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RESUMO 

 

A capacidade adaptativa dos microrganismos levou ao desenvolvimento de diferentes 

mecanismos de resistência que permitiram sua sobrevivência. A resistência antimicrobiana é 

uma preocupação global e uma ameaça à saúde pública, promove prejuízos socioeconômicos e 

resulta em altas taxas de mortalidade. Assim, torna-se evidente a necessidade da bioprospecção 

de compostos com atividade antimicrobiana. Os inibidores de peptidases (IPs) são 

polipeptídeos ou proteínas responsáveis pela defesa das plantas, e possuem aplicabilidade 

biotecnológica, como é o exemplo o inibidor de tripsina das sementes de Poincianella 

pyramidallis (PpyTI). Apesar de sua comprovada atividade inseticida, não existem relatos 

disponíveis na literatura sobre seu potencial antimicrobiano e antibiofilme. Portanto, este 

trabalho possuiu como objetivo determinar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do PpyTI. 

O PpyTI foi isolado por técnicas cromatográficas, seguido de eletroforese de proteínas em gel 

de poliacrilamida (SDS-PAGE). A concentração inibitória, bactericida e fungicida mínima 

(CIM, CBM e CFM, respectivamente) foram determinadas para bactérias Gram-positivas, 

Gram-negativas e leveduras. Sorbitol, ergosterol e a sonda fluorescente Sytox™ Green foram 

utilizados para investigar possíveis mecanismos de ação do inibidor. O PpyTI não apresentou 

atividade frente bactérias Gram-positivas e negativas, porém apresentou importante atividade 

fungicida, com a CIM e CFM para C. tropicalis de 3,28 µM, enquanto para C. albicans 

apresentou CIM e CFMde 6,56 µM. Em associação com o fluconazol, o inibidor apresentou 

efeito sinérgico, reduzindo a CIM de ambos os compostos contra C. albicans. A adição do 

ergosterol resultou no aumento da CIM de ambas as cepas, sugerindo que o mecanismo de ação 

PpyTI envolve a alteração da integridade da membrana plasmática fúngica, sendo este resultado 

corroborado por meio do corante de ácidos nucléicos Sytox™ Green. Adicionalmente, o PpyTI 

foi capaz de inibir a formação de biofilme por meio de danos à membrana celular das células 

constituintes do biofilme fúngico, reduzindo sua massa, sendo estes resultados superiores aos 

observados pelos antifúngicos anfotericina B e fluconazol. Os resultados apresentados neste 

estudo fornecem evidências que PpyTI possa ser utilizado no desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas para o tratamento de infecções fúngicas.  

 

Descritores: Inibidores de tripsina; resistência microbiana; biofilme; Candida albicans; 

Candida tropicalis. 



 
 

ABSTRACT 

 

Microorganisms have evolved various resistance mechanisms to survive, which has led to the 

rise of antimicrobial resistance. This global issue poses a significant threat to public health, 

resulting in economic damage and high mortality rates. Given this, there's a clear need to search 

for new compounds with antimicrobial properties. Peptidase inhibitors (PIs) are polypeptides 

or proteins that play a role in plant defense and have potential biotechnological applications, 

such as the trypsin inhibitor derived from Poincianella pyramidalis (PpyTI). Despite its proven 

insecticidal activity, there are no reports in the literature regarding its potential antimicrobial 

and antibiofilm properties. Therefore, this study aimed to determine the antimicrobial and 

antibiofilm activity of PpyTI. PpyTI was isolated using chromatographic techniques followed 

by SDS-PAGE for protein electrophoresis. The minimum inhibitory concentration (MIC), 

minimum bactericidal concentration (MBC), and minimum fungicidal concentration (MFC) 

were determined for Gram-positive and Gram-negative bacteria as well as yeasts. Sorbitol, 

ergosterol, and the fluorescent dye Sytox™ Green were used to investigate potential 

mechanisms of action of the inhibitor. PpyTI showed no activity against Gram-positive and 

Gram-negative bacteria but exhibited significant fungicidal activity, with MIC and MFC values 

of 3.28 µM for C. tropicalis and MIC and MFC values of 6.56 µM for C. albicans. When used 

in combination with fluconazole, the inhibitor displayed a synergistic effect, reducing the MIC 

of both compounds against C. albicans. The addition of ergosterol led to an increase in the MIC 

for both strains, suggesting that the mechanism of action of PpyTI involves altering the integrity 

of the fungal plasma membrane. These findings were supported by results from Sytox™ Green, 

a nucleic acid stain that cannot penetrate intact membranes. Additionally, PpyTI was able to 

inhibit biofilm formation by damaging the cell membrane of the fungal biofilm cells, reducing 

its mass. These results were superior to those observed with the antifungals amphotericin B and 

fluconazole. The data presented in this study provide evidence that PpyTI could be used in 

developing therapeutic strategies for treating fungal infections. 

 

Keywords: Trypsin inhibitors; drug resistance; biofilms Candida albicans; Candida tropicalis. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Há décadas os agentes antimicrobianos vêm sendo empregados de forma eficaz no 

tratamento de uma ampla gama de infecções (Brinkac et al., 2017). A descoberta e o 

desenvolvimento dos antibióticos na metade do último século revolucionaram a saúde, sendo 

nomeada como “era do antibiótico”, responsável por gerar uma gama de mudanças terapêuticas 

no combate as doenças infecciosas, permitindo o desenvolvimento da medicina (Asenjo; Oteo-

Iglesias; Alós, 2021; Huemer et al., 2020). Entretanto, a capacidade adaptativa dos 

microrganismos levou ao surgimento de diferentes mecanismos de defesa que permitiram sua 

sobrevivência frente aos agentes terapêuticos, o que ficou conhecido como resistência 

antimicrobiana (RAM) (Corrêa et al., 2022). A RAM é uma preocupação global de magnitude 

crescente e que ameaça a saúde pública, promovendo prejuízos socioeconômicos e altas taxas 

de mortalidade (Arzanlou; Chai; Venter, 2017; Asenjo; Oteo-Iglesias; Alós, 2021). 

No último relatório global de RAM e do sistema de vigilância de uso de antimicrobianos 

da Organização Mundial de Saúde (OMS), foram observados altos níveis (> 50%) de resistência 

a bactérias que frequentemente causam sepse em hospitais, como Klebsiella pneumoniae ou 

Acinetobacter spp. (OMS, 2022). Estima-se que as infecções causadas por bactérias resistentes 

sejam responsáveis por cerca de 700.000 mil óbitos ao ano em todo mundo, com estimativa de 

atingir 10 milhões de mortes em 2050 (Huemer et al., 2020). Adicionalmente, a OMS destacou 

6 bactérias que compõem o grupo ESKAPE, constituído por bactérias Gram-positivas e 

negativas que representam ameaça global pela sua capacidade de causar infecções nosocomiais 

e “escapar” da ação biocida de antibióticos convencionais, sendo elas Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa e Enterobacter spp. (Mulani et al., 2019). 

Os fungos representam outro grupo de patógenos que merece atenção. Eles têm o 

potencial de impactar significativamente tanto a saúde humana quanto a segurança alimentar, 

apesar de muitas vezes serem negligenciados no contexto dos microrganismos (Revie et al., 

2018). De modo geral, a maioria dos casos de infecções fúngicas são reconhecidas como 

infecções leves e afetam a pele, cabelo, unhas, olhos e as mucosas oral e vaginal. Entretanto, 

estima-se que estas infecções representem aproximadamente 135 milhões de casos, com 

elevadas taxas de mortalidade, sobretudo em pacientes imunocomprometidos, sendo 

responsáveis por mais de 1,6 milhões de mortes anualmente (Rokas, 2022). Leveduras do 

gênero Candida, com destaque para Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, 

Candida parapsilosis, Candida krusei e, em algumas regiões, Candida auris, estão associadas 
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ao desenvolvimento de candidemia – infecção sistêmica causada por espécies do gênero 

Candida (McCarty; White; Pappas, 2021) e são responsáveis por cerca de 90% das mortes 

decorrentes de infecções fúngicas (Lee et al., 2021).  

Além das infecções bacterianas e fúngicas, a presença de biofilmes – comunidades 

tridimensionais de microrganismos protegidos por uma matriz extracelular composta por 

macromoléculas – também representa um problema de saúde pública e está associada ao 

desenvolvimento de várias doenças como a fibrose cística, endocardite, osteomielite, sinusite, 

infecções do trato urinário e periodontite, além de apresentar uma maior resistência aos 

tratamentos antimicrobianos usuais, com até 1.000 vezes mais resistência que células 

planctônicas (Del Pozo, 2018; Rabin et al., 2015). Diante da problemática envolvendo infecções 

bacterianas e fúngicas, além da formação de biofilmes, torna-se evidente a necessidade da 

bioprospecção de compostos que atuem no controle e tratamento destas infecções (Bassetti et 

al., 2013; De Oliveira et al., 2020; Santajit; Indrawattana, 2016). 

Os compostos naturais derivados de plantas representam uma importante fonte de 

moléculas com potencial biotecnológico (Gutierrez-Gongora; Geddes-McAlister, 2021), como 

é o caso dos Inibidores de Peptidases (IPs). Os IPs atuam na defesa das plantas contra pragas e 

patógenos, regulando vários processos biológicos (Clemente et al., 2019; Kim et al., 2009). A 

expressão destas moléculas é influenciada por diversas condições, como o ataque de herbívoros 

e microrganismos, injúrias e condições de estresse ambiental (Alencar de Barros et al., 2021). 

Os IPs possuem importante aplicabilidade na biotecnologia e medicina (Srikanth; Chen, 2016) 

pelas suas propriedades inseticida (Dantzger et al., 2015; Guimarães et al., 2015), 

antimicrobiana e antifúngica (Karray et al., 2020; Macedo et al., 2016; Mohan; Kumari; Elyas, 

2018; Silva et al., 2017), antibiofilme (Alencar de Barros et al., 2021) e anticâncer (Magee et 

al., 2012; Srikanth; Chen, 2016). Também são empregados na síntese de peptídeos sintéticos, 

como o Adevonin, um peptídeo com atividade antimicrobiana bioinspirado no inibidor de 

tripsina da Adenanthera pavonina (Rodrigues et al., 2018) e dos peptídeos antimicrobianos 

IKR18,  KWI-19 e RQ18 (Almeida, C. V. et al., 2024; Almeida, L. H. de O. et al., 2024; 

Ramalho et al., 2022). 

Nosso grupo descreveu o processo de purificação de um inibidor de tripsina do tipo 

Kunitz, proveniente das sementes da Poincianella pyramidalis (Fabaceae, Caesalpinioideae) 

(Guimarães et al., 2015). A espécie P. pyramidalis é popularmente conhecida como catingueira 

e amplamente distribuída na região semiárida do Brasil. Suas cascas, folhas e flores são 

utilizadas na medicina popular para o tratamento de doenças como influenza, resfriados, 

diarreia, desinteria, infecções respiratórias e urinárias, além de inflamações de forma geral 
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(Chaves et al., 2016; Mendes et al., 2014). Além das aplicações etnofarmacológicas, Guimarães 

e colaboradores (2015) demonstraram a atividade inseticida do inibidor de tripsina PpyTI. Este 

inibidor foi eficaz contra larvas de Anagasta kuehniella, uma espécie de inseto-praga que se 

alimenta de uma variedade de produtos armazenados, como frutas, grãos, farinhas e castanhas, 

causando prejuízos econômicos (Macedo et al., 2010). Apesar do efeito inseticida já descrito, 

até o momento não existem relatos sobre o potencial antifúngico desta proteína. Desta forma, 

novos estudos são necessários para explorar as propriedades antimicrobianas do PpyTI. Sendo 

assim, nosso objetivo foi avaliar as propriedades antimicrobiana, antibiofilme e a toxicidade do 

inibidor de tripsina de sementes de P. pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Infecções nosocomiais bacterianas e fúngicas 

 

As infecções contribuem de forma substancial para as taxas de mortalidade (Magana et 

al., 2020) e representam um problema de saúde pública mundial (Soares et al., 2017). No que 

diz respeito as infecções hospitalares (infecções nosocomiais), 25% dos óbitos são registrados 

nos países em desenvolvimento e 5 a 15% nos países desenvolvidos (Lemiech-Mirowska et al., 

2021), resultando em U$ 45 bilhões de gastos anuais em países como Estados Unidos e Europa 

(Storr et al., 2017). As infecções nosocomiais representam uma das principais causas de 

morbidade e mortalidade, sobretudo nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI), onde as 

infecções são 2 a 5 vezes mais recorrentes quando comparadas as enfermarias (Negri et al., 

2012). Indivíduos imunocomprometidos constituem o principal grupo de risco para este tipo de 

infecção, principalmente quando associado ao uso de dispositivos intravasculares (Liu; Dickter, 

2020). Bactérias Gram-negativas, em especial, são descritas como as responsáveis pela maioria 

das infecções bacterianas (Klímová et al., 2016). No ambiente hospitalar, as principais bactérias 

associadas ao desenvolvimento de infecções são representadas por Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 

Acinetobacter baumannii, Salmonella spp., e Brukholderia spp.  

