre as
espécies de plantas e estd variagcdo pode ser responsavel por diferentes funcdes
atribuidas as defensinas de plantas. Apesar da variacdo da estrutura primaria, efeito
contrario é observado na estrutura terciaria, bem definida e conservada, sendo
geralmente constituida por uma a-hélice e trés folhas B antiparalelas (figura 2) (Mello
et al., 2014).

Quanto as estruturas das defensinas de plantas, estudos demonstram que
duas pontes dissulfeto formadas entre Cys 21 e Cys 25 (localizadas na a-hélices) e
Cys 45 e Cys 47 (localizados na folha ), formam um arranjo estrutural denominado
regido af que é estabilizada por cisteinas (regido CSap), caracteristica de peptideos
com atividade antimicrobiana (Carvalho e Gomes et al., 2011, Mello et al., 2019).

Aléem da regido CSap, as defensinas de plantas também possuem outra

regido conservada e caracterizada chamada de y-core (GXCX3-9C, onde X pode ser
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qualquer residuo de aminoéacido), e alguns estudos demostraram que essa regiao é
responsavel pela atividade antimicrobiana das defensinas de plantas (Sargassan et
al., 2011, Mello et al., 2019).

Embora as estruturas terciarias sejam bastante conservadas, quando um
alinhamento das estruturas primarias de varias defensinas de plantas acontece,
pode- se observar que entre os residuos de cisteinas existe uma grande variacdo na
sequéncia de aminoacidos originando varias atividades biolégicas e mecanismos de
acdo para os diferentes membros da familia das defensinas (Parisi et al.,
2018).Evidéncias sugerem que as defensinas de plantas, com suas diversas
estruturas primarias, inibem o crescimento de fungos através de diferentes modos
de acéo (Sagaram et al., 2011).

A atividade antimicrobiana dessas moléculas é principalmente observada
contra fungos, sendo bem menos pronunciada contra bactérias, de modo geral é
apenas observada contra bactérias Gram-positivas (Carvalho e Gomes, 2011). Estas
possuem grande capacidade de inibir o crescimento de uma grande variedade de
fungos filamentosos e leveduras, e a atividade antifungica, bem como a
concentracdo necessaria para suas funcodes inibitérias, dependeréo do fungo testado
e da defensina em questdo (Carvalho e Gomes, 2011; Thevissen et al., 2012; Mello,
2014).

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura terciaria da defensina PvD; de
Phaseolus vulgaris. Cinza escuro representa as folhas B; cinza representa a a-hélice.
(Adaptado de Mello et al., 2014).
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1.2.1. Atividades de defensinas de plantas descritas in vitro

As defensinas de plantas sdo bastante diversificadas em sua estrutura
primaria, com exce¢do dos oito residuos de cisteinas em sua estrutura que sao
responsaveis pela estabilizacdo da sua estrutura. Tratando- se dessa diversificacao
estrutural, as defensinas de plantas apresentam diferentes atividades bioldgicas in
vitro (Carvalho e Gomes 2011, Hui Li et al., 2019).

Dentre as atividades j& descritas podemos citar, atividade antimicrobiana
(Koibe et al., 2002, Gebara et al., 2020), inibicdo de amilase de intestino de inseto
(Santos et al., 2010), inibicdo da tripsina (Melo et al., 2002), bloqueio de canais de
sédio (van der Weender e Anderson et al., 2013). Na tabela 1 podemos observar

algumas das atividades descritas para as defensinas.
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Tabela 1: Algumas atividades atribuidas as defensinas de plantas com indicacdo das
espécies de onde as defensinas foram isoladas (Adaptada de Carvalho e Gomes, 2011.

Atividade Biologica

Nome da defensina e espécies de planta

Referéncias

Atividade inibitdria da | RBAFP (Adzuckia angularia); y-hordotionina e - Méndez et al.,
tradugdo protéica hordotionina (Hordeum vulgare); PBAFP e WCBAFP 1996; Ye and
(Phaselus vulgaris) Ng, 2001; Wong
etal., 2006
Efeito inibitério sobre RBAFP (Adzuckia angularia); gymnima (Gymnocladus Ye and Ng,

transcriptase reversa  do

HIV

chinensis); PBAFP e WCBAFP (Phaselus vulgaris)

2001; Wong and
Ng, 2003; Wong

etal., 2006
Atividade mitogénica RBAFP (Adzuckia angularia); PBAFP e WCBAFP Ye and Ng,
(Phaselus vulgaris) 2001; Wong et
al., 2006
Antibacteriana Ah-AMP1(Aesculus hippocastanum); Br-AMP2|  Terras et al.,

(Brassica rapa); Ct-AMP: (Clitoria ternatae); Dm-
AMP: (Dhalia merckii); SPD: (Ipomoea batatas)

1993; Oshorn et
al., 1995; Huang

etal., 2008
Tolerancia a metal pesado | Ah-PDF1.1 (Arabidopsis halleri) Mirouze et al.,
2006
Antifangica RBAFP (Adzuckia angularia); Ah-AMP:1 (Aesculus Terras et al.,
hippocastanum); Ah-PDF1.1 (Arabidopsis halleri) PDF 1992, 1993;
1.1 (Arabidopsis thaliana); AX1 e AXz (Beta vulgaris); Osborn et al.,

BSD1 (Brassica campestris); Bn-AMP1 e  Bn-AMP:
(Brassica napus); Br-AMP1 e Br-AMP: (Brassica rapa);
CADEF: e J1 (Capsicum annuum); y-tionina (Capsicum
chinense); Ct-AMP:1 (Clitoria ternatae); Dm-AMP:1 e
Dm-AMP: (Dhalia merckii); Ec-AMP-D:1 e Ec-AMP-D:
(Echinocloa crusgalli); gymnima (Gymnocladus
chinensis); Hs-AMP:
(Ipomoea batatas); MsDEF:1 (Medicago sativa); NaD:1
(Nicotiana alata); PhD1 e PhD: (Petunia hybrida); PvD:1
(Phaselus vulgaris); PsD1 e PsD2 (Pisum sativum); Rs-

AFP:1 e Rs-AFP2 (Raphanus sativus); Vu-Def (Vigna

(Heuchera sanguinea); SPD1

unguiculata); ApDef: (Adenonthera pavonina)
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1995; Kragh et
al., 1995; Meyer
etal., 1996;
Penninckx et al.,
1996; Almeida et
al., 2000; Gao et
al., 2000; Ye and
Ng, 2001; Park et
al., 2002; Wong
and Ng, 2003;
Lay et al., 2003;
Do et al., 2004;
Anaya-Lopez et
al., 2006;




Antifingica

Carvalho et al
2006; Odintsova

etal., 2008;
Games et al.,
2008; Huang et

al., 2008;
Marques et al.,
2009; Li and Li,
2009; Soares et
al., 2017

Auto incompatibilidade

PCP-A1 (Brassica oleracea)

Doughty et al.,
1998

Atividade inibitéria sobre
tripsina

5459 (Cassia fistula); SPD1 (Ipomoea batatas)

Wijaya et al.,
2000; Huang et
al., 2008

Atividade inibitoria sobre

celulas cancerigenas

Ct-AMP: (Capsicum chinense); gymnima (Gymnocladus

chinensis); NaD: (Nicotiana alata), PvD: (Phaselus

vulgaris)

Wong and Ng,
2003; Anaya-
Lépez et al.,
2006; Poon et
al., 2014; Baxter

monodehidroascorbato

etal., 2015;
Figueira et al.,
2017
Atividade inibitéria sobre | w-hordotionina (Hordeum vulgare); Vu-Def (Vigna Mendez et al.,
a-amilase unguiculata) 1990; Santos et
al., 2010

Atividade redutase| SPD: (Ipomoea batatas) Huang et al.,
dehidro-e 2008

Atividade inibitéria sobre

oomiceto

Lm-def (Lepidium meyenii)

Solis et al., 2007

Bloqueios de canais de
célcio tipo-L de

mamiferos

MsDef1 (Medicago sativa)

Spelbrink, 2004

Atividade inibitéria sobre
0 crescimento de raiz de

planta

MsDef:1 (Medicago sativa)

18

Gao et al., 2000;
Allen et al., 2008




Atividade inibitoria sobre | PTH:  (Solanum  tuberosum);  Vu-Def  (Vigna | Berrocal-Lobo et
Leishmania unguiculata); PvD1 (Phaselus vulgaris) al., 2009; Souza
etal., 2013; do
Nascimento et
al., 2015

Bloqueio de canal de | yi-zeationina e y2-zeationina (Zea mays) Kushmerick et
sodio al., 1998; Kant et
al., 2009

Além de todas essas atividades descritas, também j& foi visto a atividade de
defensinas de plantas sobre células cancerigenas. Skalska et al., 2020 por exemplo
mostraram que a defensina de planta PvD: foi capaz de modular a composicdo de
membranas de ceélulas do cancer de mama, e uma outra defensina de Phaseolus
limensis apresentou também atividades sobre células cancerigenas (Hegedus e
Marx, 2013).

Dentre as atividades descritas acima, a atividade melhor caracterizada para
as defensinas de plantas, € a sua capacidade para inibir o crescimento de uma
variedade de fungos e leveduras. Um dos primeiros relatos de atividade
antimicrobiana das defensinas de plantas foi descrito para Rs-AFP1 e Rs-AFP2,
isoladas a partir de sementes de Raphanus sativus. Foi visto que elas eram capazes
de promover a inibicdo do crescimento de patégenos fungicos, através da reducéo
do crescimento das hifas (Terras et al., 1992). Diversos estudos posteriores
ampliaram a lista de espécies flngicas que eram susceptiveis as defensinas quando

incubados com este peptideo (Carvalho e Gomes et al., 2011, Gebara et al., 2020).

1.2.2. A Defensina PvD1 de Phaseolus vulgaris

Games e colaboradores em 2008 fizeram um estudo onde um peptideo de
sementes de P. vulgaris (feijado comum) foi isolado e seu N- terminal sequenciado,
constatando assim que se tratava se um peptideo pertencente a familia de
defensinas de plantas, a qual foi denominada PvD: (do inglés, Phaseolus vulgaris
defensin 1).

