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RESUMO

A capacidade adaptativa dos microrganismos levou ao desenvolvimento de diferentes
mecanismos de resisténcia que permitiram sua sobrevivéncia. A resisténcia antimicrobiana é
uma preocupacao global e uma ameaca a salde publica, promove prejuizos socioecondémicos e
resulta em altas taxas de mortalidade. Assim, torna-se evidente a necessidade da bioprospec¢éo
de compostos com atividade antimicrobiana. Os inibidores de peptidases (IPs) s&o
polipeptideos ou proteinas responsaveis pela defesa das plantas, e possuem aplicabilidade
biotecnoldgica, como é o exemplo o inibidor de tripsina das sementes de Poincianella
pyramidallis (PpyTI). Apesar de sua comprovada atividade inseticida, ndo existem relatos
disponiveis 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 cromatogréficas, seguido de eletroforese de proteinas em gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE). A concentracdo inibitdria, bactericida e fungicida minima
(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 possiveis mecanismos de a¢do do inibidor. O PpyTI ndo apresentou
atividade frente bactérias Gram-positivas e negativas, porém apresentou importante atividade
fungicida, com a CIM e CFM para C. tropicalis de 3,28 UM, enquanto para C. albicans
apresentou CIM e CFMde 6,56 uM. Em associacdo com o fluconazol, o inibidor apresentou
efeito sinérgico, reduzindo a CIM de ambos os compostos contra C. albicans. A adi¢do do
ergosterol resultou no aumento da CIM de ambas as cepas, sugerindo que 0 mecanismo de agéo
PpyTI envolve a alteragdo da integridade da membrana plasmética fangica, sendo este resultado
corroborado por meio do corante de &cidos nucléicos Sytox™ Green. Adicionalmente, o PpyTI
foi capaz de inibir a formacédo de biofilme por meio de danos a membrana celular das células
constituintes do biofilme fangico, reduzindo sua massa, sendo estes resultados superiores aos
observados pelos antifungicos anfotericina B e fluconazol. Os resultados apresentados neste
estudo fornecem evidéncias que PpyTI possa ser utilizado no desenvolvimento de estratégias

terapéuticas para o tratamento de infecc¢Ges flngicas.

Descritores: Inibidores de tripsina; resisténcia 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 (PpyT]I). 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 uM for C. tropicalis and MIC and MFC values of 6.56 uM 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 INTRODUCAO

Ha décadas os agentes antimicrobianos vém sendo empregados de forma eficaz no
tratamento de uma ampla gama de infeccdes (Brinkac et al., 2017). A descoberta e o
desenvolvimento dos antibidticos na metade do ultimo século revolucionaram a salde, sendo
nomeada como “era do antibidtico”, responsavel por gerar uma gama de mudangas terapéuticas
no combate as doencas infecciosas, permitindo o desenvolvimento da medicina (Asenjo; Oteo-
Iglesias; Alds, 2021; Huemer et al., 2020). Entretanto, a capacidade adaptativa dos
microrganismos levou ao surgimento de diferentes mecanismos de defesa que permitiram sua
sobrevivéncia frente aos agentes terapéuticos, o que ficou conhecido como resisténcia
antimicrobiana (RAM) (Corréa et al., 2022). A RAM é uma preocupacdo global de magnitude
crescente e que ameaga a saude publica, promovendo prejuizos socioeconémicos e altas taxas
de mortalidade (Arzanlou; Chai; Venter, 2017; Asenjo; Oteo-Iglesias; Alos, 2021).

No ultimo relatério global de RAM e do sistema de vigilancia de uso de antimicrobianos
da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), foram observados altos niveis (> 50%) de resisténcia
a bactérias que frequentemente causam sepse em hospitais, como Klebsiella pneumoniae ou
Acinetobacter spp. (OMS, 2022). Estima-se que as infeccBes causadas por bactérias resistentes
sejam responsaveis por cerca de 700.000 mil dbitos ao ano em todo mundo, com estimativa de
atingir 10 milhdes de mortes em 2050 (Huemer et al., 2020). Adicionalmente, a OMS destacou
6 bactérias que compdem o grupo ESKAPE, constituido por bactérias Gram-positivas e
negativas que representam ameaca global pela sua capacidade de causar infecgdes nosocomiais
e “escapar” da agdo biocida de antibidticos 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 patégenos que merece atencdo. Eles tém o
potencial de impactar significativamente tanto a salde humana quanto a seguranca alimentar,
apesar de muitas vezes serem negligenciados no contexto dos microrganismos (Revie et al.,
2018). De modo geral, a maioria dos casos de infec¢cBes fungicas sdo reconhecidas como
infeccdes leves e afetam a pele, cabelo, unhas, olhos e as mucosas oral e vaginal. Entretanto,
estima-se que estas infeccdes representem aproximadamente 135 milhGes de casos, com
elevadas taxas de mortalidade, sobretudo em pacientes imunocomprometidos, sendo
responsaveis por mais de 1,6 milhdes de mortes anualmente (Rokas, 2022). Leveduras do
género Candida, com destaque para Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata,

Candida parapsilosis, Candida krusei e, em algumas regides, Candida auris, estdo associadas
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ao desenvolvimento de candidemia — infeccdo sistémica causada por espécies do género
Candida (McCarty; White; Pappas, 2021) e sdo responsaveis por cerca de 90% das mortes
decorrentes de infeccBes fungicas (Lee et al., 2021).

Além das infec¢bes bacterianas e fangicas, a presenca de biofilmes — comunidades
tridimensionais de microrganismos protegidos por uma matriz extracelular composta por
macromoléculas — também representa um problema de salde publica e estd associada ao
desenvolvimento de varias doencas como a fibrose cistica, endocardite, osteomielite, sinusite,
infeccbes do trato urindrio e periodontite, além de apresentar uma maior resisténcia aos
tratamentos antimicrobianos usuais, com até 1.000 vezes mais resisténcia que células
plancténicas (Del Pozo, 2018; Rabin et al., 2015). Diante da problematica envolvendo infec¢des
bacterianas e fangicas, além da formacdo de biofilmes, torna-se evidente a necessidade da
bioprospec¢do de compostos que atuem no controle e tratamento destas infeccdes (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 biotecnologico (Gutierrez-Gongora; Geddes-McAlister, 2021), como
é 0 caso dos Inibidores de Peptidases (IPs). Os IPs atuam na defesa das plantas contra pragas e
patdgenos, regulando varios processos bioldgicos (Clemente et al., 2019; Kim et al., 2009). A
expressdo destas moléculas € influenciada por diversas condi¢Ges, como o ataque de herbivoros
e microrganismos, injurias e condicOes 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; Guimaraes et al., 2015),
antimicrobiana e antifungica (Karray et al., 2020; Macedo et al., 2016; Mohan; Kumari; Elyas,
2018; Silva et al., 2017), antibiofilme (Alencar de Barros et al., 2021) e anticancer (Magee et
al., 2012; Srikanth; Chen, 2016). Também sdo empregados na sintese de peptideos sintéticos,
como o Adevonin, um peptideo com atividade antimicrobiana bioinspirado no inibidor de
tripsina da Adenanthera pavonina (Rodrigues et al., 2018) e dos peptideos 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 purificagdo de um inibidor de tripsina do tipo
Kunitz, proveniente das sementes da Poincianella pyramidalis (Fabaceae, Caesalpinioideae)
(Guimardaes et al., 2015). A especie P. pyramidalis é popularmente conhecida como catingueira
e amplamente distribuida na regido semiarida do Brasil. Suas cascas, folhas e flores sdo
utilizadas na medicina popular para o tratamento de doencas como influenza, resfriados,

diarreia, desinteria, infec¢fes respiratorias e urinarias, além de inflamagdes de forma geral
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(Chaves et al., 2016; Mendes et al., 2014). Além das aplicagdes etnofarmacoldgicas, Guimaraes
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, gréos, farinhas e castanhas,
causando prejuizos econémicos (Macedo et al., 2010). Apesar do efeito inseticida j& descrito,
até o momento nédo existem relatos sobre o potencial antifungico desta proteina. Desta forma,
novos estudos sdo necessarios 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 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Infec¢bes nosocomiais bacterianas e fungicas

As infecgdes contribuem de forma substancial para as taxas de mortalidade (Magana et
al., 2020) e representam um problema de satde publica mundial (Soares et al., 2017). No que
diz respeito as infeccOes hospitalares (infecgdes nosocomiais), 25% dos 6bitos séo registrados
nos paises em desenvolvimento e 5 a 15% nos paises desenvolvidos (Lemiech-Mirowska et al.,
2021), resultando em U$ 45 bilhdes de gastos anuais em paises como Estados Unidos e Europa
(Storr et al., 2017). As infeccbes nosocomiais representam uma das principais causas de
morbidade e mortalidade, sobretudo nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI), onde as
infeccdes sdo 2 a 5 vezes mais recorrentes quando comparadas as enfermarias (Negri et al.,
2012). Individuos imunocomprometidos constituem o principal grupo de risco para este tipo de
infeccéo, principalmente quando associado ao uso de dispositivos intravasculares (Liu; Dickter,
2020). Bactérias Gram-negativas, em especial, sdo descritas como as responsaveis pela maioria
das infec¢des bacterianas (Klimova et al., 2016). No ambiente hospitalar, as principais bactérias
associadas ao desenvolvimento de infecgdes sdo representadas por Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Salmonella spp., e Brukholderia spp.