A existência de microrganismos resistentes à múltiplas drogas (MRA) resulta em um 

cenário de grande preocupação e incertezas na comunidade médica e científica mundial (de 

Oliveira Santos et al., 2022), sobretudo pela sua capacidade de transmissão entre humanos e a 

falta de opções terapêuticas (Mills; Marchaim, 2021). Ao contrário das infecções bacterianas e 

da resistência aos antibióticos, doenças associadas a infecções fúngicas geralmente são 

subestimadas. Neste contexto, patógenos fúngicos tem emergido como uma das principais 

causas de morbimortalidade humana, onde as estimativas apontam que cerca de 150 milhões de 

pessoas possuem infecções fúngicas e 1,5 milhões de mortes são associadas à estas infecções 

em todo o mundo (Lee et al., 2021; Prasad; Banerjee; Shah, 2017; Revie et al., 2018). As 

infecções fúngicas variam de infecções superficiais na cavidade oral ou trato geniturinário até 

infecções sistêmicas (Delarze; Sanglard, 2015). Os agentes etiológicos predominantes das 

infecções fúngicas sistêmicas incluem os microrganismos da espécies Aspergillus, responsáveis 

por causar doença sinopulmonar em pacientes com câncer hematológico e receptores de 

transplante de células-tronco; Cryptococcus neoformans, responsáveis por causar 

meningoencefalite em pessoas imunocomprometidas; e espécies do gênero Candida, que 
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frequentemente causam infecções na corrente sanguínea de pacientes hospitalizados (Ben-Ami; 

Kontoyiannis, 2021). Juntas, as espécies supracitadas são responsáveis por cerca de 90% das 

mortes decorrentes de infecções fúngicas (Lee et al., 2021). 

As espécies do gênero Candida são importantes membros da microbiota comensal de 

humanos e animais, sendo comumente isolada da pele e mucosa de indivíduos saudáveis 

(Guimarães et al., 2015). Entretanto, as infecções fúngicas causadas por esta espécie estão 

emergindo como um problema de saúde pública (Pereira et al., 2021), sobretudo nos casos onde 

a disbiose, desnutrição, deficiências imunológicas, abuso do uso de antibióticos e condições 

sanitárias precárias estão presentes (Cordeiro et al., 2015). O gênero de fungos Candida abrange 

cerca de 200 espécies fúngicas, sendo que mais de 90% das infecções invasivas são causadas 

por C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, que são patógenos 

oportunistas em humanos e que podem causar candidíase invasiva (Araújo et al., 2019; 

Atiencia-Carrera et al., 2022). As espécies de Candida representam a 4ª causa mais comum de 

infecções nosocomiais encontradas na corrente sanguínea nos EUA, com taxa de mortalidade 

de aproximadamente 50% (Cavalheiro; Teixeira, 2018). As taxas de mortalidade associadas aos 

casos de candidemia por si só, excede todos os casos de septicemia aguda associada à bactérias 

Gram-negativas (Prasad; Banerjee; Shah, 2017), sendo a candidíase invasiva uma das maiores 

ameaças nas UTIs, apresentando uma significante mortalidade em pacientes debilitados 

(Maubon et al., 2014). No Brasil, em um estudo epidemiológico conduzido por 6 anos na região 

nordeste, publicado em 2019 por Medeiros e colaboradores, foi encontrada uma alta incidência 

de candidemia (2,23 casos/1.000 admissões hospitalares) com tendência de crescimento e alta 

taxa de mortalidade após 7 e 30 dias de internação (33,8 e 55,9% respectivamente). Na UTI, a 

mortalidade atingiu 70,8% dos pacientes admitidos, sendo maior que em qualquer outro setor 

hospitalar (Medeiros et al., 2019). 

Embora a C. albicans continue sendo o principal patógeno associado à candidemia, 

observa-se uma redução na incidência de casos associados a este microrganismo. Espécies não-

albicans (ENA) como C. tropicalis e C. parapsilosis vêm tomando espaço no desenvolvimento 

desta complicação (Medeiros et al., 2019), e essa tendência é observada, inclusive, na América 

do Sul (Figura 1). A C. tropicalis é a mais importante espécie de Candida dentre as ENA, 

principalmente pelo desenvolvimento de resistência à tratamentos empíricos, como o 

fluconazol, e sua associação com infecções sistêmicas, onde a candidemia associada à C. 

tropicalis possui incidência de 3 a 66% em regiões tropicais e subtropicais (Atiencia-Carrera et 

al., 2022; de Souza et al., 2023). Além disso, C. tropicalis aparenta ter um maior potencial de 

disseminação em pacientes neutropênicos que a C. albicans e outras ENA, o que pode justificar 
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sua alta taxa de mortalidade (Negri et al., 2012). Ambas, C. albicans e C. tropicalis são 

conhecidas por possuírem uma gama de fatores virulentos e características comensais que 

conferem habilidades invasora e colonizadora do tecido do hospedeiro por meio da expressão 

de adesinas e invasinas na superfície celular, capacidade de promover lesão celular, secretar 

enzimas proteolíticas e formar biofilmes (Atiencia-Carrera et al., 2022). 

 

Figura 1 – Epidemiologia da Candidemia na América do Sul. 

 

Fonte: Adaptado de Rieira et al., 2022. 

 

2.2 Resistência antimicrobiana 

 

A descoberta da penicilina em 1928, por Alexander Fleming, e o subsequente 

desenvolvimento de uma gama de antibióticos representaram um marco na medicina, sobretudo 

no tratamento de infecções que eram consideradas como sentenças de morte, como a 

tuberculose e pneumonia. Este avanço reduziu drasticamente as taxas de morbimortalidade e 

promoveu o desenvolvimento nas áreas das ciências médicas e cirúrgicas (Lewies; Du Plessis; 

Wentzel, 2019). Desde a sua descoberta, os antibióticos vêm sendo amplamente utilizados na 

medicina, alimentação e agricultura (Luo; Song, 2021). Embora os antibióticos já tenham sido 

eficazes para o tratamento de infecções bacterianas, o amplo e indiscriminado uso destes 

agentes resultou no surgimento da RAM (Magana et al., 2020), nos levando para a conhecida 
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era “pós-antibiótica” (Figura 2) (Lee et al., 2021). Este cenário se tornou uma das principais 

preocupações para a saúde pública, no âmbito comunitário e hospitalar, em virtude do rápido e 

crescente aumento na resistência à medicamentos comumente utilizados (Bin Hafeez et al., 

2021; Magana et al., 2020). 

 

Figura 2 – Linha do tempo relacionada a resistência aos antibióticos. 

 

Fonte: Adaptado de Browne et al., 2020. 

 

Dados apontam que a RAM precede a identificação, síntese ou comercialização destes 

medicamentos, com histórico de bactérias com mais de 2000 anos, isoladas de águas glaciais e 

resistentes à ampicilina (Morrison; Zembower, 2020). Os microrganismos encontram maneiras 

de driblar os desafios encontrados em ambientes hostis num sistema adaptativo há milhões de 

anos. São capazes de herdar genes de gerações anteriores e de adquirir material genético de 

outras espécies num sistema conhecido como transferência horizontal de genes, o que favorece 

a RAM (Lewies; Du Plessis; Wentzel, 2019). Estima-se que a RAM seja responsável por causar 

aproximadamente 700.000 mortes em todo o mundo, podendo chegar a 10 milhões de mortes 

ao ano em 2050 (Figura 3) (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020). Associado a estes dados, 

estima-se que a economia mundial também será brutalmente afetada pela RAM, onde as mortes 

prematuras serão responsáveis por gerar prejuízos superiores a 100 trilhões de dólares (Munita; 

Arias, 2016). As bactérias podem apresentar resistência à múltiplas drogas – condição em que 

os microrganismos apresentam resistência a um ou mais agentes antimicrobianos, em três ou 

mais classes de antibióticos; e ainda podem ser classificadas como extremamente resistentes a 

medicamentos, quando são resistentes à ação de todos os agentes antibióticos, condições que 
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impactam de forma significativa nos custos, tempo de internação e mortalidade hospitalar 

(Bassetti et al., 2013). A RAM é responsável por 15,5% das infecções hospitalares adquiridas 

(Mulani et al., 2019), e é classificada pelo Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) 

e a OMS como uma ameaça iminente à saúde humana e uma das três mais importantes ameaças 

à saúde pública do século 21 (De Oliveira et al., 2020; Munita; Arias, 2016). 

 

Figura 3 – Impactos da resistência antimicrobiana a nível global. (A) RAM como principal 

causa de morte no mundo em 2050. (B) Distribuição geográfica das mortes associadas à RAM 

em escala global. 

 

 

Fonte: Adaptado de Ma et al., 2020. 
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 Além da base genética, existem 4 mecanismos adaptativos descritos na literatura 

associados à RAM (Morrison; Zembower, 2020) (Figura 4). Embora exista necessidade do 

desenvolvimento de novos antibióticos que possam ser utilizados contra microrganismos 

resistentes, esta demanda não consegue ser suprida, fazendo com que poucas classes de 

medicamentos tenham sido desenvolvidas desde o início dos anos 2000 (Bassetti et al., 2013). 

Assim, a conhecida era dos antibióticos, que durou cerca de 80 anos, caminha para o período 

de surgimento progressivo e generalizado de microrganismos cada vez mais resistentes (Gow 

et al., 2022). Neste contexto, as bactérias do grupo ESKAPE, representadas por Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e espécies 

de Enterobacter. Estas bactérias são responsáveis pelo desenvolvimento de infecções 

potencialmente fatais entre indivíduos imunocomprometidos e possuem a capacidade de 

“escapar” da ação biocida dos agentes antimicrobianos, justificando a necessidade do 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos que sejam eficientes e se possível, de baixo 

custo (Bassetti et al., 2013; De Oliveira et al., 2020; Santajit; Indrawattana, 2016).  

 

Figura 4 – Consequências da resistência bacteriana e principais mecanismos adaptativos 

associados à RAM.  

 

Fonte: Autoria própria (2024). 
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 Embora a resistência bacteriana seja o maior alvo de investimento e pesquisas pela alta 

prevalência de infecções hospitalares (Delarze; Sanglard, 2015), a RAM é alvo de grande 

apreensão no contexto dos patógenos fúngicos (Lee et al., 2021), sobretudo porque o uso 

frequente e profilático de agentes antifúngicos promoveram o desenvolvimento de resistências 

de importância médica (Revie et al., 2018). Atualmente o arsenal de antifúngicos sistêmicos 

disponíveis para utilização na prática clínica consiste em apenas 4 classes de medicamentos – 

os azóis, os polienos (representados pela anfotericina B), os inibidores da síntese de ácido 

nucleico e as equinocandinas (Figura 5). O que faz com que a resistência à antifúngicos seja 

preocupante é o limitado número de agentes terapêuticos disponíveis, o que implica dizer que 

a resistência a apenas uma classe de drogas, pode reduzir significativamente as opções de 

tratamentos e piorar os desfechos clínicos (Ben-Ami; Kontoyiannis, 2021; Muhaj et al., 2022). 

 

Figura 5 – Mecanismos de ação dos principais agentes antifúngicos disponíveis atualmente. 

 

Fonte: Autoria própria (2024). 

 

Apesar da introdução de novas classes medicamentos para o combate à infecções 

fúngicas, como é o caso das equinocandinas, e o desenvolvimento de novos medicamentos da 

classe dos azóis que possuem maior espectro de ação (voriconazol, posaconazol), o arsenal de 

antifúngicos ainda é pequeno e pouco eficiente (Maubon et al., 2014; Prasad; Banerjee; Shah, 
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2017). Diante do crescente número de infecções fúngicas associadas à resistência e a toxicidade 

dos agentes antifúngicos atualmente disponíveis, faz-se necessário que novos agentes 

terapêuticos com diferentes mecanismos de ação e maior segurança sejam desenvolvidos 

(Maubon et al., 2014; Muhaj et al., 2022). Um resumo dos mecanismos adaptativos associados 

a resistência fúngica estão representados na Tabela 1. 