Diversos ensaios antifungicos demonstraram que a defensina PvD: foi capaz

de inibir o crescimento de leveduras como por exemplo, Candida albicans, C.
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parapsilosis, C. tropicalis e Sacharomyces cerevisiae, provocando algumas
alteracdes morfoldgicas e estruturais nessas células. Andlises ultraestruturais de C.
albicans e C. tropicalis tratadas com PvDi1 revelaram alteragbes em componentes
celulares, mostrando desorganizacdo do nucleo e de outras organelas, além da
desorganizacdo da membrana plasmatica.

Mello e colaboradores no ano de 2014, conseguiram superexpressar a
defensina PvD1 em Escherichia coli, verificando assim se PvDi recombinante
(PvDar), era capaz de manter sua fungdo biolégica, quando se comparada com a
atividade antimicrobiana de PvD1 natural. A PvDar foi purificada e a funcionalidade
biolégica de PvDair foi confirmada comparando sua atividade com a atividade de
PvD:1 contra C. albicans do tipo selvagem, onde os dois peptideos apresentaram
atividade biolégica similar, com uma inibicdo de crescimento de 75,9 e 89,7%,
respectivamente. O alvo dessa defensina também foi demonstrado nesse trabalho,
em células de C. albicans que € o esfingolipidio glicosilceramida, observado através
da percepcdo de que a cepa mutante de C. albicans, que ndo possuia 0 gene da
biossintese deste esfingolipidio, ambas as defensinas ndo mais apresentaram
atividade inibitoria quando testadas contra a cepa mutante.

Ja4 Nascimento et al. (2015) conseguiram mostrar que, além de inibir uma
diversidade de fungos, a defensina PvD: também atua contra Leishimania
amazonensis inibindo a proliferacdo das promastigotas, sendo capaz de provocar a
fragmentacao citoplasmatica, formacdo de mudltiplos vacuolos citoplasmaticos e
permeabilizacdo da membrana nas células desse organismo.

No ano de 2017 Figueira e colaboradores demostraram que a defensina PvD1
era capaz de interferir na formacdo de tumores soélidos na mama e controlar
concomitantemente a adeséo de células de cancer de mama a células endoteliais do
cérebro humano, em continuacdo desse mesmo estudo, Skalska et al., 2019
descobriram como a defensina PvDi modula a composicdo da membrana dos
exossomos derivados de tumores de mama.

Mello et al., em 2019 observaram que a atividade antifangica de PvDi nao
esta estritamente localizado no dominio estrutural, que compreende a regido do y-
core e que o aumento do valor liquido positivo da carga estd diretamente
relacionado ao aumento da atividade antifungica. Essa informacé&o abriu diversos

guestionamentos, inclusive as perguntas propostas neste trabalho.
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1.3. Fungos de importancia médica: Candida sp.

As leveduras sao tidas como um modelo de estudo por apresentarem todo
seu genoma sequenciado, serem de facil manipulacdo em laboratério, de
crescimento rapido, por permitir que sequéncias de DNA exdgeno possam interagir
com seu genoma, tudo devido ao fato de uma grande variedade de processos
intracelulares, nelas presentes, serem conservados ao longo da evolugéo (Barr,
2003; Feldmann,2005; Abreu et al; 2015).

Os representantes do género Candida sdo fungos os quais diferenciam-se
dos fungos filamentosos por apresentarem-se de forma unicelular, reproduzirem-se
principalmente por brotamentos. Podem ser encontrados no solo, esgotos, 4gua e
até no trato digestivo de mamiferos, obtendo assim uma diversidade em forma,
tamanho e cor (Mello, 2010).

Esses microrganismos possuem uma parede celular rigida capaz de
preservar a integridade osmatica da célula, além de determinar a morfologia celular
durante os diferentes estagios do seu ciclo de vida. Em células de Candida, o
glucano é o polissacarideo mais abundante da parede, compondo de 60 — 65% do
total de polissacarideos e, mananos compde aproximadamente de 20 — 25%. A
membrana das leveduras é composta de lipideos (fosfolipideos e lipideos neutros) e
também de proteinas, sendo o ergosterol o principal componente lipidico neutro e o
mais importante para a composicao da levedura (Bossche e Koymans, 1998).

Existem mais de 150 espécies de Candida, mas somente 15 sdéo
reconhecidas como frequentes patdégenos ao homem, sdo elas: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
dubliniensis, C. pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C.
rugosa e C. norvegenis (Pfaller et al., 2006; Pappas, 2006).

Vérias espécies do género Candida podem causar alguma patogenicidade
aos seres humanos, infec¢cdes como candidiase, meningite, e infecgcbes no sangue,
ou até infecgdes sisttmicas em pacientes imunocomprometidos, principalmente
agueles gue sado submetidos a quimioterapias no tratamento do cancer (Isola et al.,
2009).

O combate dessas infec¢cbes causadas por fungos do género Candida, sao

feitas por antifungicos que tem sido cada vez mais limitado devido a grande
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resisténcia que esses microrganismos adquirem, antifingicos como os da classe dos
Azais, principalmente o fluconazol (FLC) (Szweda et al., 2014, Pippi et al., 2015).

As diferentes espécies de Candida exibem variacbes no grau de
susceptibilidade as drogas azdlicas, por exemplo, a espécie C. krusei €
intrinsecamente resistente ao FLC com uma alta taxa global de resisténcia de quase
80%. Ja C. glabrata, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis possuem uma taxa
menor de resisténcia primaria ao FLC variando de 4 a 16%. Entretanto o numero de
espécies raras de Candida que apresentam resisténcia aos azo6is vem aumentando
a cada ano (Pfaller et al., 2010).

Leveduras do género Candida, principalmente a espécie C. albicans, sao
leveduras que se relacionam com o hospedeiro de forma comensal e podem ser
isoladas a partir do trato gastrointestinal, mucosa oral e vaginal de muitos, se nao,
de todos os individuos saudaveis. No entanto, ndo causam problemas normalmente,
mas podem causar infec¢des em individuos que estejam com o sistema imunolégico
comprometido (Millon et al.,1994; Morschhauser, 2016).

As vérias infecgbes existentes estdo associadas a grande capacidade dessas
células de adquirir resisténcia a uma gama de antifangicos como, FLC, anfotericina
B e caspofungina, amplamente utilizados no tratamento dessas infec¢des. As formas
morfolégicas mais importantes que condicionam a viruléncia sdo a forma de
leveduras e hifas, a transicdo dentro dessas formas determina quando a C. albicans
estd em seu estado comensal e patogénico, levando assim, a infeccdo tecidual,
evasao de macroéfagos, desenvolvimento de biofilmes entre outros mecanismos de
infecgdo (Verma- Gaur e Traven, 2016, Dadar et al., 2018). Dentre as infecgbes
causadas estdo a candidiase cutaneomucosa e a candidiase invasiva ou sistémica
(candidemia).

Para todas essas enfermidades, o melhor tratamento sempre foi 0 uso de
uma terapia antifangica, e o uso indiscriminado desses medicamentos favorece a
resisténcia microbiana, sendo necessario sempre a busca de novos farmacos para

auxiliar no controle destas infeccdes.

1.4. Drogas Comerciais
A partir da sua descoberta, os triazois e os polienos tém sido empregados

como fungicidas contra varias espécies de Aspergillus, Candida e Cryptococcus.
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Sao moléculas provenientes de produtos naturais, de carater anfipatico e que
promovem efeitos toxicos em membranas contendo ergosterol, formando canais de
membrana que desencadeiam em vazamento de componentes citoplasmaticos,
resultando em morte celular (Cowen, 2017).

Atualmente é possivel encontrar no mercado varias drogas utilizadas para
terapia antifangicas, porém essa diversidade torna-se minima quando se comparada
a quantidade de drogas encontradas para tratamento de doencas causadas por
bactérias, os conhecidos medicamentos antibacterianos A grande responsavel por
essa situacao €, ndo soO a natureza eucaribtica das células fungicas, como também a
dificuldade em encontrar alvos fungicos que ndo seja compartilhado com o
hospedeiro humano (Silva et al., 2016).

Anfotericina B e FLC e sdo duas das principais drogas comerciais utilizadas
para o tratamento de doencas fungicas. A atividade da Anfotericina B se inicia
através da ligacdo do seu grupo hidrofébico com os esterdis fungicos, resultando
assim na formacéo de canais transmembrana e vazamento citoplasmatico. Todavia,
ela pode gerar alguns efeitos colaterais graves, como nauseas, vomitos, calafrios,
febre e neurotoxicidade (Rezende et al., 2017)

O FLC tem sua atividade na biossintese do ergosterol fungico atuando na
inibicdo da enzima 14-a-desmetilase do citocromo P-450 que é responsavel pela
desmetilacdo do lanosterol, apresentando uma maior seletividade pelo sitio de acao,
devido ao acréscimo de nitrogénio em seu anel azol. Desse modo, o FLC bloqueia a
biossintese do ergosterol através da inibicdo da enzima lanosterol 14-a-demetilase
codificado por ERG11 (figura 4), em C. albicans, resultando na deplecdo do
ergosterol e no acumulo de um esterol toxico na membrana produzida por Erg3,
exercendo uma tensdo de membrana quando incorporada na membrana flngica
(Hooper et al.,2018).
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Figura 3: Esquema do modo de acéo dos azéis. Os azbis, tais como o FLC, inibem ERG11p,
causando o bloqueio da producdo de ergosterol e levando ao acumulo de um esterol
intermediario toxico para as células fungicas (adaptado de Cowen, 2008, Taveira,2017).

A resisténcia primaria de leveduras aos azéis, de forma especial ao FLC, pode
ser atribuida principalmente ao efluxo, no qual a perda da droga no interior celular
acontece através de transporte ativo e € mediada através da glicoproteina P ou por
outras proteinas (Cannon et al., 2009, Berkow e Lockart, 2017).