A existéncia de microrganismos resistentes a multiplas drogas (MRA) resulta em um
cenario de grande preocupacdo e incertezas na comunidade médica e cientifica mundial (de
Oliveira Santos et al., 2022), sobretudo pela sua capacidade de transmisséo entre humanos e a
falta de opgdes terapéuticas (Mills; Marchaim, 2021). Ao contrério das infec¢Bes bacterianas e
da resisténcia aos antibioticos, doencas associadas a infeccBes flngicas geralmente sdo
subestimadas. Neste contexto, patdgenos fungicos tem emergido como uma das principais
causas de morbimortalidade humana, onde as estimativas apontam que cerca de 150 milhdes de
pessoas possuem infecgdes fangicas e 1,5 milhdes de mortes sdo associadas a estas infeccoes
em todo o mundo (Lee et al., 2021; Prasad; Banerjee; Shah, 2017; Revie et al., 2018). As
infeccOes fungicas variam de infecgdes superficiais na cavidade oral ou trato geniturinario até
infecces sistémicas (Delarze; Sanglard, 2015). Os agentes etioldgicos predominantes das
infeccdes fungicas sistémicas incluem os microrganismos da espécies Aspergillus, responsaveis
por causar doenga sinopulmonar em pacientes com céncer hematoldgico e receptores de
transplante de células-tronco; Cryptococcus neoformans, responsaveis por causar

meningoencefalite em pessoas imunocomprometidas; e espécies do género Candida, que
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frequentemente causam infeccOes na corrente sanguinea de pacientes hospitalizados (Ben-Ami;
Kontoyiannis, 2021). Juntas, as espécies supracitadas sdo responsaveis por cerca de 90% das
mortes decorrentes de infec¢des fungicas (Lee et al., 2021).

As espécies do género Candida sdo importantes membros da microbiota comensal de
humanos e animais, sendo comumente isolada da pele e mucosa de individuos saudaveis
(Guimaraes et al., 2015). Entretanto, as infec¢des flngicas causadas por esta espécie estdo
emergindo como um problema de satde publica (Pereira et al., 2021), sobretudo nos casos onde
a disbiose, desnutricao, deficiéncias imunologicas, abuso do uso de antibioticos e condicGes
sanitarias precarias estdo presentes (Cordeiro et al., 2015). O género de fungos Candida abrange
cerca de 200 espécies fungicas, sendo que mais de 90% das infec¢Bes invasivas sdo causadas
por C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, que sdo patdgenos
oportunistas em humanos e que podem causar candidiase invasiva (Araujo et al., 2019;
Atiencia-Carrera et al., 2022). As espécies de Candida representam a 42 causa mais comum de
infecgBes nosocomiais encontradas na corrente sanguinea nos EUA, com taxa de mortalidade
de aproximadamente 50% (Cavalheiro; Teixeira, 2018). As taxas de mortalidade associadas aos
casos de candidemia por si sO, excede todos o0s casos de septicemia aguda associada a bactérias
Gram-negativas (Prasad; Banerjee; Shah, 2017), sendo a candidiase invasiva uma das maiores
ameagas nas UTIs, apresentando uma significante mortalidade em pacientes debilitados
(Maubon et al., 2014). No Brasil, em um estudo epidemiolégico conduzido por 6 anos na regido
nordeste, publicado em 2019 por Medeiros e colaboradores, foi encontrada uma alta incidéncia
de candidemia (2,23 casos/1.000 admissdes hospitalares) com tendéncia de crescimento e alta
taxa de mortalidade apds 7 e 30 dias de internacdo (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 patégeno associado a candidemia,
observa-se uma reducdo na incidéncia de casos associados a este microrganismo. Espécies ndo-
albicans (ENA) como C. tropicalis e C. parapsilosis vém tomando espaco no desenvolvimento
desta complicacéo (Medeiros et al., 2019), e essa tendéncia € observada, inclusive, na América
do Sul (Figura 1). A C. tropicalis € a mais importante espécie de Candida dentre as ENA,
principalmente pelo desenvolvimento de resisténcia a tratamentos empiricos, como 0
fluconazol, e sua associacdo com infecgdes sistémicas, onde a candidemia associada a C.
tropicalis possui incidéncia de 3 a 66% em regifes tropicais e subtropicais (Atiencia-Carrera et
al., 2022; de Souza et al., 2023). Além disso, C. tropicalis aparenta ter um maior potencial de

disseminacéo em pacientes neutropénicos 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 s&o
conhecidas por possuirem uma gama de fatores virulentos e caracteristicas comensais que
conferem habilidades invasora e colonizadora do tecido do hospedeiro por meio da expressdo
de adesinas e invasinas na superficie celular, capacidade de promover leséo celular, secretar
enzimas proteoliticas e formar biofilmes (Atiencia-Carrera et al., 2022).

Figura 1 — Epidemiologia da Candidemia na América do Sul.
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Fonte: Adaptado de Rieira et al., 2022.

2.2 Resisténcia antimicrobiana

A descoberta da penicilina em 1928, por Alexander Fleming, e o subsequente
desenvolvimento de uma gama de antibidticos representaram um marco na medicina, sobretudo
no tratamento de infeccbes que eram consideradas como sentencas de morte, como a
tuberculose e pneumonia. Este avanco reduziu drasticamente as taxas de morbimortalidade e
promoveu o desenvolvimento nas areas das ciéncias médicas e cirdrgicas (Lewies; Du Plessis;
Wentzel, 2019). Desde a sua descoberta, os antibioticos vém sendo amplamente utilizados na
medicina, alimentacéo e agricultura (Luo; Song, 2021). Embora os antibioticos ja tenham sido
eficazes para o tratamento de infeccdes 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 “pos-antibidtica” (Figura 2) (Lee et al., 2021). Este cenario se tornou uma das principais
preocupacdes para a satde publica, no &mbito comunitario e hospitalar, em virtude do rapido e
crescente aumento na resisténcia a medicamentos comumente utilizados (Bin Hafeez et al.,
2021; Magana et al., 2020).

Figura 2 — Linha do tempo relacionada a resisténcia aos antibidticos.
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Dados apontam que a RAM precede a identificacdo, sintese ou comercializacdo destes
medicamentos, com histérico de bactérias com mais de 2000 anos, isoladas de aguas glaciais e
resistentes a ampicilina (Morrison; Zembower, 2020). Os microrganismos encontram maneiras
de driblar os desafios encontrados em ambientes hostis num sistema adaptativo ha milhdes de
anos. Sao capazes de herdar genes de geracOes anteriores e de adquirir material genético de
outras espécies num sistema conhecido como transferéncia horizontal de genes, o que favorece
a RAM (Lewies; Du Plessis; Wentzel, 2019). Estima-se que a RAM seja responsavel por causar
aproximadamente 700.000 mortes em todo o mundo, podendo chegar a 10 milhdes de mortes
ao ano em 2050 (Figura 3) (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020). Associado a estes dados,
estima-se que a economia mundial também sera brutalmente afetada pela RAM, onde as mortes
prematuras serdo responsaveis por gerar prejuizos superiores a 100 trilhdes de dolares (Munita;
Arias, 2016). As bactérias podem apresentar resisténcia & multiplas drogas — condi¢cdo em que
0S microrganismos apresentam resisténcia a um ou mais agentes antimicrobianos, em trés ou
mais classes de antibioticos; e ainda podem ser classificadas como extremamente resistentes a

medicamentos, quando séo resistentes a acdo de todos os agentes antibioticos, condi¢des que
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impactam de forma significativa nos custos, tempo de internacdo e mortalidade hospitalar
(Bassetti et al., 2013). A RAM é responsavel por 15,5% das infec¢fes hospitalares adquiridas
(Mulani et al., 2019), e € classificada pelo Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC)
e a OMS como uma ameaga iminente a salde humana e uma das trés mais importantes ameacas
a saude publica do século 21 (De Oliveira et al., 2020; Munita; Arias, 2016).

Figura 3 — Impactos da resisténcia antimicrobiana a nivel global. (A) RAM como principal

causa de morte no mundo em 2050. (B) Distribuicdo geogréafica das mortes associadas a RAM

em escala global.
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Além da base genética, existem 4 mecanismos adaptativos descritos na literatura
associados @ RAM (Morrison; Zembower, 2020) (Figura 4). Embora exista necessidade do
desenvolvimento de novos antibioticos que possam ser utilizados contra microrganismos
resistentes, esta demanda ndo consegue ser suprida, fazendo com que poucas classes de
medicamentos tenham sido desenvolvidas desde o inicio dos anos 2000 (Bassetti et al., 2013).
Assim, a conhecida era dos antibidticos, que durou cerca de 80 anos, caminha para o periodo
de surgimento progressivo e generalizado de microrganismos cada vez mais resistentes (Gow
etal., 2022). Neste contexto, as bactérias do grupo ESKAPE, representadas por Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa e espécies
de Enterobacter. Estas bactérias sdo responsaveis pelo desenvolvimento de infeccGes
potencialmente fatais entre individuos imunocomprometidos e possuem a capacidade de
“escapar” da acgdo biocida dos agentes antimicrobianos, justificando a necessidade do
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos que sejam eficientes e se possivel, de baixo
custo (Bassetti et al., 2013; De Oliveira et al., 2020; Santajit; Indrawattana, 2016).