28 

 

Tabela 1 – Drogas antifúngicas, alvos celulares e mecanismos adaptativos da resistência antifúngica 

Classe farmacológica Modo de ação 
Mecanismo de ação/ 

alvo celular 
Mecanismo de resistência Exemplos de drogas 

Azóis Fungistático 

Afetam a biossíntese do 

ergosterol por meio do 

bloqueio da lanosterol 14-α-

desmetilase, prejudicando a 

conversão de lanosterol para 

ergosterol 

Regulação positiva de 

transportadores de efluxo de 

droga. 

 

Mutações pontuais e regulação 

positiva do gene ERG11. 

Fluconazol, itraconazol, 

miconazol e voriconazol 

Polienos Fungicida 

Liga-se ao ergosterol da 

membrana, causando a 

formação de poros aquosos, 

causando desequilíbrio 

celular iônico 

Mutações nos genes ERG3 e 

ERG6, causando redução no 

conteúdo de ergosterol da 

membrana. 

Anfotericina B e nistatina 

Equinocandinas 
Fungistático ou 

fungicida 

Inibidores da codificação de 

FKS1/FKS2 (1,3) β-D-

glucano sintase, importante 

para a síntese de β-D-

glucano, componente da 

parede celular 

Mutações nos genes FKS 
Caspofungina, anidulafungina 

e micafungina 
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Inibidores da síntese de 

ácido nucleico 
Fungicida 

Inibição da síntese de 

DNA/RNA, afetando a 

maquinaria molecular 

 

Modificações pontuais nos genes 

FCY1/2 e FUR, causando 

problemas na captação da droga 

e alterações metabólicas 

responsáveis por sua efetividade 

5-fluorocitosina (5-FC) e 5-

fluorouracil (5-FU) 

 

Fonte: Prasad; Banerjee; Shah, 2017; Srinivasan; Lopez-Ribot; Ramasubramanian, 2014. 
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2.3 Biofilme como mecanismo de resistência microbiana  

 

Na década de 1970, as bactérias eram vistas como microrganismos singulares e 

flutuantes. Baseado no modelo de cultura de células planctônicas, foram desenvolvidos diversos 

estudos e agentes biocidas para o combate destes microrganismos. Entretanto, com os 

microrganismos resistentes a drogas e a dificuldade de combatê-los, foi necessário realizar a 

revisão do estilo de vida destes patógenos. Sendo assim, pôde ser observado que além de 

viverem apenas como células únicas em suspensão, microrganismos podem viver em 

comunidades, aderidas a superfícies ou umas às outras. Os chamados biofilmes, promovem uma 

proteção adicional aos microrganismos e funcionam como um mecanismo de resistência aos 

agentes antimicrobianos (Rabin et al., 2015; Schuster; Markx, 2014). Os biofilmes representam 

ecossistemas estruturados de uma ou mais espécies microbianas. Estas espécies são firmemente 

aderidas em uma superfície e incorporadas em uma matriz de substâncias poliméricas 

extracelulares que pode conter exopolissacarídeos (EPS), proteínas fibrosas e globulares 

(incluindo enzimas extracelulares), lipídeos, ácidos nucleicos e outras macromoléculas 

(Karygianni et al., 2020; Wang; Flint; Palmer, 2019). Esta matriz representa um espaço 

tridimensional estruturado e compartilhado, gerado e controlado por microrganismos que se 

encontram no interior do biofilme e que formam uma barreira e camada protetora. Esta proteção 

confere mais resistência à ambientes extremos, quando comparados à microrganismos 

planctônicos, sendo essa uma importante função na persistência de infecções microbianas 

(Figura 6) (Flemming et al., 2023; Rabin et al., 2015; Yin et al., 2019). 

Os biofilmes são as maiores causas de infecções fúngicas intratáveis em pacientes 

imunocomprometidos (Srinivasan; Lopez-Ribot; Ramasubramanian, 2014). Os estudos a 

respeito do tema vêm crescendo ao longo do tempo, sobretudo pela alta associação com 

infecções crônicas e a resistência medicamentosa. Além disso, os biofilmes causam mais de 

80% de infecções de forma direta ou indireta, principalmente relacionadas a equipamentos 

médicos e superfícies corporais (pele e tecidos moles, pulmão, bexiga, coração etc.) (de la 

Fuente-Núñez et al., 2013; Fan et al., 2022). Uma taxa de 50% das infecções nosocomiais estão 

associadas ao uso de equipamentos médicos, como os cateteres, instrumentos que dispõem de 

uma superfície ideal (porosa e hidrofóbica) para a fixação de células capazes de formar biofilme 

(de Souza et al., 2023; Roy et al., 2018). 

O desenvolvimento do biofilme consiste em uma sucessão de etapas que envolvem a 

adesão inicial, colonização, desenvolvimento, maturação e dispersão ativa (Yin et al., 2019). A 

adesão inicial é uma etapa reversível onde células superam a repulsão eletrostática inicial por 
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meio de apêndices celulares, polímeros associados à superfície e características como 

hidrofobicidade da superfície celular, seguido da produção de EPS e adesinas (Wang; Flint; 

Palmer, 2019). Posteriormente, na fase de colonização, os microrganismos aderem de forma 

irreversível à superfície por meio de fortes ligações hidrofílicas/hidrofóbicas promovidas pelos 

flagelos, pili, lipopolissacarídeos, EPS e proteínas adesivas de ligação ao colágeno (Yin et al., 

2019). Na fase de maturação dos biofilmes ocorre o desenvolvimento de uma morfologia 

madura caracterizada por uma estrutura onde as células estão agrupadas e protegidas de agentes 

estressores como a imunidade do hospedeiro, agentes antimicrobianos e danos oxidativos 

(Rather; Gupta; Mandal, 2021). Por fim, ocorre a dispersão das células dos biofilmes, de forma 

ativa ou passiva, por meio de processos internos como degradação (Rather; Gupta; Mandal, 

2021; Yin et al., 2019).  

 

Figura 6 – Estágios do desenvolvimento do biofilme fúngico.  

 

Fonte: Adaptado de Sauer et al., 2022. 

 

Os microrganismos que se encontram dentro do biofilme são extremamente 

problemáticos, pois são mais resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro e a terapia 

antimicrobiana convencional quando comparados aos microrganismos planctônicos. Estas 

características permitem sua sobrevivência em ambientes hostis, mesmo em condições de fome 

e dissecação (de la Fuente-Núñez et al., 2013; Rabin et al., 2015; Roy et al., 2018). Alguns 

mecanismos adaptativos justificam a resistência dos biofilmes aos agentes terapêuticos, tais 
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como expressão de bombas de efluxo, presença de moléculas como eDNA e glucanos 

periplasmáticos derivados de NdvB – que sequestram as drogas e favorecem a produção de β-

lactamases pela matriz do biofilme (Hall; Mah, 2017). Como resultado ocorre a redução 

intracelular, de afinidade e de efeito entre microrganismos e agentes terapêuticos (Pereira et al., 

2021). Além disso, os biofilmes apresentam múltiplas células em sua composição, o que é um 

fator chave no desenvolvimento da resistência (Sharma; Bisht, 2023).  

Espécies de Candida podem formar biofilmes bem estruturados, compostos de múltiplos 

tipos de células e microrganismos. Estes microrganismos promovem resistência intrínseca a 

uma ampla variedade de fatores estressores, como os agentes antifúngicos e o sistema imune 

(Atiencia-Carrera et al., 2022; Prasad; Banerjee; Shah, 2017). Os biofilmes de C. albicans 

formados em equipamentos médicos agem como um reservatório de células fúngicas 

patogênicas que apresentam grande resistência às drogas e ao sistema imunológico do 

hospedeiro. Como consequência, passam a apresentar alta capacidade de disseminação e causar 

infecções sistêmicas, resultando em altas taxas de mortalidade (entre 30 e 40%) (Maione et al., 

2022). Igualmente preocupante aos biofilmes formados por C. albicans, são os biofilmes 

formados por C. tropicalis, já que estes estão associados a altas taxas de mortalidade entre 

pacientes com candidemia (de Souza et al., 2023). 

 

2.4 Considerações gerais sobre os inibidores de peptidase 

 

Ao longo do tempo as plantas desenvolveram diversos mecanismos de defesa contra 

animais herbívoros e patógenos. Estes mecanismos estão relacionados com a produção de 

metabólitos primários, a base de peptídeos ou proteínas, e os metabólitos secundários como 

polifenóis, terpenos, flavonas, saponinas, alcaloides e taninos (Hellinger; Gruber, 2019). Dentro 

da classe dos metabólitos primários vegetais destacamos os IPs, uma classe de polipeptídeos 

que participam de diversos processos fisiológicos nas plantas. Estes IPs podem atuar de duas 

maneiras: (i) promovendo a proteção contra o ataque de animais, insetos e microrganismos por 

meio de regulação de atividade enzimática endógena, modulação da apoptose e estabilização 

de proteínas de defesa, resultando em inibição de enzimas digestivas ou danos ao trato 

gastrointestinal dos agentes agressores; ou (ii) como uma forma de reserva de proteínas, 

correspondendo a 1-10% do conteúdo proteico total de sementes e tubérculos, além de controlar 

a mobilização deste nutriente na forma de aminoácidos ou pequenos peptídeos (Bonturi et al., 

2022; Clemente et al., 2019; Hellinger; Gruber, 2019). 
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Há uma crescente identificação de IPs em diferentes organismos (Rawlings, 2010). Os 

IPs são moléculas que possuem grande quantidade de pontes dissulfeto – o que confere uma 

grande estabilidade a estes inibidores. Os IPs também podem ser classificados de acordo com 

a sua especificidade enzimática, como os inibidores de peptidases serínicas, aspárticas e de 

cisteína, ou de acordo com as suas características estruturais (Gutierrez-Gongora; Geddes-

McAlister, 2021). A mais abrangente e compreensiva classificação foi conduzida pelo instituto 

Sanger, que deu origem a base de dados de inibidores MEROPS, que traz informações a respeito 

de peptidases (também chamadas de proteases, proteinases e enzimas proteolíticas) e as 

proteínas que as inibem, provenientes de microrganismos, plantas e animais, comumente 

utilizada pela comunidade científica. Atualmente existem quase 100 famílias de IPs descritas 

na base de dados MEROPS, que foram classificadas por sua sequência primária de aminoácidos 

e subdividas em 39 clãs, de acordo com suas similaridades na estrutura secundária e terciária, 

assim como nas funções apresentadas pelo inibidor (Hellinger; Gruber, 2019). 

Mais de 104 famílias de plantas com capacidade de expressão de IPs já foram 

identificadas. A maioria dos IPs vegetais são encontrados nas plantas das famílias Fabaceae, 

Gramineae, Leguminosae e Solanceae (Herwade et al., 2021). Estes inibidores são 

heterogêneos, e podem ser representados por proteínas (>15 kDa) como os inibidores do tipo 

Kunitz, Cistatinas e Serpinas, e peptídeos (<15 kDa), como é o caso dos inibidores do tipo 

Bowman-Birk, Batata tipo 1 e tipo 2, Mostarda, entre outros (Hellinger; Gruber, 2019). O 

mecanismo de ação responsável pela atividade dos IPs envolve a interação com as peptidases 

de diferentes formas, embora existam dois mecanismos amplamente distribuídos na natureza 

(Figura 6), nomeadamente: (i) ligação irreversível entre protease-inibidor e (ii) interação 

reversível entre protease-inibidor. Os inibidores que se ligam de forma irreversível à protease 

são encontrados normalmente na família das serpinas, α2 macroglobulinas e inibidores da 

proteína p53 de baculovírus. Nestes casos, a interação entre protease-inibidor promove a 

clivagem de um peptídeo interno presente na estrutura do inibidor e causa uma mudança 

irreversível em sua estrutura e seu mecanismo catalítico (Figura 7A). Por outro lado, os 

inibidores que se ligam de forma reversível são capazes de estabelecer uma forte interação com 

sítio alvo das enzimas cognatas, havendo a formação de um complexo enzima inibidor inativo 

(Figura 7B) (Clemente et al., 2019). 

Dentre os inibidores de proteases, destacamos os inibidores do tipo Kunitz, ao qual o 

PpyTI faz parte. Os inibidores do tipo Kunitz pertencem a subfamília I3A (origem vegetal) e 

l3B (origem animal). Trata-se de macromoléculas compostas por uma única cadeia 

polipeptídica, com tamanho variável entre 16 e 24 kDa, com 4 resíduos de Cys, formando duas 
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pontes dissulfeto e um único sítio reativo. Essas características podem não seguir esse padrão, 

apresentando entre 0 e 4 resíduos de Cys, formando uma ou nenhuma ponte dissulfeto. Esses 

inibidores geralmente inibem aspártico, cisteino e serinopeptidases (Alencar de Barros et al., 

2021; Bendre; Ramasamy; Suresh, 2018; Herwade et al., 2021).  