A combinacdo ou sinergismo de AMPs e drogas comerciais, tem se tornado
cada dia mais uma alternativa para producao de um farmaco que seja mais eficiente
em baixas doses. No sinergismo entre AMPs e drogas, acontece a acdo combinada
do AMP com a mesma, causando uma potencializacdo na diminuicdo no
crescimento do microrganismo, em comparagdo com a inibicdo do crescimento
usando as substancias separadamente (Taveira et al., 2016).

Em seu estudo Troskle et al., 2014, demonstraram uma atividade sinérgica da
Anfotericina B em combinagcdo com a tirocidina, um ciclodecapeptideo catidnico
proveniente do microrganismo Bacillus aneurinolyticus que é caracterizado por
possuir uma potente atividade antibacteriana e antimalarica. Um dos resultados
desses estudos mostra que as tirocidinas conseguem causar interferir na integridade
da membrana de células do biofilme de C. albicans, o qual pode resultar em um
aumento da absorcao do farmaco, seguido de maior acimulo do mesmo no interior
da célula.

Em virtude dos fatos mencionados, esses resultados apresentam uma
evidéncia animadora para o potencial biotecnolégico de tratamentos com a

combinacdo de AMPs e medicamentos antifungicos, que diminui a toxicidade no
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usuario, ira diminuir a probabilidade do desenvolvimento de resisténcia microbiana

contra os compostos individuais.

2 REVISAO EM BANCOS DE PROPRIEDADE INTELECTUAL

Peptideos antimicrobianos (AMPs) estdo entre as diversas moléculas com
potencial antimicrobiano existente na natureza, estdo presentes evolutivamente na
maioria dos seres vivos e possuem uma ampla diversidade de atividade inibitéria
sobre varios microrganismos (Stangarlin et al; 2010). Os AMPs fazem parte de um
grupo abundante de bioativos que sé&o produzidos tanto em organismos procariotos
guanto em eucariotos, funcionando como componentes importantes da imunidade
inata deste dltimo (Silva et al., 2012). A importancia de desenvolvimento de novos
farmacos ou moléculas terapéuticas pode ser atestada pela busca de patentes nos
bancos de dados de Propriedade Intelectual (INPl, PATENTSCOPE, LATIPAT e
Google Patentes) nacionais e internacionais.

A investigacdo a deposito de patentes foi realizada nas bases Google Patentes,
INPI, LATIPAT, ESPACE e PATENTSCOPE. Com base no tema, os termos
utilizados para a busca de patentes foram: peptideos, peptideos antimicrobianos
sintéticos, peptideos antimicrobianos de plantas. Estas palavras-chave foram
utilizadas com o objetivo de investigar compostos de peptideos com atividade
antimicrobiana, além de conhecer novas medidas contra microrganismos
patogénicos.

Na busca pelo termo “peptideo antimicrobiano” ha um retorno de cerca de 9
registros de patentes, demonstrando a falta de produtos dessa natureza patenteado.
Dentre as patentes encontradas e relacionadas com o projeto em questdo, tem-se a
W002014118700A1 depositada pela Universidad Nacional De Colémbia, que
apresenta um peptideo sintético que possui atividade antimicrobiana, inseticida e
antitumoral.

Outra patente encontrada foi a BR9813249 (A) — 2002-02-19, onde o inventor
apresenta um peptideo natural de mamifero, que exerce atividade antimicrobiana
contra bactérias e fungos comparavel a de peptideos antimicrobianos conhecidos,
obtidos de neutréfilos de seres humanos, catepsina G e azurocidina. Dentre o0s

organismos sensiveis estdo bactérias Gram-negativas como Escherichia coli e
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Pseudomonas aeruginosa, bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus e
Streptococcus faecalis e o fungo Candida albicans.

Na busca pelo termo de “peptideos antimicrobianos sintéticos” apareceram
praticamente as mesmas patentes pesquisadas anteriormente, com destaque para
patente BR 10 2013 001892-9 A2 depositada pela Universidade Federal de Vicosa.
A invencdo trata-se de um peptideo sintético inédito produzido por sintetizador
automatico, empregando a estratégia de sintese denominada “Fmoc”, sendo capaz
de inibir o crescimento de varios microrganismos.

O mais interessante é que mesmo sendo poucas patentes encontradas nesse
tema de pesquisa proposto, praticamente todas elas possuem patentes em diversos
lugares, seja em depdsitos nacionais ou internacionais. Quando se pesquisa pela
familia de peptideo antimicrobiano que serd sintetizado neste projeto, ndo aparece
nenhuma patente relacionada as defensinas de plantas sintéticas.

Ao realizar a pesquisa no Google patentes, destaca-se a patente
WO0201402596 A2 depositada pela Universita' Degli Studi Di ParmaAzienda
Ospedaliero-Universitaria Di Parma, que consiste pela invencdo de um peptideo
ciclico com alta atividade antimicrobiana, principalmente contra bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. A maioria das patentes encontradas foram internacionais,
caracterizando assim a grande necessidade de patentes nacionais.

Dentre os depositantes, a maioria € feita por universidades, laboratorios
farmacéuticos, pessoas fisicas entre outros. Uma patente encontrada no INPI,
depositada pela IMMATICS BIOTECHNOLOGIES GMBH (DE) de numero BR 11
2018 017022 4 A2, mostra peptideos e combinacdes de peptideos para uso em
imunoterapia contra cancer de pulmao e outros canceres.

Ja a Patente BR 10 2017 000309 4 A2 depositada no INPI pela UNIAO
BRASILIENSE DE EDUCACAO E CULTURA — UBEC refere-se & composicdo e
métodos para utilizacdo de novos peptideos sintéticos derivados de L-amino acido
oxidase isolada do veneno de Bothrops matogrossensis, utilizados como agentes
antibacterianos.

Na LATIPAT a patente BR9611759 (A) depositada pela INTRABIOTICS
PHARMACEUTICALS, refere-se a invengdo de processos e composicdes
apropriadas para o tratamento de mucosite oral em animais, incluindo humanos,

com peptideos antimicrobianos como peptideos de protegrina. Ainda na LATIPAT a
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patente BR102015028254 (A2) depositada pela UNIAO BRASILIENSE DE
EDUCACAO E CULTURA — UBEC refere-se a construcdo de um peptideo derivado
de peconha de vespa, a partir do peptideo mastoparano-l, o qual foi modificado para
reduzir a sua atividade citotdéxica. O peptideo € capaz de agir como agente
antimicrobiano, além de atuar como protetor em processos de infeccdo bacteriana
sistémica.

Neste contexto, destacamos algumas patentes que mais se aproximam do
projeto proposto apresentadas na tabela 2. Nos documentos citados, observamos
gue nao existem muitas patentes relacionadas com peptideos sintéticos derivados
de peptideos de plantas, em especial as defensinas, destacando assim a

necessidade de pesquisas e trabalhos de relevancia para serem patenteados.
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Tabela 2: Resumo de patentes encontradas nos bancos de propriedade intelectual.

Novos peptideos
cationicos ciclicos
com atividade
antimicrobiana
Peptideo sintético
policatiénico com
propriedades
ionosféricas.
antimicrobianas,
antitumorais e
inseticidas

Peptideos e
combinacdes de
peptideos para uso em
imunoterapia
anticancer

Peptideos e
combinacdes de
peptideos para uso em
imunoterapia  contra

cancer de pulmio de
células ndo pequenas e
oufros canceres

Peptideos
antimicrobianos
sintéticos derivados
de L-aminoacido
oxidase
terapeuticamente
tteis, composigao,
uso e método de
inibicdo de
microrganismos

Peptideos derivados
de mamiferos para
tratamento de
injecdao microbiana

Os peptideos da invencdo tém wum
comprimento de 15 a 21 residuos de
aminoacidos, e sdo estaveis através da
formacdo de uma ponte dissulfeto entre
dois aminoacidos contendo enxofre,
adequadamente localizada na
proximidade das regides do terminal -
NH2 e terminal -COOH do peptideo.

Os  peptideos  exibem  atividade
antimicrobiana, antitumoral e inseticida.
A presente invencdo também se refere a
composicdes farmacéuticas e agricolas
que as contém e que sdo Uteis na inibigdo
do crescimento microbiano e tumoral

Sem resumo

Sem resumo

A presente invencao se refere a
composi¢ao e métodos para
utilizagdo de novos peptideos
sintéticos derivados de L-aminoacido
oxidase isolada do veneno de B.
matogrossensis, utilizados como
agentes antibacterianos. Também se
refere a um método para inibir o
crescimento bacteriano por
administragdo de uma quantidade
eficaz de um peptideo derivado de
acordo com a presente mvengao.

A presente invencao fornece
composig¢des Uteis como agentes
antimicrobianos que incluem
hemoglobina de mamiferos, cadeias e
de hemoglobina isentas de heme,
fragmentos das cadeias e que
resultam da clivagem com brometo
de cianogénio das cadeias, e
peptideos sintéticos derivados das
mesmas.
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Google
Patente

Google
Patente

INPI

INPI

INPI

LATPATI

W0201402596
A2

WO0020141187
00A1

BR 11 2018
068489 9 A2

BR 11 2018
017022 4 A2

BR 10 2017
000309 4 A2

BRO9873249 A

Universita' Degli Studi
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Parma)

Universidad Nacional
De Colémbia

IMMATICS
BIOTECHNOLOGIE
S GMBH (DE)

IMMATICS
BIOTECHNOLOGI
ES GMBH (DE)

UNIAO
BRASILIENSE DE
EDUCACAO E
CULTURA - UBEC
(BR/GO)

TERAGEM INC
(US)



3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Padronizar e avaliar a atividade antimicrobiana de peptideos sintético,
derivados da regiéo y- core da PvD1, e da sua combinagdo com a droga FLC sobre o

desenvolvimento da levedura Candida albicans.