Figura 4 — Consequéncias da resisténcia bacteriana e principais mecanismos adaptativos
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Embora a resisténcia bacteriana seja o maior alvo de investimento e pesquisas pela alta
prevaléncia de infeccOes hospitalares (Delarze; Sanglard, 2015), a RAM é alvo de grande
apreensdo no contexto dos patdgenos fangicos (Lee et al., 2021), sobretudo porque 0 uso
frequente e profilatico de agentes antifungicos promoveram o desenvolvimento de resisténcias
de importancia médica (Revie et al., 2018). Atualmente o arsenal de antifungicos sistémicos
disponiveis para utilizacdo na préatica clinica consiste em apenas 4 classes de medicamentos —
os azdis, os polienos (representados pela anfotericina B), os inibidores da sintese de acido
nucleico e as equinocandinas (Figura 5). O que faz com que a resisténcia a antifungicos seja
preocupante é o limitado nimero de agentes terapéuticos disponiveis, o que implica dizer que
a resisténcia a apenas uma classe de drogas, pode reduzir significativamente as opcdes de

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

Figura 5 — Mecanismos de acdo dos principais agentes antifingicos disponiveis atualmente.
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Apesar da introducdo de novas classes medicamentos para o combate a infecgdes
fangicas, como é o caso das equinocandinas, e o desenvolvimento de novos medicamentos da
classe dos azdis que possuem maior espectro de acdo (voriconazol, posaconazol), o arsenal de

antifngicos ainda é pequeno e pouco eficiente (Maubon et al., 2014; Prasad; Banerjee; Shah,

Disrup¢iio da membrana celular

o Az0is
¢ Fluconazol, itraconazol,
miconazol e voriconazol
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2017). Diante do crescente nimero de infecgdes flngicas associadas a resisténcia e a toxicidade
dos agentes antifungicos atualmente disponiveis, faz-se necessario que novos agentes
terapéuticos com diferentes mecanismos de acdo e maior seguranca sejam desenvolvidos
(Maubon et al., 2014; Muhaj et al., 2022). Um resumo dos mecanismos adaptativos associados

a resisténcia fangica estdo representados na Tabela 1.



Tabela 1 — Drogas antiflngicas, alvos celulares e mecanismos adaptativos da resisténcia antifingica
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Modificagdes pontuais nos genes
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2.3 Biofilme como mecanismo de resisténcia microbiana

Na década de 1970, as bactérias eram vistas como microrganismos singulares e
flutuantes. Baseado no modelo de cultura de células planctdnicas, foram desenvolvidos diversos
estudos e agentes biocidas para o combate destes microrganismos. Entretanto, com o0s
microrganismos resistentes a drogas e a dificuldade de combaté-los, foi necessario realizar a
revisao do estilo de vida destes patdogenos. Sendo assim, pdde ser observado que além de
viverem apenas como células Unicas em suspensdo, microrganismos podem viver em
comunidades, aderidas a superficies ou umas as outras. Os chamados biofilmes, promovem uma
protecdo adicional aos microrganismos e funcionam como um mecanismo de resisténcia aos
agentes antimicrobianos (Rabin et al., 2015; Schuster; Markx, 2014). Os biofilmes representam
ecossistemas estruturados de uma ou mais espécies microbianas. Estas espécies sdo firmemente
aderidas em uma superficie e incorporadas em uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares que pode conter exopolissacarideos (EPS), proteinas fibrosas e globulares
(incluindo enzimas extracelulares), lipideos, acidos nucleicos e outras macromoléculas
(Karygianni et al., 2020; Wang; Flint; Palmer, 2019). Esta matriz representa um espaco
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 prote¢éo
confere mais resisténcia & ambientes extremos, quando comparados a microrganismos
planctonicos, sendo essa uma importante funcdo na persisténcia de infeccdes microbianas
(Figura 6) (Flemming et al., 2023; Rabin et al., 2015; Yin et al., 2019).

Os biofilmes sdo as maiores causas de infecgdes fungicas intrataveis em pacientes
imunocomprometidos (Srinivasan; Lopez-Ribot; Ramasubramanian, 2014). Os estudos a
respeito do tema vém crescendo ao longo do tempo, sobretudo pela alta associacdo com
infecces crbnicas e a resisténcia medicamentosa. Além disso, os biofilmes causam mais de
80% de infeccOes de forma direta ou indireta, principalmente relacionadas a equipamentos
médicos e superficies corporais (pele e tecidos moles, pulméo, bexiga, coracédo etc.) (de la
Fuente-Nufez et al., 2013; Fan et al., 2022). Uma taxa de 50% das infec¢des nosocomiais estdo
associadas ao uso de equipamentos médicos, como os cateteres, instrumentos que dispdem de
uma superficie ideal (porosa e hidrofébica) para a fixacéo de células capazes de formar biofilme
(de Souza et al., 2023; Roy et al., 2018).

O desenvolvimento do biofilme consiste em uma sucessé@o de etapas que envolvem a
adesdo inicial, colonizacdo, desenvolvimento, maturacdo e dispersao ativa (Yin et al., 2019). A

adesdo inicial & uma etapa reversivel onde células superam a repulsdo eletrostatica inicial por
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meio de apéndices celulares, polimeros associados a superficie e caracteristicas como
hidrofobicidade da superficie celular, seguido da producdo de EPS e adesinas (Wang; Flint;
Palmer, 2019). Posteriormente, na fase de colonizagdo, os microrganismos aderem de forma
irreversivel a superficie por meio de fortes ligacGes hidrofilicas/hidrofobicas promovidas pelos
flagelos, pili, lipopolissacarideos, EPS e proteinas adesivas de ligacdo ao colageno (Yin et al.,
2019). Na fase de maturacdo dos biofilmes ocorre o desenvolvimento de uma morfologia
madura caracterizada por uma estrutura onde as células estdo agrupadas e protegidas de agentes
estressores como a imunidade do hospedeiro, agentes antimicrobianos e danos oxidativos
(Rather; Gupta; Mandal, 2021). Por fim, ocorre a dispersdo das células dos biofilmes, de forma
ativa ou passiva, por meio de processos internos como degradacdo (Rather; Gupta; Mandal,
2021; Yin et al., 2019).

Figura 6 — Estagios do desenvolvimento do biofilme fungico.

Fixacao Fixacio Crescimento e formacao Maturacao do biofilme
reversivel irreversivel de microcolonia fiingico

Dispersao

Fonte: Adaptado de Sauer et al., 2022.

Os microrganismos que se encontram dentro do biofilme sdo extremamente
problematicos, pois sdo mais resistentes aos mecanismos de defesa do hospedeiro e a terapia
antimicrobiana convencional quando comparados aos microrganismos plancténicos. Estas
caracteristicas permitem sua sobrevivéncia em ambientes hostis, mesmo em condic¢des de fome
e dissecacdo (de la Fuente-Nufiez et al., 2013; Rabin et al., 2015; Roy et al., 2018). Alguns

mecanismos adaptativos justificam a resisténcia dos biofilmes aos agentes terapéuticos, tais



32

como expressdao de bombas de efluxo, presenca de moléculas como eDNA e glucanos
periplasmaticos derivados de NdvB — que sequestram as drogas e favorecem a produgao de -
lactamases pela matriz do biofilme (Hall; Mah, 2017). Como resultado ocorre a reducédo
intracelular, de afinidade e de efeito entre microrganismos e agentes terapéuticos (Pereira et al.,
2021). Além disso, os biofilmes apresentam multiplas células em sua composi¢do, 0 que € um
fator chave no desenvolvimento da resisténcia (Sharma; Bisht, 2023).