 

Figura 7 – Mecanismos de ação dos IPs. (A) Ligação irreversível entre o inibidor e protease. O 

peptídeo interno do inibidor é clivado pela protease, dando origem ao complexo inibidor-

protease que não consegue ser desfeito, caracterizando este inibidor como sendo do tipo 

“suicida”. (B) Ligação reversível entre o inibidor e protease. A protease se liga ao inibidor de 

forma reversível, formando um complexo protease-inibidor que pode ser dissociado dando 

origem ao inibidor em sua forma intacta ou modificada. 

 

Fonte: Adaptado de Clemente et al. (2019). 

 

2.5 Inibidores de peptidases como agentes antibacterianos, antifúngicos e antibiofilme 

 

Os IPs vem despertando interesse no meio científico por conta das suas potenciais 

aplicabilidades biotecnológicas no ramo da agricultura e medicina (da Silva Bezerra et al., 

2016). Estudos comprovaram os efeitos dos IPs como agentes inseticidas (da Silva Bezerra et 

al., 2016; Dantzger et al., 2015; Guimarães et al., 2015) e antimicrobianos (Alencar de Barros 

et al., 2021; da Silva Bezerra et al., 2016; Dib et al., 2019; Macedo et al., 2016), além de servir 

como base para o desenvolvimento de outras moléculas, como é o caso dos peptídeos 
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antimicrobianos (PAM) (Almeida, C. V. et al., 2024; Almeida, L. H. de O. et al., 2024; 

Ramalho et al., 2022). Moléculas bioativas vegetais, com atenção especial para os IPs e PAM, 

vêm se destacando como compostos promissores no desenvolvimento de agentes 

antimicrobianos e no combate de infecções bacterianas (de Souza Nascimento et al., 2022). 

Inibidores como o inibidor de tripsina das sementes de E. poeppigiana (EpTI), inibidor de 

tripsina de sementes de Achyranthes aspera (AATI), inibidor de tripsina das sementes de 

Jatropha curcas (JcTI-I), inibidor de protease das folhas de Cassia fistula (Fistulin) e inibidor 

de protease da Conyza dioscoridis (PDI inhibitor) apresentaram efeitos positivos no combate 

de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, inclusive contra os microrganismos do grupo 

ESKAPE, ressaltando seu potencial antimicrobiano (Alencar de Barros et al., 2021; Arulpandi; 

Sangeetha, 2012; Costa et al., 2014; Karray et al., 2020). Os mecanismos de ação associados 

ao efeito antimicrobiano destas moléculas podem ser atribuídos à inibição da atividade de 

proteases, alteração na permeabilidade da membrana celular dos microrganismos e estímulo 

para a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) que causam danos à membrana, 

resultando em lise e morte celular (Arulpandi; Sangeetha, 2012; de Souza Nascimento et al., 

2022). 

Além de apresentarem atividade contra bactérias, diversos IPs são descritos na literatura 

como agentes antifúngicos (da Silva et al., 2023; Dib et al., 2019; Kim et al., 2013; Silva et al., 

2017), como é o caso do CLTI, um inibidor do tipo Kunitz, proveniente das sementes de Cassia 

leiandra Benth., que apresentou atividade contra C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. 

krusei, por meio do aumento da permeabilidade celular fúngica, alteração na bomba de prótons 

da membrana plasmática, indução do estresse oxidativo e danos ao DNA (Araújo et al., 2019). 

O inibidor de tripsina das sementes de Inga vera (IVTI), que apresentou atividade fungicida 

frente a C. buniensis (da Silva Bezerra et al., 2016) e o Inibidor de Tripsina de Inga laurina 

(ILTI), que apresentou atividade contra C. tropicalis e C. buinensis, também apresentaram 

atividade fungicida por meio do aumento da produção de EROs, causando danos a membrana 

e levando a morte celular, sendo esse um mecanismo de ação responsável pela atividade 

fungicida de diversos inibidores (Gutierrez-Gongora; Geddes-McAlister, 2021; Macedo et al., 

2016). Os estudos que avaliam a atividade antibiofilme dos IPs são escassos, porém alguns 

inibidores já se mostraram capazes de impedir a formação de biofilmes bacterianos e fúngicos. 

Alguns exemplos de inibidores já identificados são o EpTI (Alencar de Barros et al., 2021) e o 

ClTI (Alencar de Barros et al., 2021; Araújo et al., 2019), o que revela uma outra funcionalidade 

destas moléculas, e reforça a importância de identificar e avaliar suas propriedades 

antimicrobianas. 
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2.6 Inibidor de tripsina das sementes de Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz 

 

O gênero Poincienalla Britton & Rose pertence à família Fabaceae, subfamília 

Caesalpinioideae, e possui cerca de 35 espécies, com ocorrência predominante na América 

Central e no Caribe. A P. pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz é nativa e endêmica da região 

nordeste do Brasil, ocorre principalmente no bioma caatinga, popularmente conhecida como 

“catingueira”, “catingueira-verdadeira”, “pau-de-rato” ou “caatinga-de-porco” (Figura 8) (de 

Sousa et al., 2021). Suas folhas, cascas e flores são comumente utilizadas na medicina popular 

na preparação de infusões e decocções para uso como diurético, antidispéptico, no tratamento 

da febre e doenças como influenza, diarreia, desinteria, infecções respiratórias e urinárias, e 

inflamações de forma geral (Câmara et al., 2017; Chaves et al., 2016). 

 

Figura 8 – Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz. (A) Locais identificados de ocorrência 

de catingueira (P. pyramidalis), no Brasil. (B) Árvore em floresta. (C) Frutos maduros. (D) 

Sementes de P. pyramidalis.  

 

Fonte: Adaptado de Carvalho (2014) e 

http://www.nema.univasf.edu.br/site/index.php?pagenwespaper&record_id=40 

 

Os inibidores de tripsina vêm sendo amplamente estudados, principalmente na avaliação 

da sua segurança, potencial biotecnológico, aplicação na área da saúde, além da avaliação das 

suas características químicas e estruturais. Os IPs apresentam multifuncionalidade, o que os 

tornam excelentes candidatos para estudos que visam a avaliação de sua atividade 
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antimicrobiana, podendo se comportar de forma semelhante aos PAM (de Souza Nascimento 

et al., 2022). Recentemente nosso grupo de pesquisa identificou, purificou e caracterizou um 

inibidor de protease proveniente das sementes da P. pyramidalis, nomeado como PpyTI. Trata-

se de um inibidor do tipo Kunitz, que apresenta uma única cadeia polipeptídica, peso molecular 

de 19,042 Da, alta estabilidade térmica, suporta temperaturas superiores a 70 ºC, e ampla faixa 

de pH. Adicionalmente a caracterização do PpyTI, a capacidade inseticida do inibidor foi 

avaliada por meio da oferta crônica do PpyTI (0,25%) à dieta das larvas foi capaz de retardar o 

desenvolvimento larval. Já a suplementação de PpyTI a 1% foi capaz de promover a redução 

do peso (80%) e morte (70%) das larvas. A atividade inseticida do PpyTI foi associada à sua 

capacidade inibitória contra enzimas do intestino médio das larvas de A. kuehniella  (Guimarães 

et al., 2015). Entretanto, até o presente momento não existem dados disponíveis na literatura a 

respeito da aplicação do PpyTI no combate contra bactérias e fungos, na inibição da formação 

e/ou ruptura de biofilmes bacterianos e fúngicos, e não existem dados em relação a sua 

toxicidade, o que justifica a realização do presente estudo.   
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme do inibidor PpyTI, seus possíveis 

mecanismos de ação frente aos microrganismos e toxicidade em modelo in vivo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Em relação ao inibidor de tripsina de sementes de Poincianella pyramidalis (PpyTI), buscar-

se-á: 

 

• Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima 

(CBM) frente bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; 

• Determinar a CIM e concentração fungicida mínima (CFM) contra leveduras; 

• Avaliar o efeito sinérgico em associação aos medicamentos anfotericina B e fluconazol; 

• Determinar o mecanismo de ação antifúngico frente às leveduras C. tropicalis ATCC 

750 e C. albicans 90028, utilizando sorbitol, ergosterol e a sonda corante Sytox™ 

Green; 

• Investigar o efeito do PpyTI sobre o desenvolvimento e erradicação de biofilmes 

fúngicos, por meio da coloração com cristal violeta; 

• Avaliar a toxicidade do PpyTI em modelo in vivo de Galleria mellonella. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi desenvolvido nas dependências do Laboratório de Purificação de 

Proteínas e suas Funções Biológicas (LPPFB), alocado na Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul (UFMS). 

 

4.1 Obtenção do PpyTI 

 

4.1.1 Acesso ao patrimônio genético 

 

A atividade de acesso ao patrimônio genético está cadastrado no Sistema Nacional de 

Gestão do Patrimônio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob número 

AC355D95. 

 

4.1.2 Material vegetal e reagentes 

 

 As sementes de P. pyramidallis foram obtidas na cidade de Campo Grande, MS, Brasil 

(20°29′56.7″S 54°36′49.8″W), e mantidas a -20 ºC no banco de sementes do LPPFB até o 

momento do uso. A tripsina bovina, albumina sérica bovina (BSA), Nα-Benzoyl-DL-arginine 

4-nitroanilide (BAPNA), Coomassie Brilliant Blue R e G 250, Amershan ECL full-range 

Rainbow molecular weight, anfotericina B, fluconazol, d-sorbitol e ergosterol foram adquiridos 

da empresa Sigma-Aldrich. Os kits de fluorescência SytoxTM Green e Live/Dead™ foram 

adquiridos da empresa Thermo Fisher Scientific. Os demais reagentes utilizados foram de grau 

analítico. 

 

4.1.3 Obtenção do Extrato Bruto 

 

 As sementes foram descascadas e trituradas em moinho elétrico a 27.000 rpm. A farinha 

obtida foi submetida à delipidação com hexano, por 8 h, havendo troca de solvente a cada 2h, 

onde foi retirado grande parte de seus componentes apolares, com posterior transferência para 

uma bandeja com papel filtro para volatilização do solvente. Em sequência, a extração das 

proteínas foi realizada com tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,6 na proporção de 1:10 

(farinha:tampão) (p/v), sob agitação constante por um período de 4 h em temperatura ambiente. 

Após extração, a suspensão foi submetida à centrifugação a 10.000 rpm, a 4º C, durante 30 min. 
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O sobrenadante foi aliquotado, dialisado (membrana de diálise 12 kDa cutoff) contra água 

destilada durante 48 h e, por fim, liofilizado. O material proveniente da liofilização foi 

denominado extrato bruto (EB). 

 

4.1.4 Obtenção do PpyTI 

 

 Uma alíquota de 350 mg do EB foi dissolvida em 2 mL de tampão fosfato de sódio 0,1 

M, pH 7,6, e incubada em banho ultrassônico por 5 minutos. Subsequentemente a amostra foi 

centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna de 

exclusão molecular Sephacryl® S-200 High Resolution (Sigma-Aldrich), equilibrada 

previamente com o mesmo tampão. Foram coletadas frações de 3 mL em um fluxo de 40 mL.h-

1. Um perfil cromatográfico foi traçado utilizando o espectrofotômetro Evolution 200 (Thermo 

Scientific) nos comprimentos de onda 216 e 280 nm. As frações correspondentes aos picos 

identificados foram utilizados em um ensaio de atividade inibitória frente a tripsina bovina, a 

fim de identificar o pico que continha o PpyTI. 

 

4.2 Análise da atividade inibitória frente a enzima tripsina  

 

 O EB e o pico 2 da coluna Sephacryl® S-200 High Resolution foram utilizados no ensaio 

de inibição da enzima tripsina. Foram utilizadas diferentes concentrações (0 – 2,0 mg.mL-1) de 

ambas as amostras. A atividade da tripsina foi medida através da quantificação do corante p-

nitroanilida, produto da hidrólise do substrato cromogênico N-benzoyl-L-arginina-p-

nitroanilida (BAPNA). Para isso, em uma microplaca de 96 poços foram incubados 4 µL de 

tripsina (0,25 mg.mL-1), 35 µL de amostra em diferentes concentrações e 31 µL de tampão Tris-

HCl 0,05 M pH 8.0 (totalizando 70 µL) a 30 ºC, por 10 min. Posteriormente, foram adicionados 

200 µL de BAPNA 1 mM. O tempo total do ensaio foi de 30 min e a determinação da hidrólise 

do substrato foi feita em leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Scientific) a 410 nm. 

Para os controles negativos (brancos), substituiu-se os 4 µL de tripsina por tampão Tris HCl 

0,05 M pH 8.0, e para controles positivos, foram adicionados 66 µL de tampão e 4 µL de 

tripsina. Os ensaios foram reproduzidos em triplicata. 