3.2 Objetivos especificos

1. Padronizar um método de avaliacdo do ensaio in vitro dos peptideos sintéticos em
combinacgédo com a droga flucanazol (FLC) sobre C. albicans;

2. Analisar a atividade inibitéria dos peptideos sintéticos sobre o crescimento da
levedura C. albicans e sua atividade inibitéria em combinacdo com FLC sobre o
crescimento desta levedura,

3. Verificar o efeito dos peptideos sintéticos isolados e em combinacdo com FLC
sobre a permeabilizacdo de membranas de C. albicans;

4. Verificar o efeito dos peptideos sintéticos isolados e em combinacdo com FLC
sobre aumento da producdo enddgena de espécies reativas de oxigénio em C.

albicans.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Microrganismos e manutencao

A levedura Candida albicans foi cultivada em meio Agar Sabouraud, que
possui em sua composicao, peptona 10 g/L,D(+) glicose 20 g/L, agar-agar 17 g/L
com pH 5,6 (Merk S/A) e conservada, na geladeira a 4°C, no Laboratério de
Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM), do Centro de Biociéncias e
Biotecnologia (CBB), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes - RJ.

4.2 Design dos peptideos sintéticos

Por analise comparativa da estrutura primaria da defensina PvD:1 de P.
vulgaris com outras estruturas primarias de defensinas e pela sobreposicdo dessas
sequéncias a sequéncia do y-core, definida por Yount e Yeman (2004), foi
identificada e selecionada a regido correspondente ao y-core da defensina PvDa.
Esta regido engloba o préprio y-core e parte dos residuos de aminoacidos das folhas
B2 e B3 da estrutura do peptideo. Com base nestas analises comparativas, dois
peptideos maiores com 15 residuos de aminoacidos (ysi1-4s PvD1 e ys145 PvD1*) e
dois peptideos menores com 9 residuos de aminoacidos (y3s-41 PvD1 € y33-41 PvD1*")
e foram sintetizados quimicamente pela GenOne Solucdes em Biotecnologia (Rio de
Janeiro, Brasil) (Mello et al., 2019). Os residuos de cisteinas (C) desses peptideos
foram trocados por residuos de alanina (A). Além disso, dois residuos de acido
aspartico (D) foram substituidos por dois residuos de arginina (R). Para realizacédo
dos ensaios, os peptideos foram ressuspendidos em agua ultrapura. Suas massas
moleculares e pontos isoelétricos foram determinados pela ferramenta Expasy
Compute pl / Mw 28-30. Os residuos de aminoacidos dos peptideos utilizados neste
trabalho, bem como suas caracteristicas bioquimicas, podem ser observados na
figura 2 abaixo.
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5‘5‘ YooirPVD, GRARDDFRA
YasisPYD," GRARRRFRA
B Nomes peptideos Tamanhodos Carga (pH7.0) Peso Molecular
sintéticos aminoacidos (Da
Ya3asPVD, 15 +3 1,792.99
Y1usPVD," 15 +7 1,875.19
YspasPVD, 9 +1 1,063.14
Yt PVD," 9 +5 1,145.34

Figura 4: Desenho, alinhamento e caracteristicas bioquimicas dos peptideos sintéticos. (A)
Alinhamento da estrutura primaria da PvD1 e dos quatro peptideos sintéticos no codigo de
uma letra dos aminoacidos. NUmeros acima da sequéncia da PvD; indicam o tamanho do
peptideo em aminoacidos. O simbolo da chave ({) compreende toda a regido y- core, assim
como os residuos em azul, e os residuos em vermelho, mostram as modifica¢des feitas. (B)
Caracteristicas bioquimicas dos peptideos sintéticos. (Adaptado de Mello et al., 2019).

4.3 Analise da atividade antifungica dos peptideos sintéticos

Incialmente ensaios utilizando somente os peptideos sintéticos (ys1-4sPvD1,
Y33-41PVD1, y31-45PVD1*" e y33.41PvD1**) foram realizados com objetivo de analisar a
funcionalidade destes. In6culos de células das leveduras foram retirados de placas
de Petri com colbnias estoque e transferidos para novas placas contendo agar
Sabouraud (Merck S/A) fazendo-se estrias sobre o meio para a obtencdo de um
crescimento homogéneo. Estas novas placas foram mantidas em estufa com
temperatura regulada em 30 °C por 24 h. Ap6és o crescimento, as células foram
utilizadas no ensaio, onde com o auxilio de uma alca de semeadura, coldnias foram
retiradas e homogeneizadas em 10 mL de caldo Sabouraud (caldo Sabouraud, 1%
de peptona, 2% de glicose) (Merck S/A) para a quantificacdo das células em uma
camara de Neubauer (Optik Labor) com o auxilio de um microscépio 6ptico
(Axioplan, Zeiss).

Em placas de cultura de células de 96 poc¢os (Nunc), o ensaio foi realizado da
seguinte forma: as células da levedura C. albicans (1 x 10* células.mL) foram
incubadas em caldo Sabouraud juntamente com diferentes concentracbes dos

peptideos sintéticos, tendo o volume final ajustado para 200 pL. Esta placa foi
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mantida na estufa a 30 °C por 24 h. Apés esse periodo de incubacao, o crescimento
celular foi determinado pela densidade Optica, através de um leitor de microplacas
(EZ Read 400, Biochrom), num comprimento de onda de 620 nm.

Todo o ensaio foi realizado em triplicata e sob condicbes de assepsia, em

capela de fluxo laminar, segundo metodologia adaptada de Broekaert et al., 1990.

4.4 Analise da atividade dos peptideos sintéticos em combinacdo com
fluconazol (FLC)

Para analisar a possivel atividade combinatéria, foram utilizados o antifingico
FLC (298% (HPLC), p6 de sind6nimo: 2- (2,4- Difluorofenil) - 1,3- bis ( 1H - 1,2,4-
triazol- 1- il) propan- 2- ol, Sigma 86386-73-4 (https://www.sigmaaldrich.com)) com
0S peptideos sintéticos.

Inicialmente, as células de leveduras (1 x 10* células.mL!) foram incubadas
em 200 uL de caldo Sabouraud contendo a concentracdo do ICso do FLC, com
diferentes concentracdes dos peptideos sintéticos. A atividade combinatéria foi
deduzida na comparacdo das densidades épticas de cada controle e no teste de
combinacéo de drogas. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96
pocos), incubadas a 30 °C por um periodo de 24 h (Taveira et al., 2014). Neste
experimento foi analisado o efeito combinatério colocando-se as duas moléculas
(peptideo sintético e FLC) em trés diferentes momentos do ensaio, a saber:

1) Os peptideos sintéticos e o FLC foram adicionados, ambos, no meio de

cultura no inicio do ensaio (tempo 0Oh).
2) Os peptideos sintéticos foram adicionados no meio de cultura no inicio do
ensaio (tempo Oh) e FLC adicionados 14h apés o crescimento das células
de C. albicans (Figura 3).

3) O teste inverso, iniciando o ensaio adicionando o FLC no tempo Oh e 14h
depois adicionando os peptideos sintéticos apds o crescimento das células
de C. albicans (Figura 3).

Apés o tempo de incubacdo total de 24 h, o crescimento celular foi
determinado pela densidade 6ptica, através de um leitor de microplacas (EZ Read
400, Biochrom), num comprimento de onda de 620 nm. Todo o ensaio foi realizado
em triplicata e sob condicbes de assepsia, em capela de fluxo laminar, segundo

metodologia adaptada de Broekaert et al., 1990. A Determinagdo da concentragao
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do fluconazol para obtencéo de 50% de inibicdo do crescimento de C. albicans foi
determinada seguindo a padronizacao segundo Taveira et al., 2016. Controles foram

também realizados avaliando o crescimento da levedura na auséncia das moléculas.

14 h de ensaio

Ensaio antifingico| me—— ——> ( Adicao do FLC

Adicao do AMP
sintético

14 h de ensaio
Adicao do FLC Adicao doAMP

ﬁ ﬁ T
sintético

Figura 5: Desenho esquematico do ensaio antifingico adicionando os peptideos sintéticos e
a droga FLC em tempos diferentes.

4.5 Efeito dos peptideos sintéticos isolados e em combinac&do com fluconazol

sobre a permeabilizacdo de membranas de C. albicans

A permeabilizacdo da membrana das células tratadas e né&o tratadas
(controle) com AMPs sintéticos sozinhos e em combinacdo com FLC, nos dois
diferentes momentos de incubacdo, foi avaliada através da utilizacdo da sonda
fluorescente SYTOX Green (Invitrogen) segundo metodologia descrita por Thevissen
et al. (1999). Essa sonda tem alta afinidade por &cidos nucleicos porem ela ndo é
capaz de ultrapassar membranas biolégicas intactas, portanto ela sé ultrapassa se
esta estiver comprometida. Buscando analisar a capacidade de permeabilizacdo de
membrana, apds o ensaio de inibicdo do crescimento, uma aliquota das células da
levedura C. albicans foi incubada ao abrigo da luz sob agitagédo constante de 500
rpm, por 15 min, com o corante fluorescente SYTOX Green a uma concentragao
final de 0,2 uM, de acordo com instrugdes fornecidas pelo fabricante.

ApoOs este periodo, estas células foram transferidas para laminas, cobertas
com laminulas e analisadas por microscopia de contraste diferencial (DIC) e por
microscopia de fluorescéncia utilizando uma camera Axio Cam MRc5 (Zeiss), onde

as imagens foram analisadas no software Axiovision versédo 4.0. As fluorescéncias
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foram realizadas utilizando um conjunto de filtros fluorescentes para deteccédo de
fluoresceina, com excitagdo no comprimento de onda entre 450 nm — 490 nm e

emissdo de 500 nm, acoplados ao microscopio.

4.6 Efeito dos peptideos sintéticos isolados e em combinacédo com fluconazol
sobre a inducado da producdo enddgena de espécies reativas de oxigénio
(ROS) em C. albicans

A inducao da producédo enddgena de ROS em células de C. albicans tratadas
e nao tratadas com AMPs sintéticos e em combinacdo com FLC, nos dois diferentes
momentos de incubacgédo, foi avaliada através da utilizagdo da sonda fluorescente
2,7 diclorofluoresceina diacetato (H.DCFDA) (Calbiochem) segundo metodologia
descrita por Mello et al. (2011). Essa sonda tem alta afinidade com espécies reativas
de oxigénio, ja se sabe que todo organismo vivo produz de forma basal espécies
reativas de oxigénio, entdo se essa producéo estiver sendo de forma exacerbada, a
sonda detectar4. Ap6s o ensaio de inibicdo do crescimento, aliquotas das células
foram incubadas sob constante agitacdo por 2 h com o corante fluorescente
H2DCFDA a uma concentracao final de 20 uM, de acordo com instrucdes fornecidas
pelo fabricante.