Espécies de Candida podem formar biofilmes bem estruturados, compostos de maltiplos
tipos de células e microrganismos. Estes microrganismos promovem resisténcia intrinseca a
uma ampla variedade de fatores estressores, como 0s agentes antifingicos 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 reservatorio de células fangicas
patogénicas que apresentam grande resisténcia as drogas e ao sistema imunoldgico do
hospedeiro. Como consequéncia, passam a apresentar alta capacidade de disseminacgéo e causar
infeccdes sistémicas, resultando em altas taxas de mortalidade (entre 30 e 40%) (Maione et al.,
2022). Igualmente preocupante aos biofilmes formados por C. albicans, sd@o os biofilmes
formados por C. tropicalis, ja que estes estdo associados a altas taxas de mortalidade entre

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

2.4  Considerac0es gerais sobre os inibidores de peptidase

Ao longo do tempo as plantas desenvolveram diversos mecanismos de defesa contra
animais herbivoros e patdgenos. Estes mecanismos estdo relacionados com a producdo de
metabdlitos primarios, a base de peptideos ou proteinas, e 0os metabdlitos secundarios como
polifendis, terpenos, flavonas, saponinas, alcaloides e taninos (Hellinger; Gruber, 2019). Dentro
da classe dos metabdlitos primarios vegetais destacamos os IPs, uma classe de polipeptideos
que participam de diversos processos fisiol6gicos nas plantas. Estes IPs podem atuar de duas
maneiras: (i) promovendo a protecdo contra o ataque de animais, insetos e microrganismos por
meio de regulacédo de atividade enzimética enddgena, modulacdo da apoptose e estabilizacdo
de proteinas de defesa, resultando em inibicdo de enzimas digestivas ou danos ao trato
gastrointestinal dos agentes agressores; ou (ii) como uma forma de reserva de proteinas,
correspondendo a 1-10% do contetdo proteico total de sementes e tubérculos, além de controlar
a mobilizacdo deste nutriente na forma de aminoacidos ou pequenos peptideos (Bonturi et al.,
2022; Clemente et al., 2019; Hellinger; Gruber, 2019).
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H& uma crescente identificacdo de IPs em diferentes organismos (Rawlings, 2010). Os
IPs sdo 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 enzimatica, como os inibidores de peptidases serinicas, asparticas e de
cisteina, ou de acordo com as suas caracteristicas estruturais (Gutierrez-Gongora; Geddes-
McAlister, 2021). A mais abrangente e compreensiva classificacdo foi conduzida pelo instituto
Sanger, que deu origem a base de dados de inibidores MEROPS, que traz informacdes a respeito
de peptidases (também chamadas de proteases, proteinases e enzimas proteoliticas) e as
proteinas que as inibem, provenientes de microrganismos, plantas e animais, comumente
utilizada pela comunidade cientifica. Atualmente existem quase 100 familias de IPs descritas
na base de dados MEROPS, que foram classificadas por sua sequéncia primaria de aminoacidos
e subdividas em 39 clés, de acordo com suas similaridades na estrutura secundaria e tercidria,
assim como nas fungdes apresentadas pelo inibidor (Hellinger; Gruber, 2019).

Mais de 104 familias de plantas com capacidade de expressdo de IPs ja foram
identificadas. A maioria dos IPs vegetais sdo encontrados nas plantas das familias Fabaceae,
Gramineae, Leguminosae e Solanceae (Herwade et al., 2021). Estes inibidores sao
heterogéneos, e podem ser representados por proteinas (>15 kDa) como os inibidores do tipo
Kunitz, Cistatinas e Serpinas, e peptideos (<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 acdo responsavel pela atividade dos IPs envolve a interacdo com as peptidases
de diferentes formas, embora existam dois mecanismos amplamente distribuidos na natureza
(Figura 6), nomeadamente: (i) ligacdo irreversivel entre protease-inibidor e (ii) interacdo
reversivel entre protease-inibidor. Os inibidores que se ligam de forma irreversivel a protease
sdo encontrados normalmente na familia das serpinas, a2 macroglobulinas e inibidores da
proteina p53 de baculovirus. Nestes casos, a interacdo entre protease-inibidor promove a
clivagem de um peptideo interno presente na estrutura do inibidor e causa uma mudanga
irreversivel em sua estrutura e seu mecanismo catalitico (Figura 7A). Por outro lado, os
inibidores que se ligam de forma reversivel sdo capazes de estabelecer uma forte interagdo com
sitio alvo das enzimas cognatas, havendo a formacdo de um complexo enzima inibidor inativo
(Figura 7B) (Clemente et al., 2019).

Dentre os inibidores de proteases, destacamos 0s inibidores do tipo Kunitz, ao qual o
PpyTI faz parte. Os inibidores do tipo Kunitz pertencem a subfamilia I3A (origem vegetal) e
I3B (origem animal). Trata-se de macromoléculas compostas por uma Uunica cadeia

polipeptidica, com tamanho variavel entre 16 e 24 kDa, com 4 residuos de Cys, formando duas
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pontes dissulfeto e um Unico sitio reativo. Essas caracteristicas podem ndo seguir esse padréo,
apresentando entre 0 e 4 residuos de Cys, formando uma ou nenhuma ponte dissulfeto. Esses
inibidores geralmente inibem aspartico, cisteino e serinopeptidases (Alencar de Barros et al.,
2021; Bendre; Ramasamy; Suresh, 2018; Herwade et al., 2021).

Figura 7 — Mecanismos de acdo dos IPs. (A) Ligacdo irreversivel entre o inibidor e protease. O
peptideo interno do inibidor é clivado pela protease, dando origem ao complexo inibidor-
protease que ndo consegue ser desfeito, caracterizando este inibidor como sendo do tipo
“suicida”. (B) Liga¢ao reversivel entre o inibidor e protease. A protease se liga ao inibidor de
forma reversivel, formando um complexo protease-inibidor que pode ser dissociado dando

origem ao inibidor em sua forma intacta ou modificada.
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Fonte: Adaptado de Clemente et al. (2019).

2.5 Inibidores de peptidases como agentes antibacterianos, antifungicos e antibiofilme

Os IPs vem despertando interesse no meio cientifico por conta das suas potenciais
aplicabilidades biotecnologicas 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; Guimarées et al., 2015) e antimicrobianos (Alencar de Barros
etal., 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 peptideos
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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 atencédo especial para os IPs e PAM,
vém se destacando como compostos promissores no desenvolvimento de agentes
antimicrobianos e no combate de infecgdes 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 0s 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 acdo associados
proteases, alteracdo na permeabilidade da membrana celular dos microrganismos e estimulo
para a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) que causam danos a membrana,
resultando em lise e morte celular (Arulpandi; Sangeetha, 2012; de Souza Nascimento et al.,
2022).

Além de apresentarem atividade contra bactérias, diversos IPs sdo descritos na literatura
como agentes antifungicos (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 fangica, alteragdo na bomba de prétons
da membrana plasmatica, inducdo do estresse oxidativo e danos ao DNA (Aradujo 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 producéo de EROs, causando danos a membrana
e levando a morte celular, sendo esse um mecanismo de acdo responsavel pela atividade
fungicida de diversos inibidores (Gutierrez-Gongora; Geddes-McAlister, 2021; Macedo et al.,
2016). Os estudos que avaliam a atividade antibiofilme dos IPs sdo escassos, porém alguns
inibidores ja se mostraram capazes de impedir a formacao de biofilmes bacterianos e flngicos.
Alguns exemplos de inibidores ja identificados s&o o EpTI (Alencar de Barros et al., 2021) e 0
CITI (Alencar de Barros et al., 2021; Araujo et al., 2019), o que revela uma outra funcionalidade
destas moléculas, e reforca a importancia 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 género Poincienalla Britton & Rose pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae, e possui cerca de 35 espécies, com ocorréncia predominante na América
Central e no Caribe. A P. pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz é nativa e endémica da regido
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 s&o comumente utilizadas na medicina popular
na preparacdo de infusdes e decocgdes para uso como diurético, antidispéptico, no tratamento
da febre e doencas como influenza, diarreia, desinteria, infeccdes respiratorias e urinarias, e

inflamacGes de forma geral (Camara et al., 2017; Chaves et al., 2016).

Figura 8 — Poincianella pyramidalis (Tul.) L.P. Queiroz. (A) Locais identificados de ocorréncia
de catingueira (P. pyramidalis), no Brasil. (B) Arvore em floresta. (C) Frutos maduros. (D)

Sementes de P. pyramidalis.
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Fonte: Adaptado de Carvalho (2014) e

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

Os inibidores de tripsina vém sendo amplamente estudados, principalmente na avaliagdo
da sua seguranca, potencial biotecnoldgico, aplicacdo na area da satde, além da avaliacdo das
suas caracteristicas quimicas e estruturais. Os IPs apresentam multifuncionalidade, o que os

tornam excelentes candidatos para estudos que visam a avaliagdo 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 Gnica cadeia polipeptidica, peso molecular
de 19,042 Da, alta estabilidade térmica, suporta temperaturas superiores a 70 °C, e ampla faixa
de pH. Adicionalmente a caracterizacdo do PpyT]l, a capacidade inseticida do inibidor foi
avaliada por meio da oferta cronica do PpyTI (0,25%) a dieta das larvas foi capaz de retardar o
desenvolvimento larval. Ja a suplementacdo de PpyTI a 1% foi capaz de promover a reducao
do peso (80%) e morte (70%) das larvas. A atividade inseticida do PpyTI foi associada a sua
capacidade inibitoria contra enzimas do intestino médio das larvas de A. kuehniella (Guimardes
et al., 2015). Entretanto, até o presente momento nao existem dados disponiveis na literatura a
respeito da aplicacdo do PpyTI no combate contra bactérias e fungos, na inibicdo da formacéo
e/ou ruptura de biofilmes bacterianos e flngicos, e ndo existem dados em relacdo a sua

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

3.1  Objetivo geral

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

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

3.2 Objetivos especificos

Em relacéo ao inibidor de tripsina de sementes de Poincianella pyramidalis (PpyT]l), buscar-

se-a;

e Determinar a concentragao inibitoria minima (CIM) e concentracéo bactericida minima
(CBM) frente bactérias Gram-positivas e Gram-negativas;

e Determinar a CIM e concentracdo fungicida minima (CFM) contra leveduras;

¢ Auvaliar o efeito sinérgico em associacdao aos medicamentos anfotericina B e fluconazol,

e Determinar o mecanismo de acdo antifungico frente as leveduras C. tropicalis ATCC
750 e C. albicans 90028, utilizando sorbitol, ergosterol e a sonda corante Sytox™
Green;

e Investigar o efeito do PpyTI sobre o desenvolvimento e erradicagdo de biofilmes
fangicos, por meio da coloracdo com cristal violeta;

e Auvaliar a toxicidade do PpyTI em modelo in vivo de Galleria mellonella.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido nas dependéncias do Laboratorio de Purificacdo de
Proteinas e suas Funcbes Bioldgicas (LPPFB), alocado na Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS).