 

4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
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Um gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 12,5% foi preparado de acordo com a 

metodologia descrita por Laemmli (1970). Foram preparados um gel de corrida, contendo 

12,5% de acrilamida, seguido de um gel de empilhamento na concentração de 5% de acrilamida. 

A amostra foi dissolvida em tampão de amostra (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8; glicerol; SDS 20%; 

H2O e azul de bromofenol), incubada a 95 ºC durante 5 min, e um volume de 5 µL foi aplicado 

em cada poço. A corrida foi realizada a 150 V. Foi utilizado o marcador de peso molecular 

Amershan ECL High-Range Rainbow Molecular Weight (Sigma Aldrich). As proteínas 

separadas nos géis foram detectadas pela coloração do gel com 0,1% (p/v) de Coomassie 

Brilliant Blue R-250. Para a descoloração do gel, foi utilizada uma solução contendo água 

destilada, metanol e ácido acético (5:4:1 – v/v/v). 

 

4.4 Quantificação de proteínas 

 

 A concentração proteica da amostra, utilizada como base para determinação de 

concentração nos experimentos subsequentes, foi estimada pelo método descrito por Bradford 

(1976), utilizando a albumina sérica bovina (bovine serum albumin - BSA) 1 mg.mL-1 como 

padrão. A leitura das absorbâncias foi feita em leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo 

Scientific) a 595 nm. 

 

4.5 Avaliação de atividade antimicrobiana  

 

4.5.1 Microrganismos e cultura 

 

 Foram utilizados um total de 13 cepas de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e 

leveduras catalogadas na American Type Culture Collection (ATCC), nomeadamente: 

Escherichia coli ATCC 43895, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853, Staphylococcus saprophyticus ATCC 49453, Staphylococcus haemolyticus 

ATCC 29970, Candida glabrata ATCC 90030 e 1707, Candida albicans ATCC 90028, 

Candida tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 6258, Candida nivariensis ATCC 9983, 

Candida bracarensis ATCC 10154 e Candida guillermondi ATCC 6260. Os microrganismos 

foram mantidos congelados a -80 ºC até o momento do uso. Para a realização dos experimentos, 

as bactérias e leveduras foram cultivadas em placas de Petri contendo Mueller Hinton agar 

(MHA) ou Sabouraud dextrose agar (SDA) e incubadas a 37 ºC por 24 h. 
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4.5.2 Atividade antibacteriana 

 

A atividade antibacteriana do PpyTI foi determinada por meio da determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM), utilizando a técnica de microdiluição em caldo, de 

acordo com o protocolo do Clínical and Laboratory Standards Institute – CLSI (CLSI, 2003). 

Os inóculos foram preparados em solução salina estéril (NaCl 0,9%) por meio do método de 

crescimento direto, utilizando colônias isoladas de bactérias previamente cultivadas em placas 

de Petri contendo MHA. A densidade óptica (DO) foi estabelecida entre 0,08 e 0,1 UA, 

determinada a 595 nm - equivalente a 0.5 na escala McFarland (equivalente a 1,5 x 108 

UFC.mL-1). Em sequência, a suspensão bacteriana foi diluída em uma proporção de 1:20 (v/v), 

alcançando a densidade final de 1,5 x 106 UFC.mL-1, e adicionada aos poços (placas de 96 

poços) previamente preenchidos com Muller Hinton caldo (MHC), amostras de PpyTI ou 

antibiótico. A adição do inóculo aos poços resultou em uma concentração final de bactérias de 

1,5 x 105 UFC.mL-1.  

Para determinar a CIM do PpyTI, foram adicionados 80 µL de MHC e 10 µL do inibidor 

(em concentrações variadas 0,10 - 52,52 µM, previamente preparado em solução estéril de NaCl 

0,9%); ou 10 µL de ciprofloxacino em diferentes concentrações (Sigma-Aldrich) para o grupo 

controle positivo. Para o controle de crescimento e controle de esterilidade, adicionou-se 10 µL 

de solução estéril de NaCl 0,9%. Para todos os grupos, com exceção do controle de esterilidade, 

foram adicionados 10 µL do inóculo bacteriano aos poços. A CIM foi definida como a menor 

concentração de PpyTI ou ciprofloxacino capaz de inibir o crescimento bacteriano visível após 

24 h de incubação a 37 ºC. A concentração bactericida mínima (CBM) foi definida como a 

menor concentração do PpyTI capaz de inibir o crescimento bacteriano visível após 24 h de 

incubação a 37 ºC em placa de Petri contendo MHA. Todos os experimentos foram realizados 

em triplicata. 

 

4.5.3 Atividade antifúngica 

 

4.5.3.1 Preparo do inóculo fúngico 

 

 Os inóculos foram preparados a partir de culturas de Candida glabrata ATCC 90030 e 

1707, Candida albicans ATCC 90028, Candida tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 

6258, Candida nivariensis ATCC 9983, Candida bracarensis ATCC 10154 e Candida 

guillermondi ATCC 6260. O método empregado foi de crescimento direto, utilizando colônias 
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isoladas das leveduras supracitadas, previamente cultivadas em placas de Petri contendo SDA. 

O inóculo fúngico foi preparado em solução salina estéril (NaCl 0,9%), até atingir DO 

equivalente a 0.5 na escala McFarland (equivalente a 5,0 x 106 UFC.mL-1) determinada a 620 

nm. A suspensão fúngica foi diluída em uma proporção de 1:20 (v/v), alcançando a densidade 

final de 2,5 x 103 UFC.mL-1 (CLSI, 2017). 

 

4.5.3.2 Determinação da CIM e Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 

 A CIM das leveduras foi determinada por meio da técnica de microdiluição em caldo, 

utilizando placa de 96 poços, seguindo a metodologia proposta pelo CLSI (2017). Os inóculos 

foram preparados conforme descrito previamente (4.5.3.1), e adicionados às placas de 96 poços 

contendo caldo RPMI 1640, amostras de PpyTI, anfotericina B (Sigma-Aldrich) ou fluconazol 

(Sigma-Aldrich). Em seguida, 80 µL de caldo RPMI 1640, 10 µL de PpyTI (em diferentes 

concentrações 0,10 – 52,52 µM, previamente preparado e solução estéril de NaCl 0,9%) e 10 

µL do inóculo foram adicionados em cada poço. Como controle positivo, adicionou-se 10 µL 

de anfotericina B ou fluconazol (Sigma-Aldrich), como controle negativo, 10 µL de solução 

estéril de NaCl 0,9% e 10 µL da suspensão fúngica e, por fim, para o controle de esterilidade, 

foram adicionados mais 10 µL de solução salina estéril (NaCl 0,9%). A CIM foi definida como 

a menor concentração de PpyTI capaz de inibir o crescimento fúngico visível após 24 h de 

incubação a 37 ºC. A Concentração Fungicida Mínima (CFM) foi determinada como a menor 

concentração do PpyTI capaz de inibir o crescimento fúngico visível após 24 h de incubação a 

37 ºC em placa de Petri contendo SDA. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

4.5.4 Sinergismo pelo método Checkerboard 

 

O efeito sinérgico do PpyTI em associação com os antifúngicos referência anfotericina 

B e fluconazol foi investigado pelo método Checkerboard de microdiluição em caldo (Odds, 

2003; White et al., 1996), em microplacas de 96 poços. Os inóculos fúngicos foram preparados 

conforme descrito anteriormente (4.5.3.1). O PpyTI, anfotericina B e fluconazol foram 

analisados em combinação, a partir das suas respectivas CIMs, por meio de diluição seriada 

para ambas as cepas (C. tropicalis e C. albicans). A densidade fúngica atingiu uma 

concentração final de 2,5 x 103 UFC.mL-1 em meio RPMI-1640 e as placas foram incubadas 

por 24 h a 37 ºC. O resultado do ensaio combinatório foi interpretado como a menor 
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concentração de cada combinação que inibiu completamente o crescimento fúngico. O índice 

de concentração inibitória fracionada (FICI) foi calculado utilizando a equação abaixo: 

 

∑FIC = FICA + FICB 

 

 FIC é a razão da CIM da droga em combinação com a CIM apenas. Os resultados foram 

interpretados como: efeito sinérgico quando o FICI ≤0,5; efeito aditivo >0,5 e ≤ 1; indiferente 

quando FICI >1 e ≤4; e antagonista quando FICI >4,0. 

 

4.5.5 Ensaio da atividade fungicida tempo-dependente  

 

 A atividade fungicida tempo-dependente do PpyTI frente às leveduras C. tropicalis 

ATCC 750 e C. albicans ATCC 90028 foi determinada seguindo a metodologia descrita por 

por Mitić-Ćulafić et al. (2005), com modificações. O inóculo fúngico foi preparado, e 

adicionado aos poços tratados com PpyTI na CFM (3,28 e 6,56 µM para C. tropicalis e C. 

albicans, respectivamente), assim como o controle positivo, constituído pelos fármacos 

antifúngicos referência fluconazol e anfotericina B, utilizados em suas respectivas CFM. Para 

o ensaio, alíquotas de 10 µL de cada grupo foram adicionadas e distribuídas em placas de Petri 

contendo SDA nos intervalos de incubação de 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 min, utilizando 

a técnica de esgotamento com auxílio de uma alça de Drigalski. Placas sem tratamento, 

contendo apenas o inóculo fúngico, foram utilizadas como controle de crescimento. As culturas 

tratadas e não tratadas foram incubadas durante 24 h a 37 ºC. Após este período, foram 

realizadas as contagens de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) em 3 experimentos 

independentes, em triplicata. 

 

4.5.6 Investigação do mecanismo de ação do PpyTI frente a leveduras 

 

4.5.6.1 Ensaio de proteção osmótica com sorbitol  

 

O ensaio de proteção osmótica utilizando sorbitol foi conduzido para investigar se o 

PpyTI tem como alvo a parede celular dos fungos, de acordo com a metodologia descrita por 

Frost et al. (1995) , com modificações. Neste ensaio, a CIM é determinada na presença ou 

ausência de sorbitol a 0,8 M. Quando o agente antifúngico (neste caso, PpyTI) possui a parede 

celular fúngica como alvo, a CIM aumenta, em comparação com a análise realizada na ausência 
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de sorbitol. Para o ensaio, os inóculos fúngicos de ambas as cepas (C. tropicalis e C. albicans) 

foram preparados conforme item 4.5.3.1. O sorbitol (Sigma- Aldrich, São Paulo, SP, Brasil) foi 

adicionado ao meio de cultura, em uma concentração final de 0,8 M, e o PpyTI foi adicionado 

aos poços nas mesmas concentrações utilizada para determinação da CIM (0,10 – 52,52 µM). 

As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 h. A CIM foi determinada como a menor 

concentração capaz de prevenir o crescimento fúngico visível. Foram realizados três 

experimentos independentes, em triplicata. 

 

4.5.6.2 Ensaio de ligação ao ergosterol   

 

Para determinar se o PpyTI se liga aos esteróis da membrana celular fúngica, o ensaio 

de ligação ao ergosterol foi realizado em meio RPMI 1640 suplementado ou não com ergosterol 

exógeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) numa concentração final de 400 µg.mL-1, de 

acordo com a metodologia descrita por Freires et al. (2014). O inóculo fúngico foi preparado 

conforme item 4.5.3.1, as placas foram tratadas com PpyTI em concentrações que variaram 

entre 0,10 e 52,52 µM, e incubadas a 37 ºC por 24 h. Nos casos em que o agente antifúngico 

possui o ergosterol como alvo, os valores da CIM aumentam, quando em comparação ao CIM 

obtido na ausência deste composto. A CIM foi determinada como a menor concentração capaz 

de prevenir o crescimento fúngico visível. Foram realizados três experimentos independentes, 

em triplicata. 

  

4.5.6.3 Permeabilização da membrana plasmática 

 

A permeabilidade da membrana celular fúngica foi investigada utilizando a sonda 

Sytox™ Green (Almeida et al., 2021). Os inóculos fúngicos de C. tropicalis e C. albicans foram 

preparados em tampão fosfato de sódio 10 mM pH 7.5 até atingir DO de 0.5 UA a 620 nm. Um 

volume de 280 µL de cada suspensão fúngica foi transferido para uma placa de 96 poços preta 

com o fundo transparente (apropriada para ensaios com fluorescência), e posteriormente foram 

adicionados 10 µL de Sytox™ Green 30 µM (concentração final de 1 µM), e incubada por 10 

minutos a 37 ºC. Em sequência, foram adicionados 10 µL de PpyTI 30 x a CIM das leveduras 

(98,4 µM para C. tropicalis e 199,8 µM para C. albicans – para uma concentração final de 3,28 

e 6,56 µM) em cada poço, e um perfil cinético de avaliação foi traçado durante 240 minutos 

sob constante agitação. A fluorescência do Sytox™ Green (excitação a 485 nm e emissão a 520 

nm) foi determinada para avaliar a permeabilização da membrana plasmática fúngica com o 
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auxílio de um leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, Brazil). Como 

controle negativo, as leveduras foram incubadas apenas com tampão fosfato de sódio 10 mM 

pH 7.6. O percentual de captura da sonda fluorescente foi calculado utilizando a fluorescência 

emitida por Sytox™ Green no minuto 240 subtraído do controle negativo, considerado 100%. 