ApGs este periodo, estas células foram transferidas para laminas, cobertas
com laminulas e analisadas por microscopia de contraste diferencial (DIC) e por
microscopia de fluorescéncia utilizando uma camera Axio Cam MRc5 (Zeiss), onde
as imagens foram analisadas no software Axiovision versdo 4.0. As fluorescéncias
foram realizadas utilizando um conjunto de filtros fluorescentes para deteccdo de
fluoresceina, com excitagdo no comprimento de onda entre 450 nm — 490 nm e

emissdo de 500 nm, acoplados ao microscopio.
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5 RESULTADOS

5.1 Determinacdo da concentracdo do fluconazol para obtencdo de 50% de

inibicéo do crescimento de C. albicans

Foram realizados ensaios de inibicdo do crescimento da levedura C. albicans
utilizando 0,5 pg/mL e 1 pg/mL de FLC para determinar seu ICso. O ensaio para
determinacao dos valores foram baseados em Taveira et al. (2016).

A figura 6 mostra o grafico de inibicdo de crescimento com as duas
concentracdes de FLC e a porcentagem de inibi¢cdo, estdo indicadas no grafico. Na
concentracdo de 1,0 pg/mL, o FLC inibiu 80% do crescimento da levedura C.
albicans. A concentracdo de FLC necesséaria para causar aproximadamente 50% de
inibicdo foi de 0,5 pg/mL. Essa concentragdo foi entéo utilizada como o I1Cso do FLC

para 0s outros ensaios.

Candida albicans

0.5 pg/ml = H* 54%
1 ug/ml-.*SO%
DMSO- H 2%
| | | |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Absorbancia 620 nm

Figura 6: Crescimento das células da levedura C. albicans na presenca de FLC nas
concentracdes de 0,5 pg/mL e 1 pg/mL por um periodo de 24 h. A partir destes dados de
inibicdo do crescimento em funcdo da concentracdo usada, foi determinada a ICso para a
levedura. A droga FLC é diluida no DMSO que é um reagente citotoxico, logo um controle
apenas com a concentracdo de DMSO que foi usada para diluir o FLC, foi também colocado
na curva do ensaio. Um asterisco significa que teve diferenga significativa com o controle.
Todos os experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de variacdo foram inferiores a
20%) P< 0,05.
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5.2 Andlise da inibicdo do crescimento de C. albicans pelos peptideos

sintéticos na presenca e auséncia da droga fluconazol

A atividade antimicrobiana dos peptideos sintéticos foi testada sobre a
levedura C. albicans, utilizando a concentracdo de 18,35 pM dos peptideos ysi-
45sPvD1, y33-41PvD1 (ndo modificados), ysi1-4sPvD1™ e ys3-41PvD1™ (modificados). A
concentracéao utilizada foi baseada nos resultados de Mello et al. (2019).

Na figura 7 podemos observar o grafico de atividade antifungica dos
peptideos ndo modificados y31-45sPvD1 e y33-41PvD1, na presenca e auséncia do FLC.
O peptideo maior y31-4sPvD1 inibiu em 16% o crescimento da levedura C. albicans e
0 peptideo menor ys3-41PvD1 ndo inibiu o crescimento dessa levedura. O FLC, como
ja observado anteriormente inibiu aproximadamente 54% do crescimento de C.
albicans.

Ao combinarmos essa concentracao dos peptideos com a concentracdo da
ICso do FLC (0,5 pg/mL) verificamos que ndo ocorreu inibicdo do crescimento

celular.

Candida albicans

v31-45 PVDy + FLC+ H

v31.45PVD1 | *

Y33-41 PVDl + FLC_ |_|

CLy I —

FLC H+

Controlc—

I T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Absorbancia 620 nm

Figura 7: Crescimento das células da levedura C. albicans na presenca dos peptideos
sintéticos ndo modificados ysi4s PvD: e ys341PvD1 na concentragdo de 18,35 pM na
presenca e auséncia da droga FLC na concentracdo de 0,5 pug/mL, incubados por um
periodo de 24 h. Todos os experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de variacédo

foram inferiores a 20%) P< 0,05.
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Os resultados mostrados no grafico acima, foram organizados também em

forma de tabela (tabela 3) para uma melhor visualizacdo do percentual de inibicéo.

Tabela 3: Porcentagem de inibicAo dos peptideos sintéticos nao modificados e do FLC
sozinhos e em combinacao contra células de C. albicans in vitro.

Efeito da
Levedura Amostras combinacéo
(%)

FLC 0,0016 51
Y33-41PVD1 18,35 0

C. albicans Ya3.41 PVD; + FLC 18,35 0 0
YapsPVD, 18,35 16

Va1.45 PVD, + FLC 18,35 0 0

z

Na figura 8 é mostrado o resultado de inibicdo dos peptideos sintéticos
modificados. Podemos observar que peptideo maior modificado yzi1-4sPvD1** na
concentracéo de 18,35 uM foi capaz de inibir 39% das células de C. albicans quando
comparado com o controle e o peptideo menor modificado yssz-41PvD1** na mesma
concentracéo, foi capaz de inibir 29% do crescimento celular. Quando o peptideo
maior ys31-4sPvD1** foi combinado com a IC 50 do FLC, observamos uma inibicado de
57% enquanto o peptideo menor em combinacdo com FLC, inibiu 28% do

crescimento da levedura C. albicans.
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Candida albicans

va1.45 PVD;"" + FLC *

Ya14s PVD;" *
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FLC .
Controle
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0.0 0.2 0.4 0.6

Absorbancia 620 nm

Figura 8: Crescimento das células da levedura C. albicans na presenca dos peptideos
sintéticos modificados yziss PvD:™ e yssaiPvD:™ na concentragdo de 18,35 uM e em
combinagdo com FLC na concentracao de 0,5 pg/mL por um periodo de 24 h. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de variagédo foram inferiores a 20%) P<
0,05.

Os resultados mostrados no grafico acima, foram organizados também em

forma de tabela (tabela 4) para uma melhor visualizagéo do percentual de inibigao.

Tabela 4: Porcentagem de inibicdo dos peptideos sintéticos nao modificados e do FLC
sozinhos e em combinacgéo contra células de C. albicans in vitro.

Concentragio " Efeito da
evedirs AMOSEras Inibicao (%) combinag&o
uM
(%)
FLC 0,0016 52
Vag.41 PVDy 18,35 29
Y347 PVD ++ +
C. albicans FLC 18,35 28 0
Vap4s PVDy* 18,35 39
YSHSFPC/E e 18,35 57 0
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5.3 Andlise da inibicdo do crescimento de C. albicans pelos peptideos
sintéticos em combinacdo com fluconazol adicionados em tempos

diferentes

Os peptideos sintéticos ndo modificados, ys1-4sPvD1 e y3341PvD1, em
combinacdo com FLC foram testados contra C. albicans, adicionando cada
tratamento em tempos diferentes, a fim de avaliar se dessa forma existia uma
diferenga na atividade combinatéria dessas moléculas, visto ao serem incorporadas
ao meio de culturas ao mesmo tempo (tempo Oh) ndo foi observado atividade
combinatoria de inibicao.

Na figura 9 os peptideos sintéticos ndo modificados foram colocados no tempo
inicial do ensaio (tempo 0 h) e a droga FLC na concentracao ICso colocado do tempo
de 14 h (fase log) apos o inicio do ensaio. Nao observamos inibicdo no crescimento
da levedura C. albicans em nenhuma dessas condicfes testadas, sendo observado
0 mesmo resultado mostrado na Figura 7, quando as moléculas sdo adicionadas ao

mesmo tempo.

Candida albicans

v31-45PVDy +FLC *
v33-41PvD1 + FLCH —*
1 I | 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Absorbancia 620 nm

Figura 9: Crescimento da levedura C. albicans por um periodo de 24 h na presenca de
peptideos sintéticos ndo modificados na concentracdo de 18,35 uM e de FLC na
concentracao da ICsg, com 0s peptideos sintéticos colocados no tempo 0 h do ensaio e FLC
colocado ap6s 14 h do ensaio. Todos os experimentos foram feitos em triplicata
(coeficientes de variacdo foram inferiores a 20%) P<0,05.
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O grafico da atividade antifungica em células de C. albicans tratadas com
peptideos sintéticos ndo modificados ys1-4sPvD1 e yss-41PvD1 em combinacdo com
ICso0 do fluconazol, onde o FLC foi adicionado no tempo 0 h do ensaio e os peptideos
sintéticos no tempo de 14 h pode ser observado na figura 10. Observamos que ao
adicionar FLC no tempo 0 h e os peptideos sintéticos apos 14 h do inicio do ensaio,
também nao houve efeito combinatorio de inibicdo. Esses dados mostram que,
assim como nao foi possivel observar uma inibicdo quando os peptideos néo
modificados e o FLC foram colocados ao mesmo tempo (tempo 0Oh) (figura 7),
também ndo observamos inibicdo quando estes foram colocados em tempos

diferentes.

Candida albicans

FLC + Y31-45 PVD1

FLC + y33 4, PvD1 |+

T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Absorbancia 620 nm

Figura 10: Crescimento da levedura C. albicans em até 24 h na presenca de peptideos
sintéticos na concentracdo de 18,35 uM e de FLC na concentracdo da ICso, FLC colocado
no tempo 0 h do ensaio e com o0s peptideos sintéticos colocados apés 14 h do ensaio Todos
os experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de variacdo foram inferiores a 20%)
P<0,05

5.4 Anédlise de permeabilizagcdo de membranas de células de C. albicans

No momento de 24 h de ensaio de inibicdo de crescimento foi avaliada a
permeabilizacdo de membranas de células de C. albicans crescidas na auséncia

(controle) e na presenca dos peptideos sintéticos ndo modificados y31-4sPvD1 € ys3-
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41PvD1. Na figura 11 podemos observar que ndo houve marcacao significativa nas

células tratadas com esses peptideos na concentracdo de 18,35 uM.