4.1  Obtencdo do PpyTI

4.1.1 Acesso ao patrimdnio genético

A atividade de acesso ao patrimonio genético esta cadastrado no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimodnio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob numero
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 °C no banco de sementes do LPPFB até o
momento do uso. A tripsina bovina, albumina sérica bovina (BSA), Na-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 fluorescéncia Sytox™ Green e Live/Dead™ foram
adquiridos da empresa Thermo Fisher Scientific. Os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.

4.1.3 Obtenc¢do do Extrato Bruto

As sementes foram descascadas e trituradas em moinho elétrico a 27.000 rpm. A farinha
obtida foi submetida a delipidacdo com hexano, por 8 h, havendo troca de solvente a cada 2h,
onde foi retirado grande parte de seus componentes apolares, com posterior transferéncia para
uma bandeja com papel filtro para volatilizacdo do solvente. Em sequéncia, a extragdo das
proteinas foi realizada com tampé&o fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,6 na propor¢do de 1:10
(farinha:tampado) (p/v), sob agitacéo constante por um periodo de 4 h em temperatura ambiente.

Apds extracdo, a suspensao foi submetida a centrifugagéo a 10.000 rpm, a 4° C, durante 30 min.
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O sobrenadante foi aliquotado, dialisado (membrana de dialise 12 kDa cutoff) contra agua
destilada durante 48 h e, por fim, liofilizado. O material proveniente da liofilizacdo foi

denominado extrato bruto (EB).

4.1.4 Obtencgéo do PpyTI

Uma aliquota de 350 mg do EB foi dissolvida em 2 mL de tampéo fosfato de sédio 0,1
M, pH 7,6, e incubada em banho ultrassdnico por 5 minutos. Subsequentemente a amostra foi
centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna de
exclusio molecular Sephacryl® S-200 High Resolution (Sigma-Aldrich), equilibrada
previamente com o mesmo tampdao. Foram coletadas fragdes de 3 mL em um fluxo de 40 mL.h"
. Um perfil cromatografico foi tragado utilizando o espectrofotdmetro Evolution 200 (Thermo
Scientific) nos comprimentos de onda 216 e 280 nm. As fragcdes correspondentes aos picos
identificados foram utilizados em um ensaio de atividade inibitéria frente a tripsina bovina, a

fim de identificar o pico que continha o PpyTI.

4.2  Analise da atividade inibitdria frente a enzima tripsina

O EB e 0 pico 2 da coluna Sephacryl® S-200 High Resolution foram utilizados no ensaio
de inibicdo da enzima tripsina. Foram utilizadas diferentes concentragdes (0 — 2,0 mg.mL™?) de
ambas as amostras. A atividade da tripsina foi medida através da quantificacdo do corante p-
nitroanilida, produto da hidrdlise do substrato cromogénico N-benzoyl-L-arginina-p-
nitroanilida (BAPNA). Para isso, em uma microplaca de 96 pogos foram incubados 4 pL de
tripsina (0,25 mg.mL™), 35 pL de amostra em diferentes concentragdes e 31 pL de tampao Tris-
HCI 0,05 M pH 8.0 (totalizando 70 pL) a 30 °C, por 10 min. Posteriormente, foram adicionados
200 pL de BAPNA 1 mM. O tempo total do ensaio foi de 30 min e a determinagdo da hidrdlise
do substrato foi feita em leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Scientific) a 410 nm.
Para os controles negativos (brancos), substituiu-se os 4 pL de tripsina por tampao Tris HCI
0,05 M pH 8.0, e para controles positivos, foram adicionados 66 pL de tampédo e 4 pL 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 concentracédo de 5% de acrilamida.
A amostra foi dissolvida em tampdo de amostra (Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; glicerol; SDS 20%;
H20 e azul de bromofenol), incubada a 95 °C durante 5 min, e um volume de 5 pL foi aplicado
em cada pogo. A corrida foi realizada a 150 V. Foi utilizado o marcador de peso molecular
Amershan ECL High-Range Rainbow Molecular Weight (Sigma Aldrich). As proteinas
separadas nos géis foram detectadas pela coloracdo do gel com 0,1% (p/v) de Coomassie
Brilliant Blue R-250. Para a descoloracdo do gel, foi utilizada uma solu¢do contendo &gua

destilada, metanol e &cido acético (5:4:1 — v/v/v).

4.4  Quantificacdo de proteinas

A concentragdo proteica da amostra, utilizada como base para determinagdo de
concentracdo nos experimentos subsequentes, foi estimada pelo método descrito por Bradford
(1976), utilizando a albumina sérica bovina (bovine serum albumin - BSA) 1 mg.mL™* como
padrdo. A leitura das absorbancias foi feita em leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo
Scientific) a 595 nm.

45  Avaliacdo 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 °C até o momento do uso. Para a realizagcdo 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 °C por 24 h.
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45.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do PpyTI foi determinada por meio da determinacdo da
concentracdo inibitoria minima (CIM), utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo, de
acordo com o protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2003).
Os intculos foram preparados em solucéo salina estéril (NaCl 0,9%) por meio do método de
crescimento direto, utilizando col6nias isoladas de bactérias previamente cultivadas em placas
de Petri contendo MHA. A densidade dptica (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.mL1). Em sequéncia, a suspenséo bacteriana foi diluida em uma proporgéo de 1:20 (v/v),
alcancando a densidade final de 1,5 x 10® UFC.mL™, e adicionada aos pocos (placas de 96
pocos) previamente preenchidos com Muller Hinton caldo (MHC), amostras de PpyTI ou
antibiotico. A adicdo do in6culo aos pogos resultou em uma concentracao final de bactérias de
1,5 x 10° UFC.mL™.

Para determinar a CIM do PpyT]I, foram adicionados 80 pL de MHC e 10 pL do inibidor
(em concentracdes variadas 0,10 - 52,52 uM, previamente preparado em solucéo estéril de NaCl
0,9%); ou 10 puL de ciprofloxacino em diferentes concentracdes (Sigma-Aldrich) para o grupo
controle positivo. Para o controle de crescimento e controle de esterilidade, adicionou-se 10 pL
de solucdo estéril de NaCl 0,9%. Para todos os grupos, com excecao do controle de esterilidade,
foram adicionados 10 pL do inéculo bacteriano aos pocos. A CIM foi definida como a menor
concentracdo de PpyTI ou ciprofloxacino capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel apds
24 h de incubacdo a 37 °C. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi definida como a
menor concentracdo do PpyTI capaz de inibir o crescimento bacteriano visivel apds 24 h de
incubacdo a 37 °C em placa de Petri contendo MHA. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
4.5.3 Atividade antifungica
4.5.3.1 Preparo do indculo fangico
Os inoculos 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 colénias
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isoladas das leveduras supracitadas, previamente cultivadas em placas de Petri contendo SDA.
O ino6culo fangico foi preparado em solugdo salina estéril (NaCl 0,9%), até atingir DO
equivalente a 0.5 na escala McFarland (equivalente a 5,0 x 10® UFC.mL™!) determinada a 620
nm. A suspensdo fangica foi diluida em uma proporcao de 1:20 (v/v), alcancando a densidade
final de 2,5 x 103 UFC.mL™* (CLSI, 2017).

4.5.3.2 Determinacdo da CIM e Concentracao Fungicida Minima (CFM)

A CIM das leveduras foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo em caldo,
utilizando placa de 96 pocos, seguindo a metodologia proposta pelo CLSI (2017). Os in6culos
foram preparados conforme descrito previamente (4.5.3.1), e adicionados as placas de 96 pocos
contendo caldo RPMI 1640, amostras de PpyT], anfotericina B (Sigma-Aldrich) ou fluconazol
(Sigma-Aldrich). Em seguida, 80 pL de caldo RPMI 1640, 10 pL de PpyTI (em diferentes
concentragdes 0,10 — 52,52 uM, previamente preparado e solucédo estéril de NaCl 0,9%) e 10
pL do in6culo foram adicionados em cada pogo. Como controle positivo, adicionou-se 10 pL
de anfotericina B ou fluconazol (Sigma-Aldrich), como controle negativo, 10 pL de solugédo
estéril de NaCl 0,9% e 10 pL da suspensdo fungica e, por fim, para o controle de esterilidade,
foram adicionados mais 10 pL de solugdo salina estéril (NaCl 0,9%). A CIM foi definida como
a menor concentracdo de PpyTI capaz de inibir o crescimento fungico visivel ap6s 24 h de
incubacdo a 37 °C. A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi determinada como a menor
concentracdo do PpyT]I capaz de inibir o crescimento fungico visivel apds 24 h de incubacéo a

37 °C 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 associacdo com os antiflngicos referéncia anfotericina
B e fluconazol foi investigado pelo método Checkerboard de microdiluicdo em caldo (Odds,
2003; White et al., 1996), em microplacas de 96 pocos. Os inoculos fangicos foram preparados
conforme descrito anteriormente (4.5.3.1). O PpyTI, anfotericina B e fluconazol foram
analisados em combinacdo, a partir das suas respectivas CIMs, por meio de dilui¢do seriada
para ambas as cepas (C. tropicalis e C. albicans). A densidade fungica atingiu uma
concentracéo final de 2,5 x 10 UFC.mL* em meio RPMI-1640 e as placas foram incubadas

por 24 h a 37 °C. O resultado do ensaio combinatério foi interpretado como a menor
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concentracdo de cada combinagdo que inibiu completamente o crescimento fangico. O indice

de concentragdo inibitoria fracionada (FICI) foi calculado utilizando a equag&o abaixo:

> FIC = FICA + FICB

FIC é arazdo da CIM da droga em combinacdo 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.