Três ensaios independentes foram realizados em triplicata. 

 

4.5.6.4 Análise da permeabilização da membrana plasmática por microscopia de 

fluorescência 

 

Células fúngicas (1 x 104 células.mL-1) de C. tropicalis e C. albicans foram incubadas 

em caldo RPMI-1640 na CIM do PpyTI em microplacas de 96 poços. A permeabilização da 

membrana plasmática foi medida pela emissão do Sytox™ Green em microscópio de 

fluorescência, de acordo com a metodologia descrita por THEVISSEN et al., (1996). Após 24 

h de incubação a 37 ºC, um volume de 12 µL de Sytox™ Green (30 µM) foi adicionado aos 

poços seguidos de incubação por 15 min. As células foram analisadas utilizando um 

microscópio de fluorescência de LED Leica DM 2000, equipado com uma câmera Leica DFC 

7000 T e um conjunto de filtros fluorescentes para detecção de fluoresceína (excitação em 450-

490 nm e emissão em 520 nm). As imagens foram coletadas com o software LAS V4.12. Três 

experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

4.6 Avaliação da atividade antibiofilme do PpyTI 

 

4.6.1 Inibição da formação de biofilme 

 

A coloração com cristal violeta foi usada para avaliar a formação do biofilme e 

erradicação do biofilme maduro de C. tropicalis e C. albicans em uma placa de 96 poços 

(FILLOUX; RAMOS, 2014). O corante cristal violeta se liga a moléculas carregadas 

negativamente presentes na membrana dos microrganismos, ao peptidoglicano e aos EPS na 

matriz do biofilme (Khara et al., 2017). O preparo do inóculo fúngico foi realizado por meio 

do método de crescimento direto. Colônias isoladas da placa de Petri contendo SDA foram 

diluídas em solução estéril de NaCl 0,9% e sua DO ajustada no intervalo de 0,08 a 0,1 no 

comprimento de onda de 620 nm (1,5 x 106 UFC.mL-1) e ajustado para a concentração de 1,5 x 

105 UFC.mL-1. Para verificar a inibição da formação de biofilme, 170 µL de caldo Brain Heart 

Infusion (BHI) com 1% de glicose foi adicionado em cada poço. Posteriormente, 10 µL de 
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PpyTI, anfotericina B ou fluconazol a 20 x a CIM frente a C. tropicalis (65,2 µM, 54,2 µM e 

650 µM, respectivamente) e C. albicans (131,2 µM, 13,4 µM e 1300 µM, respectivamente) 

foram adicionados aos poços. Por fim, um volume de 20 µL do inóculo preparado foi 

adicionado aos poços e a placa foi incubada por 24 h a 37 ºC. Após o período de incubação, os 

poços foram lavados uma vez com água destilada estéril para a remoção de células planctônicas 

e mortas, e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, foram adicionados 125 µL de 

solução aquosa de cristal violeta a 0,5% aos poços, seguidos de incubação por 10 min. O 

sobrenadante dos poços foi descartado, lavado uma vez com água destilada estéril e deixado 

secar por 2 h. O biofilme foi dissolvido em 150 µL de solução de ácido acético a 30% e a DO 

foi determinada a 550 nm em um leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Scientific). Três 

experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

4.6.2 Erradicação do biofilme maduro 

 

Em placas de 96 poços foram adicionados 180 µL de caldo BHI contendo 1% de glicose 

em conjunto com 20 µL do inóculo fúngico, com posterior incubação por 24 h a 37 ºC. Após o 

período de incubação, o meio de cultura foi retirado e foram adicionados 190 µL de meio BHI 

com 1% de glicose e 10 µL do PpyTI, anfotericina B e fluconazol nas mesmas concentrações 

do ensaio de inibição da formação de biofilme (4.6.1). Posteriormente, a placa foi incubada 

novamente por 24 h a 37 ºC e os poços foram lavados uma vez com água destilada estéril e o 

sobrenadante descartado. Foram adicionados 125 µL de solução aquosa de cristal violeta a 0,5% 

aos poços e a placa foi incubada por 10 min. O sobrenadante foi descartado, os poços foram 

lavados uma vez com água destilada estéril e permaneceram em temperatura ambiente por um 

período de 2 h para secagem. O biofilme foi dissolvido em 150 µL de ácido acético a 30% e a 

DO determinada a 550 nm em um leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Scientific). 

Três experimentos independentes foram realizados em triplicata. 

 

4.6.3 Inibição da formação do biofilme por microscopia de fluorescência 

 

A viabilidade das células fúngicas foi avaliada com o auxílio do kit de coloração 

Live/Dead BacLight™ (Thermo Fisher Scientific) preparado de acordo com as instruções do 

fabricante. Este kit permite a avaliação da viabilidade celular e a integridade da membrana e é 

composto por SYTO 9™ e Iodeto de Propídio (PI). As células que apresentaram 

comprometimento na membrana celular e que estavam em processo de morte ou mortas, foram 
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coradas de vermelho; enquanto as células que apresentaram a membrana intacta, foram coradas 

de verde. 

Para realização do ensaio de inibição da formação do biofilme, foi utilizada uma 

microplaca de 24 poços contendo uma lamínula circular removível. O inóculo fúngico foi 

preparado pelo método de crescimento direto em placa de Petri contendo SDA e sua DO 

ajustada para alcançar 1,5 x 105 UFC.mL-1, e adicionado à placa por 2 h a 37 ºC para a etapa 

inicial de pré-adesão do biofilme. Após este período, o sobrenadante foi removido e 500 µL de 

suspensão fúngica em caldo BHI a 1% glicose foram adicionados como controle de 

crescimento. Para o tratamento, foram utilizados o PpyTI, anfotericina B e fluconazol na CIM 

em caldo BHI suplementado com 1% de glicose. A placa foi incubada por 24 h a 37 ºC. Após 

o tratamento da placa, o sobrenadante foi removido e as células não aderidas foram lavadas 

com 500 µL de solução estéril de NaCl 0,9%. Um volume de 500 µL da solução de coloração 

foi adicionado aos poços da microplaca e incubados por 10 min a 37 ºC, protegido da luz. A 

lamínula foi retirada do poço, o excesso de corante foi removido com solução estéril de NaCl 

0,9%, e esta foi posicionada sobre uma lâmina e lida em microscópio Leica DM 2000 LED 

equipado com câmera Leica DFC 7000 T. A fluorescência emitida foi avaliada com os seguintes 

filtros: para o SYTO 9™ - excitação em 490 nm e emissão em 520 nm; e o iodeto de propídio 

- excitação em 490 nm e emissão em 635 nm. As imagens foram coletadas no software LAS 

V4. 12. O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

4.7 Avaliação da toxicidade do PpyTI em modelo in vivo de Galleria mellonella 

 

A toxicidade aguda do PpyTI foi determinada em modelo in vivo utilizando larvas de 

G. mellonella. Neste sentido, 10 larvas com peso entre 200 e 300 mg, sem sinais de 

melanização, foram selecionadas randomicamente para cada grupo experimental. 10 µL de 

PpyTI na CIM observada para C. tropicalis e C. albicans (3,28 e 6,56 µM), solução salina 0,9% 

(controle positivo) e dimetilsufóxido (DMSO) a 100% (controle negativo) foram injetados na 

hemocele de cada larva através da penúltima propata esquerda com o auxílio de uma seringa 

Hamiton. Por fim, as larvas foram incubadas ao abrigo de luz, em temperatura ambiente (30 

ºC) e a sobrevivência foi monitorada em intervalos de 12 h, por um período de 72 h. Foram 

consideradas mortas as larvas que não apresentaram movimento ao torque e com altos níveis 

de melanização (Allegra et al., 2018; Lazarini et al., 2018).  

 

4.8 Análise estatística 
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Os resultados foram expressos com média ± desvio padrão da média (DP) e comparados 

por análise de variância (ANOVA de uma via). Para os dados obtidos no ensaio de biofilme 

utilizou-se o pós-teste de Tukey-Kramer para múltiplas comparações. Para avaliar a taxa de 

sobrevivência larval no ensaio in vivo com G. mellonella, o teste de Long-rank foi empregado. 

Os dados foram avaliados utilizando o software GraphPad Prism versão 8.0. Os resultados 

foram considerados significativos quando p < 0.05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Obtenção do PpyTI 

 

O perfil cromatográfico do EB das sementes de P. pyramidalis apresentou 3 picos bem 

definidos (Figura 9A). O Pico 2 apresentou atividade inibitória frente à enzima tripsina, de 

forma dose-dependente, atingindo 100% de inibição na concentração de 0,75 mg.mL-1 (Figura 

9B). Quando analisado em SDS-PAGE 12,5%, o Pico 2 apresentou uma única banda, com peso 

molecular aparente entre 17 e 24 kDa, assim como observado no trabalho original de Guimarães 

et al. (2015), que descreve o processo de purificação do PpyTI. Este procedimento de 

purificação foi utilizado para o preparo do inibidor utilizado nos demais experimentos. 

 

Figura 9 – Purificação do PpyTI. (A) Perfil cromatográfico das sementes de P. pyramidalis 

separado em coluna de exclusão molecular Sephacryl® S-200. (B) Atividade inibitória do EB e 

PpyTI frente à enzima tripsina. (C) Perfil de SDS-PAGE 12,5%, onde: M - marcador de peso 

molecular; EB - extrato bruto; PpyTI – inibidor de tripsina das sementes de Poincianella 

pyramidalis. 
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5.2 Atividade antimicrobiana  

 

5.2.1 Determinação da concentração inibitória, bactericida e fungicida mínima 

 

 A determinação da CIM, CBM e CFM do PpyTI frente às diferentes cepas revelou que 

o PpyTI não foi eficaz no combate às bactérias avaliadas (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – Atividade antibacteriana do PpyTI e do antibiótico ciprofloxacina. 

Microrganismos 
PpyTI (µM) Ciprofloxacina (µM) 

CIM CIM CBM 

E. coli ATCC 43895 >52,52 24 24 

K. pneumoniae >52,52 12 >24 

S. saprophyticus ATCC 49453 >52,52 24 24 

S. haemolyticus ATCC 29970 >52,52 12 24 

 

Por outro lado, o PpyTI mostrou-se eficaz no combate a diferentes espécies de Candida, 

sobretudo contra C. tropicalis ATCC 750 e C. albicans ATCC 90028, assim como os 

antifúngicos anfotericina B e fluconazol (Tabela 3). O PpyTI chegou a ser aproximadamente 

10 vezes mais eficaz que o fluconazol para as cepas de C. tropicalis e C. albicans, apresentando 

resultados próximos ao que foi observado para anfotericina B contra C. tropicalis. 

Considerando a importância clínica das espécies avaliadas e os dados obtidos, os ensaios 

subsequentes foram realizados com C. tropicalis ATCC 750 e C. albicans ATCC 90028. 

 

Tabela 3 – Atividade antifúngica do PpyTI e dos antifúngicos anfotericina B e fluconazol. 

Microrganismos 
PpyTI (µM) Anfotericina B (µM) Fluconazol (µM) 

CIM CFM CIM CFM CIM CFM 

C. glabrata 90030 26,26 >26,26 0,13 0,54 >52 >52 

C. glabrata 1707 6,56 6,56 0,27 0,54 >52 >52 

C. albicans 90028 6,56 6,56 0,67 0,67 65 65 

C. tropicallis 750 3,28 3,28 2,71 2,71 32,5 32,5 

C. krusei 6258 6,56 6,56 0,27 0,54 >52 >52 

C. guillermondi 6260 6,56 >6,56 0,06 0,13 26,12 26,12 
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5.2.2 Efeito fungicida tempo-dependente do PpyTI  

 

A cinética de morte por tempo realizada com as leveduras C. tropicalis e C. albicans 

incubados com PpyTI na CFM está representada na Figura 10. Contra C. tropicalis, o PpyTI 

apresentou uma rápida atividade fungicida, com redução parcial das UFCs aos 30 min de 

incubação e erradicação total das células aos 45 min, sendo este efeito superior ao observado 

pela anfotericina B, cuja erradicação aconteceu apenas aos 240 min (Figura 10A). Para C. 

albicans, o PpyTI apresentou uma cinética mais lenta, onde a erradicação total das colônias 

ocorreu apenas aos 240 min, sendo sua atividade superior a anfotericina B, que mesmo após os 

240 min não foi capaz de erradicar metade das UFCs (figura 10B). Ao contrário do grupo 

tratado com PpyTI, as leveduras utilizadas como controle apresentaram um crescente número 

de UFCs ao longo do experimento, demonstrando que, de fato, o PpyTI foi responsável pela 

morte celular nos tempos determinados até 240 min.  