C. albicans

Controle Y33.4.PvD, 18,35 Y31.45PvD, 18,35
M T1\Y]

DIC

FLUORESCENCIA

Figura 11: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans incubadas com
0 corante Sytox Green, apés tratamento somente com os peptideos sintéticos ysi1.4s PvD;1 e
ya3-41PvD1 na concentracéo de 18,35 pM. Barras 20 pm.

Na figura 12 observa-se a microscopia de fluorescéncia das células de C.
albicans tratadas com os peptideos sintéticos nao modificados combinados com a
ICs0 da droga FLC, ambos adicionados no tempo Oh e revelados ap6s incubacao
com Sytox Green. Nao observamos marcacéo das células pelo corante Sytox Green

em nenhuma das condi¢des testadas.
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C. albicans

Controle FLC V33.41PvD, 18,35 Y31.45PvD, 18,35
UM + FLC UM + FLC

FLUORESCENCIA

Figura 12: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com os
peptideos sintéticos ys1-4sPvD:1 € y33.41PvD: na concentracdo de 18,35 pM em combinacéo
com a ICsp da droga FLC e incubadas com o corante Sytox Green,. Barras 20 pum.

Na figura 13, podemos observar os resultados obtidos sobre a permeabilizacio
de membranas das células de C. albicans, apds o tratamento com os peptideos

sintéticos modificados y31-4sPvD1** € y33-41PvD1**
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C. albicans

Controle Vis.a; PvD;** 18,35 uM V31.45 PvD;*" 18,35 uM

DIC

FLUORESCENCIA

Figura 13: : Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com
0s peptideos sintéticos modificados ys1-4sPvD1** € y33.41PvD1** na concentracéo de 18,35 uM
incubadas com o corante Sytox Green, Barras 20 pm.

O ensaio realizado usando a combinagdo dos peptideos sintéticos
modificados com a ICso da droga FLC, e sua capacidade de permeabilizacdo de
membrana das células de C. albicans, ambos adicionados no tempo Oh, pode ser
observado na figura 14. Verificamos que as células de C. albicans tratadas tanto
com o peptideo maior, quanto com o peptideo menor modificado, em combinacgéo
com o FLC, mostraram-se marcadas pelo corante Sytox Green, indicando assim que
essas células sofreram permeabilizacdo de suas membranas. As células do controle
(sem nenhum tratamento) ndo foram marcadas. Além disso, observamos nas
imagens feitas em DIC uma grande diminuicdo do numero de células, sendo que
estas poucas células se apresentaram aglomeradas, quando comparadas as células

do controle negativo.
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C. albicans

Controle FLC Visas PVD,** 18,35 um+  Vay45 PvD;* 18,35 um+
FLC FLC

DIC
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Figura 14: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com os
peptideos sintéticos modificados y31.4sPvD1** € ys3.41PvD1** em combinag¢éo com FLC, ambos
adicionados no tempo Oh, e incubadas com o corante Sytox Green, Barras 20 um.

5.5 Andlise dainducdo enddgena de espécies reativas de oxigénio em células

de C. albicans

Na figura 15, observamos o resultado obtido sobre a inducdo da producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células de C. albicans tratadas com os
peptideos sintéticos ndo modificados ys1-4sPvD1 e y3341PvD1 na concentragdo de
18,35 uM. Apoés a incubacdo com a sonda especifica para ROS, nenhuma marcacao
de fluorescéncia significativa foi observada nas células tratadas com os peptideos

guando se comparada as células controle (crescidas na auséncia dos peptideos).
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C. albicans

Controle Y33.41PVD, V31.45PVD;
18,35um 18,35uM

DIC

FLUORESCENCIA

Figura 15: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com os
peptideos sintéticos ndo modificados ys1-4sPVD1 € y33.41PvD:1 na concentragédo de 18,35 pM e
incubadas com o corante 2',7’ diclorofluoresceina diacetato,. Barras 20 pm.

Na figura 16, podemos observar o resultado obtido sobre a indu¢cdo ROS em
células de C. albicans tratadas com peptideos sintéticos ndo modificados ys1-45sPvD1
e ys3-41PvD1 em combinagdo com a ICso da droga FLC. Nenhuma fluorescéncia nas
células tratadas foi observada, porém percebemos algumas diferencas morfologicas
nas células tratadas com a combinacdo dos peptideos sintéticos ndo modificados

mais FLC, quando se comparada ao controle.
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C. albicans

Controle FLC V33.41PvD; + FLC V31.45PvD; + FLC

DIC

FLUORESCENCIA

Figura 16: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com os
peptideos sintéticos ndo modificados Yya1.4sPVD1 € y33.41PvD1 na concentracdo de 18,35 pM

em combinacao ICsy da droga FLC, ambos adicionados no tempo Oh, e incubadas com o
corante 2,7’ diclorofluoresceina diacetato, Barras 20 um.

Os resultados obtidos sobre a inducdo da producdo enddgena de ROS em
células de C. albicans tratadas com o peptideo sintético modificado yzz-41PvD1**
podem ser observados na figura 17. ApoOs incubacdo com o corante fluorescente
para ROS, observamos as células tratadas com o peptideo sintético ysz-41PvD1** na
concentracdo de 18,35 puM apresentaram marcacdes fluorescentes significativas

guando comparadas ao controle.
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C. albicans

Controle Y33.4; PvD;** 18,35 pM

DIC

FLUORESCENCIA

Figura 17: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com o
peptideo sintético modificado yss.41 PvD1** na concentragdo de 18,35 pM incubadas com o
corante 2',7’ diclorofluoresceina diacetato,. Barras 20 yum.

Na figura 18, podemos observar o resultado da inducdo enddgena de ROS
em células de C. albicans tratadas com o peptideo sintético modificado yss-41 PvD1**
na concentragdo de 18,35 pM em combinacdo com a ICso da droga FLC. Apoés a
incubagé@o com o corante fluorescente especifico para ROS, nenhuma fluorescéncia
significativa foi observada no tratamento utilizado quando se comparado ao controle.
Assim como ja observamos anteriormente, nessas mesmas condigcbes em DIC,
ocorre uma diminuicdo do numero de células de C. albicans quando tratadas com a

combinacao do peptideo com o FLC, se comparado as células controle.
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C. albicans

Controle FLC Y33.41 PVD1++ 18,35 um+
FLC

DIC
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Figura 18: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com o
peptideo sintético modificado yss.«1PvD:1** na concentragédo de 18,35 pM em combinacdo
com o ICso da droga FLC e incubadas com o corante 2',7’ diclorofluoresceina diacetato,
Barras 20 pm.

5.6 Efeito dos peptideos sintéticos sobre a permeabilizacdo de membranas

de C. albicans combinadas com ICso da droga fluconazol

No intuito de verificar o efeito de combinacdo dos peptideos sintéticos nao
modificados com a droga FLC e verificar se a presenca de cada substancia interferia
na atividade de outra, foi realizado o ensaio antifiangico colocando essas substancia
em tempos diferentes. O resultado obtido nesse ensaio e apds incubagdo com
corante especifico para permeabilizacdo de membranas pode ser observado na
figura 19, onde podemos verificar que ndo houve marcacgéo fluorescente nas células

de C. albicans em nenhuma das condi¢cdes testadas.
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Figura 19: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com os
peptideos sintéticos ndo modificados ys341PvD: € ys1.4sPvD1 ambos na concentracdo de
18,35 pM em combinacdo com a ICso da droga FLC (0,5 pg/mL) e incubadas com o corante
Sytox Green (Onde esta escrito sintético 0 h quer dizer que o peptideo foi colocado no
tempo de 0 h e o FLC foi colocado no tempo de 14 h (fase LOG), e onde esta escrito que o
sintético foi colocado no tempo de 14 h, quer dizer que a droga foi colocada no tempo inicial
de 0 h). Barras 20 pm.

5.7 Andlise da producado de espécies reativas de oxigénio em células de C.
albicans tratadas com peptideos sintéticos e combinadas com ICso da

droga fluconazol

Na figura 20 temos os resultados obtidos do ensaio com os peptideos sintéticos
y33-41PvD1 e ys145PvD1 combinados com FLC em tempos diferentes. Apesar de
observarmos algumas marcagbes em alguns tratamentos, essas néo séo
significativas. Entretanto verificamos que para o peptideo sintético yss41 PvDi1, a
producdo de enddégena de ROS é maior quando este é colocado no tempo de 14h e
a droga FLC adicionada no inicio do ensaio (tempo Oh). Podemos sugerir assim que

a adi¢ao da droga FLC antes do peptideo sintético yss-41 PvD1 facilitou o peptideo
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agir de forma que as células de C. albicans aumentassem sua producédo enddgena
de ROS.

Ja no resultado obtido para o peptideo yszi14s PvD1 podemos observar algo
diferente, pois a maior producdo endoégena de ROS foi verificada quando o peptideo
foi adicionado no inicio do ensaio (tempo Oh) e a droga FLC colocada no tempo de
14h (fase LOG). Logo o que também pode ter acontecido € que o peptideo sintético
ys1-45 PvD1 adicionado antes da droga FLC facilitou sua atividade de acédo, fazendo
com que ocasionasse um aumento da producdo endogena de ROS. De qualquer
forma, independente do tempo, parece que neste caso a um inicio do aumento de
estresse oxidativo ao incluir as substancias em tempos diferentes. Porém novos

experimentos, em especial com os modificados s&o necessarios.