45.5 Ensaio da atividade fungicida tempo-dependente

A atividade fungicida tempo-dependente do PpyTI frente as leveduras C. tropicalis
ATCC 750 e C. albicans ATCC 90028 foi determinada seguindo a metodologia descrita por
por Miti¢-Culafi¢ et al. (2005), com modificacdes. O indculo fingico foi preparado, e
adicionado aos pocos tratados com PpyTl na CFM (3,28 e 6,56 UM para C. tropicalis e C.
albicans, respectivamente), assim como o controle positivo, constituido pelos farmacos
antifungicos referéncia fluconazol e anfotericina B, utilizados em suas respectivas CFM. Para
0 ensaio, aliquotas de 10 pL de cada grupo foram adicionadas e distribuidas em placas de Petri
contendo SDA nos intervalos de incubacgéo de 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180 e 240 min, utilizando
a técnica de esgotamento com auxilio de uma alca de Drigalski. Placas sem tratamento,
contendo apenas o inéculo fangico, foram utilizadas como controle de crescimento. As culturas
tratadas e ndo tratadas foram incubadas durante 24 h a 37 °C. Apo6s este periodo, foram
realizadas as contagens de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) em 3 experimentos

independentes, em triplicata.

4.5.6 Investigacdo do mecanismo de acdo do PpyT]I frente a leveduras

4.5.6.1 Ensaio de protecdo osmética com sorbitol

O ensaio de protegdo osmdtica 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 modificagdes. Neste ensaio, a CIM é determinada na presenca ou
auséncia de sorbitol a 0,8 M. Quando o agente antifingico (neste caso, PpyTI) possui a parede

celular fungica como alvo, a CIM aumenta, em comparagdo com a analise realizada na auséncia
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de sorbitol. Para o ensaio, os in6culos fungicos de ambas as cepas (C. tropicalis e C. albicans)
foram preparados conforme item 4.5.3.1. O sorbitol (Sigma- Aldrich, S&o Paulo, SP, Brasil) foi
adicionado ao meio de cultura, em uma concentracéo final de 0,8 M, e o PpyT]I foi adicionado
aos poc¢os nas mesmas concentragdes utilizada para determinacdo da CIM (0,10 — 52,52 uM).
As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A CIM foi determinada como a menor
concentracdo capaz de prevenir o crescimento fungico visivel. Foram realizados trés

experimentos independentes, em triplicata.

4.5.6.2 Ensaio de ligagédo ao ergosterol

Para determinar se o PpyTI se liga aos esterois da membrana celular fangica, o ensaio
de ligacao ao ergosterol foi realizado em meio RPMI 1640 suplementado ou ndo com ergosterol
exogeno (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) numa concentragdo final de 400 pg.mL™, de
acordo com a metodologia descrita por Freires et al. (2014). O in6culo fangico foi preparado
conforme item 4.5.3.1, as placas foram tratadas com PpyTl em concentracdes que variaram
entre 0,10 e 52,52 uM, e incubadas a 37 °C por 24 h. Nos casos em que o agente antifungico
possui o ergosterol como alvo, os valores da CIM aumentam, quando em comparacdo ao CIM
obtido na auséncia deste composto. A CIM foi determinada como a menor concentracdo capaz
de prevenir o crescimento fungico visivel. Foram realizados trés experimentos independentes,

em triplicata.

4.5.6.3 Permeabilizacdo da membrana plasmatica

A permeabilidade da membrana celular flngica foi investigada utilizando a sonda
Sytox™ Green (Almeida et al., 2021). Os indculos fngicos de C. tropicalis e C. albicans foram
preparados em tampdo fosfato de sddio 10 mM pH 7.5 até atingir DO de 0.5 UA a 620 nm. Um
volume de 280 pL de cada suspenséo fungica foi transferido para uma placa de 96 pocos preta
com o fundo transparente (apropriada para ensaios com fluorescéncia), e posteriormente foram
adicionados 10 pL de Sytox™ Green 30 uM (concentracgdo final de 1 puM), e incubada por 10
minutos a 37 °C. Em sequéncia, foram adicionados 10 pL de PpyTI 30 x a CIM das leveduras
(98,4 uM para C. tropicalis e 199,8 uM para C. albicans — para uma concentracao final de 3,28
e 6,56 UM) em cada poco, e um perfil cinético de avaliacdo foi tracado durante 240 minutos
sob constante agitacdo. A fluorescéncia do Sytox™ Green (excitagdo a 485 nm e emissdo a 520

nm) foi determinada para avaliar a permeabilizacdo da membrana plasmatica fungica com o
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auxilio de um leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, Brazil). Como
controle negativo, as leveduras foram incubadas apenas com tampéo fosfato de sédio 10 mM
pH 7.6. O percentual de captura da sonda fluorescente foi calculado utilizando a fluorescéncia
emitida por Sytox™ Green no minuto 240 subtraido do controle negativo, considerado 100%.

Trés ensaios independentes foram realizados em triplicata.

4.5.6.4 Analise da permeabilizacdo da membrana plasmatica por microscopia de

fluorescéncia

Células fungicas (1 x 10* células.mL™) de C. tropicalis e C. albicans foram incubadas
em caldo RPMI-1640 na CIM do PpyTI em microplacas de 96 po¢os. A permeabilizacdo da
membrana plasmatica foi medida pela emissdo do Sytox™ Green em microscépio de
fluorescéncia, de acordo com a metodologia descrita por THEVISSEN et al., (1996). Apos 24
h de incubacgéo a 37 °C, um volume de 12 pL de Sytox™ Green (30 uM) foi adicionado aos
pocos seguidos de incubacdo por 15 min. As células foram analisadas utilizando um
microscopio de fluorescéncia de LED Leica DM 2000, equipado com uma camera Leica DFC
7000 T e um conjunto de filtros fluorescentes para detec¢do de fluoresceina (excitagdo em 450-
490 nm e emissdo em 520 nm). As imagens foram coletadas com o software LAS V4.12. Trés

experimentos independentes foram realizados em triplicata.

4.6  Avaliacdo da atividade antibiofilme do PpyT]

4.6.1 Inibicéo da formacgéao de biofilme

A coloracdo com cristal violeta foi usada para avaliar a formacdo do biofilme e
erradicacdo do biofilme maduro de C. tropicalis e C. albicans em uma placa de 96 poc¢os
(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 in6culo fungico foi realizado por meio
do método de crescimento direto. Col6nias isoladas da placa de Petri contendo SDA foram
diluidas em solucéo 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 10® UFC.mL™?) e ajustado para a concentragéo de 1,5 x
10° UFC.mL. Para verificar a inibicdo da formagao de biofilme, 170 pL de caldo Brain Heart

Infusion (BHI) com 1% de glicose foi adicionado em cada pogo. Posteriormente, 10 pL de
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PpyTI, anfotericina B ou fluconazol a 20 x a CIM frente a C. tropicalis (65,2 uM, 54,2 uM e
650 UM, respectivamente) e C. albicans (131,2 uM, 13,4 uM e 1300 puM, respectivamente)
foram adicionados aos poc¢os. Por fim, um volume de 20 pL do in6culo preparado foi
adicionado aos pocos e a placa foi incubada por 24 h a 37 °C. Apds o periodo de incubacdo, os
pogos foram lavados uma vez com &gua destilada estéril para a remogéo de células planctdnicas
e mortas, e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, foram adicionados 125 pL de
solucdo aquosa de cristal violeta a 0,5% aos poc¢os, seguidos de incubacdo por 10 min. O
sobrenadante dos pocos foi descartado, lavado uma vez com agua destilada estéril e deixado
secar por 2 h. O biofilme foi dissolvido em 150 pL de solucéo de acido acético a 30% e a DO
foi determinada a 550 nm em um leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Scientific). Trés

experimentos independentes foram realizados em triplicata.