 

Figura 10 – Atividade fungicida tempo-dependente do PpyTI frente a C. tropicalis e C. 

albicans. 

 

 

5.2.3 Efeito sinérgico entre PpyTI e os antifúngicos anfotericina B e fluconazol  

 

O efeito sinérgico do PpyTI pôde ser observado apenas na associação com o fluconazol 

no combate a C. albicans, onde a CIM de ambos os compostos, foi reduzida. Adicionalmente, 

o PpyTI apresentou efeito aditivo na associação com a anfotericina B no combate às cepas de 

C. tropicalis e C. albicans, e foi indiferente quando em associação com o fluconazol contra C. 

tropicalis (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Avaliação do efeito sinérgico do PpyTI associado a anfotericina B e fluconazol 

frente as leveduras C. tropicalis e C. albicans. 

Microrganismos Combinação 

CIM 

individual 

(µM) 

CIM 

combinação 

(µM) 

∑ CIF 
Atividade 

a b a b CIFa + CIFb 

C. tropicalis 

PpyTI (a) + 

anfotericina B 

(b) 

3,28 2,71 0,41 1,35 0,625 Aditiva 

PpyTI (a) + 

fluconazol (b) 
3,28 32,5 3,28 2,03 1,06 Indiferente 

C. albicans 

PpyTI (a) + 

anfotericina B 

(b) 

6,56 0,67 3,28 0,33 1,0 Aditiva 

PpyTI (a) + 

fluconazol (b) 
6,56 65 0,41 2,03 0,09 Sinérgico 

 

5.3 Mecanismos de ação 

 

5.3.1 Ensaio de ligação ao sorbitol e ergosterol  

 

Investigamos se o PpyTI atua por meio de interações com a parede celular ou membrana 

plasmática usando sorbitol (0,8 M) ou ergosterol (400 µg.mL-1) exógenos, respectivamente. O 

sorbitol é um protetor osmótico que estabiliza os protoplastos fúngicos, o que permite o 

crescimento do patógeno. Por outro lado, o ergosterol exógeno adicionado ao meio possui 

afinidade pelos esteróis que constituem a membrana plasmática fúngica. Estes esteróis são 

responsáveis por formar um complexo que protege a célula fúngica, permitindo seu 

desenvolvimento. Em ambos os casos, a interação de um composto antifúngico – no caso deste 

estudo, o PpyTI, com o sorbitol ou ergosterol no meio de crescimento, resultará em uma CIM 

maior que aquela observada na ausência deste. Nós não observamos nenhuma mudança no valor 

da CIM para C. tropicalis ou C. albicans na presença do D-sorbitol, indicando que a atividade 

fungicida do PpyTI não está relacionada diretamente com alterações na parede celular dos 
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microrganismos estudados. Por outro lado, na presença do ergosterol, a CIM de ambas as cepas 

aumentou (4x maior para C. tropicalis, e 2x maior para C. albicans), indicando que o PpyTI 

atua por meio de interações com a membrana plasmática, causando danos e afetando a 

viabilidade fúngica (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Atividade antifúngica do PpyTI na presença do sorbitol (0.8 M) e ergosterol (400 

µg.mL-1) contra C. tropicalis e C. albicans.  

Microrganismos 
PpyTI – CIM (µM) 

CIM Sorbitol Ergosterol 

C. tropicalis 3,28 3,28 13,12 

C. albicans 6,56 6,56 13,12 

 

5.3.2 Permeabilização da membrana celular  

 

 Para identificar o mecanismo pelo qual o PpyTI causa danos à membrana celular e morte 

fúngica, foi realizada a avaliação da permeabilização de membrana utilizando Sytox™ Green. 

Este corante fluorescente é impermeável e se liga à ácidos nucleicos apenas quando a 

integridade membrana plasmática da célula fúngica está comprometida, emitindo uma 

fluorescência quantificável. C. tropicalis e C. albicans foram incubadas com o PpyTI na CFM 

(3,28 µM e 6,56 µM respectivamente) por 240 min. Para C. tropicalis, o tempo necessário para 

aumentar a captação de Sytox™ Green em mais de 75% foi de 60 min (Figura 11A). Para C. 

albicans o tempo necessário para provocar a permeabilização da sonda fluorescente em mais 

de 75% foi de 60 min, atingindo uma captação de Sytox™ Green superior a 99% e, um platô 

aos 240 min de ensaio (figura 11B). Os dados do ensaio de quantificação da permeabilização 

de membrana foram corroborados pela cinética de morte observado no ensaio tempo-

dependente, e pela microscopia de fluorescência, onde as cepas tratadas com PpyTI, emitiram 

um alto sinal de fluorescência, confirmando a hipótese de que o mecanismo de ação do PpyTI 

envolve danos à membrana plasmática (figura 11C e D). 
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Figura 11 – Permeabilização da membrana plasmática das leveduras C. tropicalis e C. albicans 

tratados com PpyTI na CFM avaliados por 240 min. Microscopia de fluorescência com a sonda 

Sytox™ Green - C. tropicalis (C) e C. albicans (D) tratados com PpyTI na CIM por 24 h, 

utilizando a sonda fluorescente Sytox™ Green. Barra = 50 µM, objetiva 40 X. 

 

 

 

5.4 Avaliação da atividade antibiofilme do PpyTI 

 

5.4.1 Inibição da formação de biofilme de C. tropicalis e C. albicans 

 

 O PpyTI apresentou potencial inibição contra a formação do biofilme de C.tropicalis 

(Figura 10). Em comparação ao grupo controle, o PpyTI foi capaz de inibir a formação do 

biofilme em 92,6%, resultado próximo ao observado no grupo tratado com anfotericina B e 

fluconazol (96,49% e 92,02% de inibição na CIM, respectivamente) (Figura 12A). A 

permeabilização da membrana plasmática do biofilme, avaliada com corantes de ácidos 

nucleicos, SYTO9, que cora de verde todas as leveduras presentes em uma população, e o iodeto 

de propídio, que penetra apenas nas leveduras que apresentam danos à membrana, emitindo 
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uma fluorescência vermelha, revelou que as células agrupadas no grupo controle (não tratadas) 

emitiram a fluorescência verde com SYTO9, porém não emitiram nenhuma fluorescência no 

campo com PI, o que corresponde a células viáveis. Já as células do grupo PpyTI, tratadas 

previamente com o inibidor na CIM, emitiram fluorescência positiva para ambas as marcações. 

Esta diferença sugere que o PpyTI causa danos à membrana plasmática, afetando assim a 

formação do biofilme de C. tropicalis (Figura 12B). 

 

Figura 12 – Efeito antibiofilme do PpyTI, anfotericina B e fluconazol frente a C. tropicalis. (A) 

Análise quantitativa da inibição da formação de biofilme e (B) análise dos efeitos do PpyTI, 

anfotericina B e fluconazol em microscopia de fluorescência. Barra = 50 µM, objetiva de 40X. 

(ANOVA unidirecional seguido de pós-teste de Tukey-Kramer, * vs controle; # vs anfotericina 

B; £ vs fluconazol. **, ## e ££ p < 0.01; ***, ### e £££ p < 0.001). 

 

 

 O PpyTI também foi eficaz contra a formação do biofilme de C. albicans (Figura 11). 

Em comparação ao grupo controle, a utilização do PpyTI na CIM provocou a inibição da 

formação de biofilme em 93,8% (Figura 13A). Este efeito foi superior ao encontrado nos 

antifúngicos comerciais anfotericina B e fluconazol, cuja inibição foi de 64,9% e 9,8%, 

respectivamente. Os antifúngicos anfotericina B e fluconazol também apresentaram emissão de 
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fluorescência no campo com PI, porém, em menor intensidade do que a observada no grupo 

PpyTI. Estes dados corroboram os resultados quantitativos do ensaio de inibição da formação 

de biofilme (Figura 13B). Além disso, os dados obtidos na análise por microscopia de 

fluorescência sugerem que, assim como observado contra C. tropicalis, o mecanismo de ação 

envolvido na inibição da formação do biofilme de C. albicans se dá pelo menos em partes 

através de danos à membrana plasmática. 

 

Figura 13 – Efeito antibiofilme do PpyTI, anfotericina B e fluconazol frente a C. albicans. (A) 

Análise quantitativa da inibição da formação de biofilme e (B) análise dos efeitos do PpyTI, 

anfotericina B e fluconazol em microscopia de fluorescência. Barra = 50 µM, aumento 40 X. 

(ANOVA unidirecional seguido por pós-teste de Tukey-Kramer, * vs controle; # vs anfotericina 

B; £ vs fluconazol. ***, ###, £££ p < 0.001). 

 

5.4.2 Efeito do PpyTI sobre biofilme maduro 

 

 Nos ensaios de erradicação de biofilme maduro, o PpyTI, assim como os antifúngicos 

anfotericina B e fluconazol, foram incapazes de reduzir a biomassa de biofilme de C. tropicalis 

e C. albicans, quando tratados com a CIM (Figura 14). Contra C. tropicalis o PpyTI, 

anfotericina B e fluconazol reduziram a biomassa do biofilme em apenas 0,5%, 11,9% e 1,8%, 



58 

 

respectivamente (Figura 14A). Já contra C. albicans, os tratamentos reduziram apenas 11,7%, 

6,5% e 1,7%, respectivamente (Figura 14B). Diante da ausência de eficácia satisfatória na 

erradicação de biofilme maduro, não foram realizados experimentos para verificar possíveis 

mecanismos de ação associados. 

 

Figura 14 – Efeito do PpyTI, anfotericina B e fluconazol na erradicação do biofilme maduro. 

Análise quantitativa (A) C. tropicalis e (B) C. albicans. (ANOVA unidirecional seguido do 

pós-teste de Tukey-Kramer para o biofilme de C. albicans ATCC 90028 (figura. 11B), £ vs 

Fluconazol. 

 

 

5.5 Toxicidade in vivo em modelo de Galleria mellonella 

 

 A toxicidade do PpyTI em modelo in vivo de G. mellonella foi analisada com o PpyTI 

na CIM observada para C. albicans e C. tropicalis (3,28 e 6,56 µM, respectivamente). Como 

controle positivo, foi utilizada solução salina 0,9%. Como controle negativo, o DMSO a 100% 

foi utilizado. O grupo de larvas tratado com o PpyTI na CIM apresentou 100% de sobrevivência 

após as 72h de experimento, assim como o grupo controle tratado com NaCl 0,9% (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 



59 

 

 

Figura 15 – Taxa de sobrevivência (%) de larvas de G. mellonella tratadas com PpyTI na CIM 

de C. tropicalis e C. albicans, solução salina 0,9% e DMSO 100% no intervalo de 72h (p <0.001 

test de long-rank). 
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6 DISCUSSÃO  

 

Moléculas como IPs e peptídeos, podem exibir atividade antimicrobiana (Macedo et al., 

2016; Mohan; Kumari; Elyas, 2018) e importante potencial biotecnológico para o 

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Nosso inibidor foi isolado e sua atividade 

antimicrobiana e antibiofilme foi determinada no presente estudo. Ao contrário de outros 

inibidores de tripsina como EPTI, que apresentou atividade contra bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas como Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, 

Staphylococcus aureus e Staphylococcus haemolyticius (Alencar de Barros et al., 2021), o 

PpyTI não foi efetivo no combate as bactérias patogênicas avaliadas no presente estudo. Em 

contrapartida, o PpyTI mostrou-se eficaz frente a diversas espécies de Candida. As células 

fúngicas possuem como principais componentes de parede e membrana celular a quitina e o 

ergosterol, respectivamente. Nas plantas, o ergosterol é reconhecido como um antígeno não 

próprio, o que justifica o efeito antifúngico do PpyTI (Leite et al., 2015; Rodrigues et al., 2018). 

Neste sentido, caracterizamos o efeito fungicida do PpyTI e buscamos determinar possíveis 

mecanismos de ação associados a esta atividade, além de avaliar seu potencial antibiofilme. 