C. albicans
Y33.4:1PVD; + FLC Y31.45PVD; + FLC

Sintético 0 horas Sintético 14 horas Sintético 0 horas Sintético 14 horas
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Figura 20: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans tratadas com o
peptideo sintético ndo modificados ys341PvD1 e ys1.4sPvD1 ambos na concentragéo de 18,35
MM em combinacdo com a ICso da droga FLC (0,5 pg/mL) e incubadas com o corante 2°,7’
diclorofluoresceina diacetato (Onde esté escrito sintético O h quer dizer que o peptideo foi
colocado no tempo de 0 h e o FLC foi colocado no tempo de 14 h (fase LOG), e onde esta
escrito que o sintético foi colocado no tempo de 14 h, quer dizer que a droga foi colocada no
tempo inicial de 0 h). Barras 20 um
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6 DISCUSSAO

A historia da descoberta dos peptideos antimicrobianos de plantas (AMPs) é
extremamente repleta de diversidades, essas moléculas sdo encontradas em
diversos organismos vivos, desde animais, fungos e em especial em plantas
(Zasloff, 2019). Peptideos antimicrobianos de plantas sdo moléculas que essas
usam para se proteger de situacdes adversas no decorrer da sua vida (Meneguetti,
et al., 2017). Entre as familias de AMPs, as defensinas de plantas fazem parte das
familias mais bem descrita e caracterizada, junto com essa familia, também temos
as familias das tioninas, das proteinas transportadoras de lipideos (LTPsS) entre

outras.

As defensinas vegetais sdo peptideos identificados em diferentes tecidos e
orgdos das plantas, e varios estudos demonstraram o0 importante papel que
desempenharam no sistema imunolégico inato de plantas (Cools et al., 2017). A
participacdo de defensinas vegetais nas respostas de defesa € apoiada por relatos
de sua forte atividade antimicrobiana in vitro, ndo apenas contra fungos patogénicos

de plantas, mas também contra humanos (Jarczak et al., 2013).

Nosso trabalho se iniciou quando Mello e colaboradores (2019) desenharam
quatro peptideos a partir da sequéncia de aminoacidos da defensina PvDi. A regido
sintetizada foi a regido conhecida como y-core, que para a familia das defensinas de
plantas muitos autores acreditam ser a regido que confere sua vasta atividade
biolégica (Sagaram et al., 2011, Samblanx et al., 2014,). As diferencas entre o0s
peptideos sintetizados e utilizados neste trabalho s&o principalmente a carga liquida
positiva e o tamanho, e esses foram denominados de y31-45sPvD1, Yy31-4sPvD1**, yss-
41PvD1 e ys341PvD1**, como pode ser observado suas caracteristicas na figura 4
desse documento. E importante salientar que no trabalho de Mello et al., 2019, em
especial os peptideos ndo modificados ysi-4sPvDi1 e ys3-41PvDi1, na concentragdo
usada neste trabalho de 18.35 pM, nao era abeis de inibir o crescimento da levedura
Candida albicans. A partir desta informacéo surgiu a hipétese deste trabalho. Sera
gue combinados com a droga flucanazol, estes peptideos seriam capazes de inibir e

atuar em combinacgao com o flucanazol?

Uma das etapas importantes deste trabalho foi calcular o valor do ICso da droga

FLC, pois obter uma concentracdo que inibe 50% de um microrganismo e combinar
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isso com baixas concentracdes do peptideo sintetizado a partir de uma molécula
natural. Esta proposta € um grande passo para o desenvolvimento de novas drogas.
Na figura 6 podemos acompanhar a curva de crescimento de células de C. albicans
na busca de ICso da droga FLC, onde essa concentracdo desejada foi na condigao

de 0,5 pg/mL em um volume final de 200 pL do ensaio com a célula de C. albicans.

Com a descoberta da ICso da droga FLC, partimos entdo para a combinacgéo
dessa droga com os peptideos sintéticos. Na figura 7 observamos inicialmente a
atividade dos AMPs sintéticos ndo modificados isolados e em combinacdo com FLC.
Como podemos ver os AMPs sintéticos ndo modificados yszi1-4sPvD1 e y33-41PvD1
(figura 7) ndo foram capazes de inibir de forma significativa o crescimento das
células de C. albicans. Para os AMPs modificados y31-4sPvD1** e y33.41PvD1** na
figura 8, por ndo terem sua carga liquida positiva aumentada pela troca de alguns
residuos de aminoéacidos (Mello et al., 2019), podemos observar que tanto yss-
41PvD1** e ys145 PvD1** isolados e em combinacdo com FLC observou-se alguma
atividade. No ensaio dos AMPs modificados foi observado que peptideo sintético yas-
4PvD1™ na concentracdo de 18,35 uM inibiu 29%, o crescimento celular, e quando
combinado com FLC inibiu 28%, jA o peptideo y31-45sPvD1** inibiu 39% e em
combinagédo com FLC inibiu 57%. Podemos sugerir aqui que o tamanho da molécula

e a carga podem influenciar de forma significativa na sua atividade antifingica.

Um trabalho pioneiro foi o de Sagaran et al., 2001, que estudando as regides
do y-core das defensinas de Medicago sativa, MsDefl e MtDef4, mostraram que
estas diferiram na sua sequéncia de aminoacidos primaria. A sequéncia de nucleo
do y-core da de MtDef4 (GRCRGFRRRC) contém cinco aminoacidos bésicos e
nenhum aminoacido acido. Em comparag¢do, a sequéncia de nucleo y-core de
MsDefl (GRCRDDFRC) tinha um aminoacido a menos e continha dois amino&cidos
basicos e dois acidos. Ambos compartilharam, no entanto, um residuo hidrofébico de
Phe. O resultado mais importante era que 0 y-core com cargas mais positivas
apresentavam maior atividade antifungica, bem como a substituicdo do motivo do y-
core de MsDefl pelo de MtDef4, aumentou a atividade antifungica de MsDefl mais
de 2 vezes. Outros trabalhos envolvendo a alteracdo de cargas corroboram com
estes resultados. No trabalho de Oliveira et al., 2019 eles trabalharam com AMPs
sintéticos inspirados em um peptideo isolado de sementes de Moringa oleifera

(acacia- branca), foi sintetizado 3 peptideos denominados Mo-CBP3- Pepl, Mo-
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CBP3- Pepll e Mo-CBP3- Peplll. Nos ensaios contra leveduras do género Candida, o
AMP sintético menor com carga positiva foi o que melhor teve melhor atividade (Mo-
CBP3- Peplll), inibindo significativamente o crescimento das cepas utilizadas. Outro
trabalho inspirado na albumina 2S de sementes de Ricinus communis, Dias e
colaboradores em 2019 sintetizaram o AMP denominado RcAlb-Pepll, o qual era

capaz de inibir o crescimento de células de C. parapsilosis.

Para entender melhor todas essas diferencas nas atividades dos AMPs
sintéticos utilizados em combinag¢éo com o ICso da droga FLC, precisamos entender
0 mecanismo de acdo desta. Sabemos que o FLC atua na sintese de ergosterol
presentes nas membranas de microrganismos, impedindo a sintese do ergosterol
sadio e colocando no lugar um ergosterol toxico, causando danos na membrana
plasmética desses microrganismos (Teodoro et al., 2020). No trabalho desenvolvido
por Avramovska e Hickman 2019, estes discutem um pouco a resisténcia de
leveduras do género Candida a algumas drogas antifingicas e entre elas os azais.
Nessa pesquisa eles chegaram a conclusdo de que modificacdes clinicas e
evolutivas sobre como patdgenos fungicos adquirem mutacbes em resposta ao
estresse com drogas antifingicas entre elas e como essas muta¢des podem facilitar

0 surgimento de resisténcia a drogas, principalmente ao FLC.

Seguindo os experimentos, decidimos utilizar a combinacdo dos AMPs
sintéticos e a droga FLC, colocando eles ao mesmo tempo e em tempos distintos do
ensaio de inibicdo de crescimento de C.albicans. Nos experimentos onde usamos
tempos distintos de incorporacdo das moléculas no meio de cultura, foi utilizado o
tempo inicial de 0 h e o tempo de 14 h que corresponde a um tempo dentro da fase
logaritmica (LOG) do crescimento de C. albicans. Com este modelo de ensaio,
teremos a chance de observar se alguma das substancias utilizadas interfere na
atividade da outra, ou ainda, aumenta sua atividade de inibi¢do, visto a célula do

microrganismo ter sida submetida anteriormente a um dos tratamentos.

Na figura 9 e 10 podemos ver o resultado deste ensaio, onde foi feito apenas a
combinagdo dos AMPs ndo modificados com FLC colocados em tempos diferentes
como descrito da legenda de cada gréfico. Percebemos que nenhuma das
condicdes propostas foi capaz de atuar de forma combinatdria para a inibicdo do

crescimento de C. albicans, nao inibindo o crescimento das células de C. albicans.
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Este resultado, no primeiro momento nao foi surpresa, pelo fato dos peptideos
ndo modificados ndo apresentarem atividade, visto ter sido observado esta nao
atividade quando testados isolados. Poréem aqui ndo foi observado nem a atividade
prevista do ICso da droga flucanazol. Isto nos sugere que além da ndo atividade
destes peptideos ndo modificados, estes também estariam influenciando na
atividade do flucanazol, de forma antagonista. Porém outros ensaios serao
necessarios para esta confirmacao. Infelizmente, devido a pandemia, os ensaios em
combinacdo com os peptideos mais ativos, ou seja, com os peptideos modificados,
estes ainda ndo puderam ser finalizados. Provavelmente com uso de peptideos mais

ativos, poderemos ou néo ter resultado diferentes.