4.6.2 Erradicacdo do biofilme maduro

Em placas de 96 pogos foram adicionados 180 pL de caldo BHI contendo 1% de glicose
em conjunto com 20 uL do indculo fungico, com posterior incubacgéo por 24 h a 37 °C. Apés o
periodo de incubacgdo, 0 meio de cultura foi retirado e foram adicionados 190 pL de meio BHI
com 1% de glicose e 10 pL do PpyT], anfotericina B e fluconazol nas mesmas concentragoes
do ensaio de inibicdo da formacédo de biofilme (4.6.1). Posteriormente, a placa foi incubada
novamente por 24 h a 37 °C e os pocos foram lavados uma vez com agua destilada estéril e o
sobrenadante descartado. Foram adicionados 125 pL de solucdo aquosa de cristal violeta a 0,5%
aos pocos e a placa foi incubada por 10 min. O sobrenadante foi descartado, os pogos foram
lavados uma vez com &gua destilada estéril e permaneceram em temperatura ambiente por um
periodo de 2 h para secagem. O biofilme foi dissolvido em 150 pL de acido acético a 30% e a
DO determinada a 550 nm em um leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo Scientific).

Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata.

4.6.3 Inibicdo da formacé&o do biofilme por microscopia de fluorescéncia

A viabilidade das células fungicas foi avaliada com o auxilio do kit de coloragdo
Live/Dead BacLight™ (Thermo Fisher Scientific) preparado de acordo com as instrucdes do
fabricante. Este kit permite a avaliacdo da viabilidade celular e a integridade da membrana e é
composto por SYTO 9™ e Jodeto de Propidio (Pl). 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 realizacdo do ensaio de inibicdo da formacdo do biofilme, foi utilizada uma
microplaca de 24 pocos contendo uma laminula circular removivel. O inoculo fungico foi
preparado pelo método de crescimento direto em placa de Petri contendo SDA e sua DO
ajustada para alcancar 1,5 x 10° UFC.mL™, e adicionado & placa por 2 h a 37 °C para a etapa
inicial de pré-adesdo do biofilme. Apos este periodo, o sobrenadante foi removido e 500 pL de
suspensdo fungica em caldo BHI a 1% glicose foram adicionados como controle de
crescimento. Para o tratamento, foram utilizados o PpyT], anfotericina B e fluconazol na CIM
em caldo BHI suplementado com 1% de glicose. A placa foi incubada por 24 h a 37 °C. Ap6s
o0 tratamento da placa, o sobrenadante foi removido e as células ndo aderidas foram lavadas
com 500 pL de solucdo esteril de NaCl 0,9%. Um volume de 500 uL da solucéo de coloracao
foi adicionado aos pocos da microplaca e incubados por 10 min a 37 °C, protegido da luz. A
laminula foi retirada do poco, o excesso de corante foi removido com solucéo estéril de NaCl
0,9%, e esta foi posicionada sobre uma lamina e lida em microscopio Leica DM 2000 LED
equipado com camera Leica DFC 7000 T. A fluorescéncia emitida foi avaliada com os seguintes
filtros: para o SYTO 9™ - excitacdo em 490 nm e emissdo em 520 nm; e o iodeto de propidio
- excitacdo em 490 nm e emissdo em 635 nm. As imagens foram coletadas no software LAS
V4. 12. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.7  Avaliacdo 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
melanizacdo, foram selecionadas randomicamente para cada grupo experimental. 10 pL de
PpyTI na CIM observada para C. tropicalis e C. albicans (3,28 e 6,56 uM), solucdo salina 0,9%
(controle positivo) e dimetilsufoxido (DMSQO) a 100% (controle negativo) foram injetados na
hemocele de cada larva através da penultima propata esquerda com o auxilio de uma seringa
Hamiton. Por fim, as larvas foram incubadas ao abrigo de luz, em temperatura ambiente (30
°C) e a sobrevivéncia foi monitorada em intervalos de 12 h, por um periodo de 72 h. Foram
consideradas mortas as larvas que ndo apresentaram movimento ao torque e com altos niveis

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

4.8 Analise estatistica
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Os resultados foram expressos com média + desvio padrdo da média (DP) e comparados
por analise de variancia (ANOVA de uma via). Para os dados obtidos no ensaio de biofilme
utilizou-se o pos-teste de Tukey-Kramer para multiplas comparacfes. Para avaliar a taxa de
sobrevivéncia larval no ensaio in vivo com G. mellonella, o teste de Long-rank foi empregado.
Os dados foram avaliados utilizando o software GraphPad Prism versdo 8.0. Os resultados

foram considerados significativos quando p < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1  Obtencdo do PpyTI

O perfil cromatogréfico do EB das sementes de P. pyramidalis apresentou 3 picos bem
definidos (Figura 9A). O Pico 2 apresentou atividade inibitoria frente a enzima tripsina, de
forma dose-dependente, atingindo 100% de inibi¢do na concentracio de 0,75 mg.mL™ (Figura
9B). Quando analisado em SDS-PAGE 12,5%, o Pico 2 apresentou uma unica banda, com peso
molecular aparente entre 17 e 24 kDa, assim como observado no trabalho original de Guimaraes
et al. (2015), que descreve o processo de purificagdo do PpyTIl. Este procedimento de

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

Figura 9 — Purificacdo do PpyTI. (A) Perfil cromatografico das sementes de P. pyramidalis
separado em coluna de exclusdo molecular Sephacryl® S-200. (B) Atividade inibitdria do EB e
PpyTI frente a 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 Determinacdo da concentracdo inibitdria, bactericida e fungicida minima

A determinacdo da CIM, CBM e CFM do PpyT]I frente as diferentes cepas revelou que
o PpyTI néo foi eficaz no combate as bactérias avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2 — Atividade antibacteriana do PpyTI e do antibiotico ciprofloxacina.

) ) PpyTI (UM) Ciprofloxacina (uUM)
Microrganismos
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 >52,562 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 0s
antifangicos 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 proximos ao que foi observado para anfotericina B contra C. tropicalis.
Considerando a importancia clinica das espécies avaliadas e os dados obtidos, 0s ensaios
subsequentes foram realizados com C. tropicalis ATCC 750 e C. albicans ATCC 90028.

Tabela 3 — Atividade antifungica do PpyTI e dos antifingicos anfotericina B e fluconazol.

_ _ PpyTI (M) Anfotericina B (uM) Fluconazol (uM)
Microrganismos
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 esta representada na Figura 10. Contra C. tropicalis, o PpyTI
apresentou uma répida atividade fungicida, com reducgdo parcial das UFCs aos 30 min de
incubacéo e erradicagdo total das células aos 45 min, sendo este efeito superior ao observado
pela anfotericina B, cuja erradicacdo aconteceu apenas aos 240 min (Figura 10A). Para C.
albicans, o PpyTI apresentou uma cinética mais lenta, onde a erradicacdo total das colonias
ocorreu apenas aos 240 min, sendo sua atividade superior a anfotericina B, que mesmo ap0s 0s
240 min ndo foi capaz de erradicar metade das UFCs (figura 10B). Ao contrario do grupo
tratado com PpyTl, as leveduras utilizadas como controle apresentaram um crescente nimero
de UFCs ao longo do experimento, demonstrando que, de fato, o PpyT]I foi responsavel pela

morte celular nos tempos determinados até 240 min.

Figura 10 — Atividade fungicida tempo-dependente do PpyTI frente a C. tropicalis e C.
albicans.
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5.2.3 Efeito sinérgico entre PpyT]I e os antifungicos anfotericina B e fluconazol

O efeito sinérgico do PpyTI pdde ser observado apenas na associacdo com o fluconazol
no combate a C. albicans, onde a CIM de ambos os compostos, foi reduzida. Adicionalmente,
o PpyTI apresentou efeito aditivo na associacdo com a anfotericina B no combate as cepas de
C. tropicalis e C. albicans, e foi indiferente quando em associagdo com o fluconazol contra C.
tropicalis (Tabela 4).
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Tabela 4 — Avaliacdo do efeito sinérgico do PpyTI associado a anfotericina B e fluconazol

frente as leveduras C. tropicalis e C. albicans.

CIM CIM
) ) ) individual  combinacéo > CIF o
Microrganismos Combinagéo Atividade
(HM) (HM)
a b a b ClFa + ClFp
PpyTl (a) +
anfotericinaB 3,28 2,71 041 1,35 0,625 Aditiva
C. tropicalis (b)
PpyTI (a) + _
328 325 328 2,03 1,06 Indiferente
fluconazol (b)
PpyTI (a) +
anfotericinaB 6,56 0,67 3,28 0,33 1,0 Aditiva
C. albicans (b)
PpyTl (a) + .
6,56 65 041 2,03 0,09 Sinérgico

fluconazol (b)

5.3  Mecanismos de agdo

5.3.1 Ensaio de ligacdo ao sorbitol e ergosterol

Investigamos se o Ppy Tl atua por meio de interagcdes com a parede celular ou membrana
plasmaética usando sorbitol (0,8 M) ou ergosterol (400 pg.mL™?) exdgenos, respectivamente. O
sorbitol é um protetor osmoético que estabiliza os protoplastos fungicos, o que permite o
crescimento do patégeno. Por outro lado, o ergosterol exdgeno adicionado ao meio possuli
afinidade pelos esterois que constituem a membrana plasmatica fungica. Estes esterois sao
responsaveis por formar um complexo que protege a célula fungica, permitindo seu
desenvolvimento. Em ambos o0s casos, a interagdo de um composto antifungico — no caso deste
estudo, o PpyTI, com o sorbitol ou ergosterol no meio de crescimento, resultara em uma CIM
maior que aquela observada na auséncia deste. NOs ndo observamos nenhuma mudanca no valor
da CIM para C. tropicalis ou C. albicans na presenca do D-sorbitol, indicando que a atividade
fungicida do PpyTI néo esta relacionada diretamente com alteragdes na parede celular dos
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microrganismos estudados. Por outro lado, na presenca 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 interagcbes com a membrana plasmatica, causando danos e afetando a

viabilidade fungica (Tabela 5).