As espécies de Candida, comumente encontradas em humanos e animais, especialmente 

na pele e na mucosa de indivíduos saudáveis, desempenham um papel crucial nas infecções 

(Kim et al., 2009). Infecções por Candida spp. afetam aproximadamente 400.000 pessoas por 

ano com uma taxa de mortalidade que varia entre 10 e 25%, dependendo do estado imunológico 

dos pacientes (Oliveira et al., 2019). O desenvolvimento de agentes com atividade candicida 

são de extrema importância uma vez que a epidemia de infecções fúngicas e os desafios 

impostos pela resistência aos medicamentos existentes são de grande preocupação para a saúde 

pública (Maione et al., 2022). Embora a C. albicans continue sendo o principal patógeno 

associado à candidemia, outras espécies de Candida, denominadas de espécies não albicans 

(ENA), vem ganhando destaque no cenário epidemiológico, como é o caso da C. tropicalis 

(Medeiros et al., 2019). Estes dados levaram a OMS a classificar ambas as espécies, albicans e 

tropicalis, como prioridade para a saúde pública (OMS, 2022), enfatizando a necessidade da 

descoberta de novas moléculas com atividade antimicrobiana para o combate a estes patógenos.  

Neste sentido, destacamos o PpyTI como agente com promissora atividade antifúngica 

frente a diversas espécies de Candida, especialmente contra C. albicans e C. tropicalis, em 

baixas concentrações – 3,28 e 6,56 µM, respectivamente. Outros inibidores, com atividade 

inibitória semelhante, já foram descritos na literatura, como é o caso do inibidor de tripsina de 
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Enterolobium timbouva (EtTI), que foi capaz de apresentar atividade inibitória contra C. 

albicans, C. buinensis e C. tropicalis, apresentando IC50 de 11,66 µM, 16,36 µM e 21,63 µM, 

respectivamente, sendo esta atividade associada ao comprometimento da membrana plasmática 

e alterações morfológicas celulares (de Oliveira et al., 2018). O inibidor de tripsina de Cassia 

leiandra Benth (CLTI) também apresentou atividade contra C. albicans, com uma CIM de 8,39 

µM (Araújo et al., 2019). Outros dois inibidores descritos previamente pelo nosso grupo, 

também já foram caracterizados quanto a sua atividade fungicida. O inibidor de tripsina de Inga 

edulis (IETI) apresentou atividade inibitória frente a C. buiensis e C. tropicalis, com uma CIM 

de 10,2 µM (Dib et al., 2019), já o ILTI foi capaz de inibir o desenvolvimento de C. tropicalis 

a 125 µg.mL-1  (Macedo et al., 2016). 

A eficácia do PpyTI como agente fungicida foi caracterizada usando a cinética de morte 

dependente do tempo. O inibidor apresentou atividade fungicida mais rápida contra C. 

tropicalis, erradicando as UFCs em menos de 60 minutos, em comparação com C. albicans, 

onde a erradicação total das UFCs ocorreu aos 240 minutos após o início do experimento. Os 

dados na literatura a respeito da cinética de morte dependente do tempo por IPs são escassos, 

mas já foram observadas cinéticas de morte mais longas em peptídeos antifúngicos (AFPs) com 

diferentes mecanismos de ação (Tan et al., 2018). A atividade fungicida do peptídeo sintético 

K-au, por exemplo, foi determinada contra C. albicans ATCC 90028 e demonstrou cinética de 

eliminação semelhante à observada em nosso estudo, com uma redução no número de UFCs 

após 120 minutos de incubação, e erradicação total das UFCs após 180 minutos (Silva et al., 

2023). Complementarmente, o IKR18, um peptídeo sintético derivado da sequência do ILTI, 

um inibidor do tipo Kunitz com atividade antifúngica, mostrou um efeito bactericida em um 

curto período (Ramalho et al., 2022), de forma semelhante ao PpyTI. Este rápido efeito 

fungicida é uma característica ideal para agentes antimicrobianos e indica que o agente 

terapêutico tem como alvo proteínas intracelulares e de membrana cruciais para a sobrevivência 

do microrganismo, reduzindo as chances de propagação e induzindo a sensibilidade microbiana 

(Ramalho et al., 2022; Thankappan et al., 2021). 

As infecções causadas por Candida spp. são comumente tratadas com vários agentes 

antifúngicos para melhorar as respostas terapêuticas e evitar a resistência fúngica (de Aguiar et 

al., 2020). Avaliamos os efeitos sinérgicos entre o PpyTI e os antifúngicos comerciais 

anfotericina B e fluconazol. A combinação de PpyTI e anfotericina B apresentou um efeito 

aditivo contra C. tropicalis e C. albicans, fazendo com que doses menores de ambos os agentes 

fossem necessárias para se ter o mesmo efeito inibitório alcançado com os fármacos isolados e 

em concentrações menores. Adicionalmente, a combinação de PpyTI com fluconazol 
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apresentou um efeito sinérgico contra C. albicans, reduzindo a CIM de ambos os compostos. 

Embora haja poucos dados disponíveis na literatura sobre a atividade sinérgica entre IPs e 

agentes antifúngicos, um peptídeo derivado de Capsicum annuum demonstrou efeito sinérgico 

com o fluconazol contra C. albicans (Taveira et al., 2016). O efeito sinérgico entre agentes 

antifúngicos é de extrema importância, pois pode favorecer o aumento da eficácia de ambos os 

compostos, além de reduzir efeitos adversos indesejados, como é o caso do fluconazol, 

medicamento que apresenta altas taxas de toxicidade (Maione et al., 2022). Além disso, diante 

dos efeitos do PpyTI sobre a membrana celular fúngica, é possível que os danos causados pelo 

inibidor facilitem o influxo de fluconazol, causando alterações estruturais na membrana 

plasmática, e em um mecanismo de feedback positivo ocorra a retroalimentação do influxo do 

PpyTI e fluconazol para o interior da célula fúngica, promovendo efeitos tóxicos em 

concentrações menores, assim como observado pelo peptídeo CaThi (Taveira et al., 2016), 

entretanto, mais estudos são necessário para confirmar a hipótese. 

Diante da promissora atividade antifúngica do PpyTI, procuramos determinar possíveis 

mecanismos de ação associadas aos seus efeitos terapêuticos. A interação do PpyTI com a 

membrana da célula fúngica foi investigada por meio da avaliação da absorção do Sytox™ 

Green, uma sonda fluorescente que penetra apenas em células com membranas danificadas, 

ligando-se aos ácidos nucleicos e emitindo uma fluorescência mensurável (Rajasekaran et al., 

2019). Em nosso trabalho, quando as células fúngicas foram tratadas com PpyTI, houve um 

aumento na emissão de fluorescência de ambas as cepas estudadas (C. tropicalis e C. albicans). 

Estes dados indicam que os danos à membrana plasmática fúngica é um dos mecanismos de 

ação responsáveis pela morte celular provocada pelo PpyTI. As análises de microscopia 

corroboraram essas descobertas, revelando morfologia celular e emissão de fluorescência 

prejudicadas. Um efeito fungicida semelhante ao observado com o PpyTI, envolvendo danos à 

membrana, foi observado em estudos com IETI (Magee et al., 2012) e defensin ApDef1 (Soares 

et al., 2017) que avaliaram os efeitos desses compostos na integridade da membrana de 

diferentes espécies de Candida e contra Saccharomyces cerevisiae. Efeitos semelhantes 

também foram observados na atividade antifúngica do inibidor de tripsina de Capsicum annuum 

L. (CaTI), que induziu a produção de óxido nítrico, resultando em morte celular, com 

consequente aumento da captação do corante Sytox™ Green (Ribeiro et al., 2012), confirmando 

o potencial antifúngico destas moléculas por meio de diferentes mecanismos de ação. 

O ensaio de ligação ao ergosterol também foi realizado para melhor caracterização da 

atividade fungicida do PpyTI. O ergosterol é o esterol mais abundante na membrana dos fungos 

e um dos principais alvos dos antifúngicos, devido à sua abundância (Almeida et al., 2024). O 
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PpyTI apresentou uma forte interação com a membrana celular fúngica, aumentando a CIM de 

ambas as cepas estudadas (C. tropicalis e C. albicans) quando na presença do meio 

suplementado com ergosterol exógeno. Este mecanismo de ação é semelhante a determinadas 

classes farmacológicas, como polienos e azóis, que também afetam o ergosterol ou as enzimas 

envolvidas em sua biossíntese (Biernasiuk; Baj; Malm, 2022). Por exemplo, a anfotericina B 

forma poros na membrana ao se ligar aos esteróis, alterando a permeabilidade celular e levando 

à morte (Kamiński, 2014), enquanto o fluconazol inibe a lanosterol 14-α desmetilase, uma 

enzima essencial na biossíntese do ergosterol (Alizadeh; Khodavandi; Zalakian, 2017). 

Embora o PpyTI apresente uma atividade antifúngica promissora, as infecções causadas 

por Candida spp. são frequentemente desafiadoras devido à possibilidade de formação de 

biofilme, que oferece proteção contra os sistemas de defesa do hospedeiro (Biernasiuk; Baj; 

Malm, 2022). Considerando esse contexto complexo de resistência, investigamos as 

propriedades antibiofilme do PpyTI, que foi capaz de reduzir significativamente a biomassa de 

de biofilme de C. tropicalis e C. albicans em 92,6% e 93,8%, respectivamente. A atividade 

inibitória do PpyTI foi superior a observada pelo inibidor de tripsina ClTI, que inibiu 34,30% 

do biofilme pré-formado de C. albicans (Araújo et al., 2019). Entretanto, o PpyTI não teve 

impacto significativo nos biofilmes maduros. A ausência de atividade antifúngica frente aos 

biofilmes maduros pode ser justificada pela estrutura tridimensional composta de células 

leveduriformes, pseudo-hifas e hifas, carboidratos, lipídios e ácidos nucleicos, que permitem 

que células presentes em biofilmes tornem-se até 1.000 vezes mais resistentes que células 

planctônicas (Jafri et al., 2020; Mao et al., 2020). Entretanto, seus efeitos positivos na inibição 

da formação de biofilme sugerem um potencial para o desenvolvimento de agentes antifúngicos 

inspirados no PpyTI, capazes de erradicar biofilmes maduros, semelhante à ação do peptídeo 

antifúngico AMP-17, que erradicou o biofilme maduro de C. albicans ao inibir a expressão 

gênica associada a enzimas produtoras de polissacarídeos, interrompendo a produção da matriz 

do biofilme (Sun et al., 2022). 

Produtos naturais são excelentes candidatos no desenvolvimento de novos agentes 

terapêuticos. Geralmente apresentam baixa toxicidade, impacto ambiental e apresentam um 

amplo espectro de ação, quando comparados a substância sintéticas. Embora essas 

características existam, ensaios in vitro e in vivo devem ser realizados para garantir a segurança 

do seu uso. Por exemplo, apesar de sua alta aplicabilidade biotecnológica, alguns inibidores de 

peptidase, como os inibidores do tipo Bowman-Birk, podem apresentar toxicidade quando 

utilizados em altas concentrações devido a sua capacidade inibitória frente enzimas digestivas, 

inibindo o processo de digestão e absorção de nutrientes. Em nosso ensaio de toxicidade in vivo 
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com G. mellonella, o PpyTI não foi tóxico na CIM de ambas as cepas estudadas, o que ressalta 

a segurança associada ao uso deste inibidor. Esses resultados são promissores e podem ser 

utilizados como base para novos estudos que visem a utilização do PpyTI como agente 

terapêutico, ou para a síntese de compostos derivados do PpyTI, como PAMs, para o tratamento 

de infecções fúngicas.  
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7 CONCLUSÕES 

 

O PpyTI é um inibidor de tripsina que demonstrou uma importante atividade antifúngica 

frente a espécies de leveduras do gênero Candida, sobretudo contra a C. tropicalis e C. albicans, 

espécies que comumente estão relacionadas a infecções nosocomiais e mortalidade em pessoas 

idosas, imunocomprometidas e em UTIs. Comprovamos ainda que o PpyTI age de forma rápida 

na redução das UFCs de ambas as cepas estudadas. Este efeito candicida do PpyTI está 

relacionado com danos à membrana celular. Além disso, comprovamos que o PpyTI pode ser 

utilizado de forma aditiva ou sinérgica com antifúngicos comerciais como anfotericina B e 

fluconazol no combate a infecções. O PpyTI também foi eficaz na inibição da formação de 

biofilme de Candida tropicalis e Candida albicans, com atividade superior a observada pelos 

antifúngicos anfotericina B e fluconazol. Além disso, o PpyTI não apresentou toxicidade no 

modelo experimental utilizado, reforçando sua segurança e sua potencial aplicação 

biotecnológica. Diante dos resultados apresentados, incentivamos a realização de novos estudos 

que explorem o potencial farmacológico do PpyTI para o desenvolvimento de novos agentes 

com atividade antimicrobiana, como peptídeos antimicrobianos.  
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