Além disso, quando se trata de combinacdo de drogas para tratamento de
determinada doenca, véarios fatores devem ser observados principalmente o
mecanismo de acdo das moléculas. No trabalho de Krol et al., 2018, eles testaram
diversas drogas antifungicas combinadas com analgésicos em células de leveduras
do género Candida, utilizando sempre a concentragdo inibitéria minima (MIC)
dessas drogas. Eles mostraram que uma cepa de C. albicans resistente a diversos
azobis demonstrou sinergismo com ibuprofeno. O posaconazol também demonstrou
sinergismo com o ibuprofeno com outras duas estirpes, de C. albicans e com C.
glabrata, ambos resistentes ao azol. Porém combinacdo de FLC e ibuprofeno
resultaram em antagonismo, em experimentos com C. tropicalis. Este antagonismo
também foi observado na interacdo de metamizol e FLC, quando estes foram
usados em combinacdo em C. krusei (Krol et al., 2018). Como mencionado,
sugerimos que o0 que pode esta acontecendo com nOSSOS ensaios, 0S quais nao
demostraram inibicdo da atividade na combinacdo com o FLC é que talvez os
peptideos sintéticos, no caso os nao modificados, possam estar bloqueando o sitio
de acado da atividade do FLC. Nos AMPs modificados, apenas no yss41 PvD1** em
combinacdo com a droga, ocorreu um efeito combinatério, aumentando assim a

eficacia da inibicdo do crescimento de C. albicans.

Alguns mecanismos de acdo propostos pelos pesquisadores, os quais foram
inicialmente descritos para membrana de bactérias, mas tem funcionado bem para
células fungicas. Em trabalho um recente, Zang et al., 2019 descreve um pouco
esses mecanismos acdo e ainda sugere alguns alvos intracelulares dos AMPs.

Neste trabalho os AMPs aparecem causando perturbacdo nas membranas
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plasmaticas e desencadeando uma cascata de eventos. Entre esses eventos temos
a inibicdo de macromoléculas, bloqueio de biossintese de processos dependentes
de ATP e a interferéncia da homeostase celular, tudo isso acoplado a um aumento
do estresse oxidativo (Zang et al., 2019).

O primeiro mecanismo de acao a ser avaliado nesse trabalho foi a capacidade
dos peptideos e destes em combinagcdo com o FLC de causar permeabilizacdo de
membranas de C. albicans. O corante utilizado foi o corante fluorescente Sytox
green, que possui alta afinidade com &cidos nucleicos, porém ndo tem a capacidade
de penetrar a membrana biol6égica dos microrganismos, a ndo ser que esta esteja
comprometida. Na figura 11 podemos observar as imagens do ensaio de
permeabilizacdo de membranas, no teste realizado apenas com os AMPs nao
modificados y31-4sPvD1 e ys3.41PvD1, onde percebemos que os AMPs testados nao
foram capazes de causar permeabilizacdo nas membranas de C. albicans e o
mesmo é observado na figura 12, onde os mesmos AMPs foram combinados com
FLC.

Estes mesmos ensaios foram submetidos a uma analise com o corante
fluorescente para ROS, logo na figura 15 podemos observar no teste realizado
apenas com os AMPs nao modificados ysi1-4sPvD1 e ys33-41PvD1 e na figura 16
observamos o resultado obtido com esses mesmos AMPs em combinagéo com FLC,
e mais uma vez nao foi possivel verificar o aumento da producdo enddégena de ROS
nessas condicdes. Este fato sugere que nestas concentracdes usadas, 0s peptideos
nao modificados, sejam testados isolados ou em combinacdo com FLC néao
apresentam causa de permeabilidade de membrana ou aumento do estresse
oxidativo. Fato esse que é corroborado pela falta de atividade no crescimento dessa

levedura, descrita anteriormente.

Porém alguns trabalhos relatam a atividade de peptideos antimicrobianos e
drogas comerciais interferindo nesses mecanismos de acéo. Taveira et al.,, 2016
mostraram que a combinacdo de uma tionina (CaThi) isolada de fruto de Capsicum
annum, em combinacdo com FLC teve um desempenho sinérgico com o FLC,
inibindo todas as leveduras testadas, causando 100% de inibicdo em C. parapsilosis,
bem como um efeito de permeabilidade da membrana plasmética em todas as

leveduras levando a um aumento do estresse oxidativo. O que mostra que o
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mecanismo de acdo de um peptideo vai além de permeabilizacdo de membranas e
aumento da producdo endogena de ROS, e que podem existir diferentes tipos de
ordem no processo de cascata sinalizacdo para a inibicdo de crescimento de
microrganismos (Shwaiki et al., 2019). Os AMPs modificados também foram
submetidos a esses ensaios na busca do mecanismo de acdo. Na figura 13 € o
resultado apenas utilizando os AMPs modificados y3145sPvD1** e ysz41PvD1*,
percebemos que n&o houve permeabilizacdo de membrana significativas, assim
também observamos na figura 14 onde os AMPs sintéticos foram combinados com o
FLC ndo pode ser visualizada também aumento significativo da permeabilidade.
Porém ressaltamos que neste caso (Figura 14) em combinacdo com FLC os
peptideos modificados reduziram o nimero de células, e aparentemente sugere-se
que possa estar havendo um inicio de morte celular. Este modelo sera testado
novamente no futuro, agora com concentracdes maiores e somente do peptideo

modificado.

Iniciamos em seguida 0s ensaios para avaliacdo do efeito para producao
endégena de ROS com os AMPs modificados e ndo modificados. Os resultados
apresentados para os modificados testados isolados e em combinacdo foram os
mesmos obtidos para permeabilidade de membranas, ou seja, henhum resultado
significativo (Figura 15 e 16). Na figura 17 observamos que os AMPs modificados
y31-4sPvD1** e ys3.41PvD1** ndo foram também ndo capazes de aumentar de forma
significativa o aumento enddgeno da producdo de ROS. E o mesmo foi observado
guando verificamos a combinacdo dos AMPs com a droga FLC (figura 18). Porém
aqui também observamos uma diminuicdo do numero de células, sugerindo mais
uma vez que os peptideos modificados, caso testados em maiores concentracdes,
poderdo ser um bom modelo para estudo em combinagdo com drogas. Novos testes
Sa0 necessarios, visto que todos os organismos vivos produzem quantidade de ROS
em niveis basais, controlando assim varios mecanismos internos celulares, por esse
motivo € normal observarmos alguma fluorescéncia, e muito cuidado deve ser
tomado para avaliar o aumento e a verdadeira marcacao para ROS (Gutierrez et al.,

2010, Araujo et al., 2019).

Existem evidéncias consistentes que mecanismos adicionais, como aumento
de ROS, causam a morte celular e que apenas a permeabilidade da membrana pode

nao ser suficiente para causar a morte do patdogeno. Desta forma a analise de mais
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de um mecanismo € essencial, como também, por exemplo, atravessar a membrana
obterem acesso a alvos intracelulares (Scocchi et al., 2016). Uma vez no citoplasma,
0s peptideos geralmente se concentram e liberam muitos processos diferentes,
como alteracdo de vias metabdlicas, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo de
DNA e RNA levando a inibicdo dos processos que envolvem esses acidos nucleicos,
especialmente replicacdo, transcricAo e traducdo processos essenciais para o
crescimento e multiplicagdo celular. Inibicdo da atividade enzimatica interferindo
principalmente na sintese da parede celular. Outra caracteristica importante € a
acdo de peptideos antimicrobianos em organelas como, por exemplo, as

mitocondrias (Bechinger e Gorr, 2017; Castillo et al., 2018).

Muito ainda tem que se estudar sobre os efeitos desses AMPs sintéticos em
combinagdo com drogas comerciais. E importante ressaltar que ainda muito pouco
se sabe sobre o potencial desses peptideos sintéticos e sua combinacdo com
drogas. Como também mostrado no trabalho publicado por Wongkaewkhiaw et al.,
2019, estes ratificaram o grande potencial de atividade de quatro peptideos
antimicrobianos sintéticos em combinacdo com ceftazidima (CAZ), aqui, contra a
bactéria Burkholderia pseudomallei. Em especial o D-LL-31 exibiu a atividade de
morte mais forte de maneira dose dependente. Os valores de ICso para D-LL-31
variaram de 1 a 6 mM. Além disso, 0 D-LL-31 combinado com o CAZ diminuiu
sinergicamente os valores de ICso do peptideo e do antibiético e causou também a

interrupcdo da formacéao de biofilmes de B. pseudomallei.

Este trabalho, aqui apresentado, € o inicio para respostas de muitas perguntas
abertas sobre combinacao de drogas e sua atividade contra patdgenos, em especial
bactérias e fungos. Acreditamos que este trabalho é apenas o inicio de um modelo e
que com a continuidade do trabalho e dedicacdo muitas das perguntas ainda

poderdo ser respondidas.
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7 CONCLUSOES

- Os peptideos sintéticos ndo modificados y31-4sPvD1 eyss-41 PvD1 ndo foram
capazes de inibir significamente o crescimento de células de C. albicans, ja os
peptideos sintéticos modificados ysz-41 PvD1** e y31-45s PvD1** foram capazes de inibir

29% e 39%, respectivamente;

- Quando combinados com a concentracdo do ICso do FLC, o peptideo
modificado ys1-4sPvD1** foi 0 mais eficiente na inibicdo de C. albicans, inibindo cerca
de 57%;

- Os peptideos sintéticos ndo modificados, ys14sPvD1  eysz41  PvDa,
independente do tempo de incorporacdo ao meio de cultura (0O e 14 h), ndo foram

capazes de inibir de forma significativa o crescimento de células de C. albicans.

- Nenhum dos peptideos, modificados ou ndo modificados, testados isolados
ou em combinacdo com FLC, foram capazes de causar permeabilizacdo das

membranas de forma significativa;

- Os peptideos, testados isolados ou em combinacdo com FLC ndo foram
capazes de causar aumento da producdo endogena de ROS, com excec¢do do
peptideo modificado yss-41 PvD1**; 0 qual sugere um inicio de estresse oxidativo na

concentracao utilizada.

- Quando testados em tempos diferentes, ndo houve inibicdo das células de C.
albicans, permeabilidade de membrana ou aumento do estresse oxidativo quando os
peptideos ndo modificados y3i1-4sPvD1 e ys3-41PvD1 foram adicionados no tempo de 0

h de ensaio e a droga FLC no tempo de 14 h e vice-versa;

- Os peptideos modificados, em especial 0 ysi45 PvD1™ parece ser o mais
promissor para os testes em combinagdo com drogas. Este modelo sera priorizado

em estudos futuros.
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