Tabela 5 — Atividade antifangica do PpyTI na presenca do sorbitol (0.8 M) e ergosterol (400

ug.mL?) contra C. tropicalis e C. albicans.

PpyTI - CIM (UM)

Microrganismos

CIM Sorbitol Ergosterol
C. tropicalis 3,28 3,28 13,12
C. albicans 6,56 6,56 13,12

5.3.2 Permeabilizagdo da membrana celular

Para identificar o mecanismo pelo qual o PpyTI causa danos a membrana celular e morte
fangica, foi realizada a avaliacdo da permeabilizacdo de membrana utilizando Sytox™ Green.
Este corante fluorescente é impermeavel e se liga a acidos nucleicos apenas quando a
integridade membrana plasmaética da célula fangica estd comprometida, emitindo uma
fluorescéncia quantificavel. C. tropicalis e C. albicans foram incubadas com o PpyTI na CFM
(3,28 UM e 6,56 UM respectivamente) por 240 min. Para C. tropicalis, o tempo necessario para
aumentar a captacdo de Sytox™ Green em mais de 75% foi de 60 min (Figura 11A). Para C.
albicans o tempo necessario para provocar a permeabilizacdo da sonda fluorescente em mais
de 75% foi de 60 min, atingindo uma captacdo de Sytox™ Green superior a 99% e, um platd
aos 240 min de ensaio (figura 11B). Os dados do ensaio de quantificagcdo da permeabilizacdo
de membrana foram corroborados pela cinética de morte observado no ensaio tempo-
dependente, e pela microscopia de fluorescéncia, onde as cepas tratadas com PpyT]I, emitiram
um alto sinal de fluorescéncia, confirmando a hipdtese de que o mecanismo de agdo do PpyTI

envolve danos a membrana plasmaética (figura 11C e D).
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Figura 11 — Permeabilizacdo da membrana plasmaética das leveduras C. tropicalis e C. albicans
tratados com PpyTI na CFM avaliados por 240 min. Microscopia de fluorescéncia 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 uM, objetiva 40 X.
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5.4  Avaliacdo da atividade antibiofilme do PpyT]I

5.4.1 Inibicio da formac&o de biofilme de C. tropicalis e C. albicans

O PpyTI apresentou potencial inibicdo contra a formacdo do biofilme de C.tropicalis
(Figura 10). Em comparacdo ao grupo controle, o PpyTI foi capaz de inibir a formacdo do
biofilme em 92,6%, resultado proximo ao observado no grupo tratado com anfotericina B e
fluconazol (96,49% e 92,02% de inibicdo na CIM, respectivamente) (Figura 12A). A
permeabilizacdo da membrana plasmatica do biofilme, avaliada com corantes de &cidos
nucleicos, SYTOO9, que cora de verde todas as leveduras presentes em uma populagao, e o iodeto

de propidio, que penetra apenas nas leveduras que apresentam danos a membrana, emitindo
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uma fluorescéncia vermelha, revelou que as células agrupadas no grupo controle (ndo tratadas)
emitiram a fluorescéncia verde com SYTQO9, porém ndo emitiram nenhuma fluorescéncia no
campo com PI, o que corresponde a células viaveis. Ja as celulas do grupo PpyT]I, tratadas
previamente com o inibidor na CIM, emitiram fluorescéncia positiva para ambas as marcacoes.
Esta diferenca sugere que o PpyTI causa danos a membrana plasmaética, afetando assim a
formagé&o do biofilme de C. tropicalis (Figura 12B).

Figura 12 — Efeito antibiofilme do PpyT], anfotericina B e fluconazol frente a C. tropicalis. (A)
Andlise quantitativa da inibigdo da formac&o de biofilme e (B) andlise dos efeitos do PpyTl,
anfotericina B e fluconazol em microscopia de fluorescéncia. Barra = 50 pM, objetiva de 40X.
(ANOVA unidirecional seguido de pos-teste de Tukey-Kramer, * vs controle; # vs anfotericina

B; £ vs fluconazol. ™, # e £ p < 0.01; ™, ¥ e £££ p < 0.001).
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O PpyTI também foi eficaz contra a formacdo do biofilme de C. albicans (Figura 11).
Em comparacdo ao grupo controle, a utilizagdo do PpyTIl na CIM provocou a inibicdo da
formacgéo de biofilme em 93,8% (Figura 13A). Este efeito foi superior ao encontrado nos
antifungicos comerciais anfotericina B e fluconazol, cuja inibicdo foi de 64,9% e 9,8%,

respectivamente. Os antiflngicos anfotericina B e fluconazol também apresentaram emissdo de
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fluorescéncia no campo com PI, porém, em menor intensidade do que a observada no grupo
PpyTI. Estes dados corroboram os resultados quantitativos do ensaio de inibi¢cdo da formacéo
de biofilme (Figura 13B). Além disso, os dados obtidos na andlise por microscopia de
fluorescéncia sugerem que, assim como observado contra C. tropicalis, 0 mecanismo de a¢édo
envolvido na inibicdo da formacdo do biofilme de C. albicans se d& pelo menos em partes

através de danos & membrana plasmatica.

Figura 13 — Efeito antibiofilme do PpyTI, anfotericina B e fluconazol frente a C. albicans. (A)
Andlise quantitativa da inibigdo da formac&o de biofilme e (B) andlise dos efeitos do PpyTl,
anfotericina B e fluconazol em microscopia de fluorescéncia. Barra = 50 pM, aumento 40 X.
(ANOVA unidirecional seguido por pds-teste de Tukey-Kramer, * vs controle; * vs anfotericina

B; £ vs fluconazol. ™, ## £££ n < 0.001).
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5.4.2 Efeito do PpyTI sobre biofilme maduro

Nos ensaios de erradicacdo de biofilme maduro, o PpyTlI, assim como os antifungicos
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 PpyTl,

anfotericina B e fluconazol reduziram a biomassa do biofilme em apenas 0,5%, 11,9% e 1,8%,
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respectivamente (Figura 14A). J& contra C. albicans, os tratamentos reduziram apenas 11,7%,
6,5% e 1,7%, respectivamente (Figura 14B). Diante da auséncia de eficacia satisfatoria na
erradicacdo de biofilme maduro, ndo foram realizados experimentos para verificar possiveis

mecanismos de acao associados.

Figura 14 — Efeito do PpyT]l, anfotericina B e fluconazol na erradicagéo do biofilme maduro.
Analise quantitativa (A) C. tropicalis e (B) C. albicans. (ANOVA unidirecional seguido do
pos-teste de Tukey-Kramer para o biofilme de C. albicans ATCC 90028 (figura. 11B), £ vs

Fluconazol.
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55 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 UM, respectivamente). Como
controle positivo, foi utilizada solucéo salina 0,9%. Como controle negativo, 0 DMSO a 100%
foi utilizado. O grupo de larvas tratado com o PpyTI na CIM apresentou 100% de sobrevivéncia

apos as 72h de experimento, assim como o grupo controle tratado com NaCl 0,9% (Figura 15).
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Figura 15 — Taxa de sobrevivéncia (%) de larvas de G. mellonella tratadas com PpyTI na CIM
de C. tropicalis e C. albicans, solucdo salina 0,9% e DMSO 100% no intervalo de 72h (p <0.001

test de long-rank).
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6 DISCUSSAO

Moléculas como IPs e peptideos, podem exibir atividade antimicrobiana (Macedo et al.,
2016; Mohan; Kumari; Elyas, 2018) e importante potencial biotecnolégico para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Nosso inibidor foi isolado e sua atividade
antimicrobiana e antibiofilme foi determinada no presente estudo. Ao contrario 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 nédo foi efetivo no combate as bactérias patogénicas avaliadas no presente estudo. Em
contrapartida, o PpyTl mostrou-se eficaz frente a diversas espécies de Candida. As células
fangicas possuem como principais componentes de parede e membrana celular a quitina e o
ergosterol, respectivamente. Nas plantas, o ergosterol € reconhecido como um antigeno nao
préprio, o que justifica o efeito antifingico do PpyTI (Leite et al., 2015; Rodrigues et al., 2018).
Neste sentido, caracterizamos o efeito fungicida do PpyTIl e buscamos determinar possiveis
mecanismos de a¢do 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 individuos saudaveis, desempenham um papel crucial nas infeccdes
(Kim et al., 2009). Infeccdes por Candida spp. afetam aproximadamente 400.000 pessoas por
ano com uma taxa de mortalidade que varia entre 10 e 25%, dependendo do estado imunoldgico
dos pacientes (Oliveira et al., 2019). O desenvolvimento de agentes com atividade candicida
sdo de extrema importancia uma vez que a epidemia de infec¢des fungicas e os desafios
impostos pela resisténcia aos medicamentos existentes sdo de grande preocupacao para a saude
publica (Maione et al., 2022). Embora a C. albicans continue sendo o principal patégeno
associado a candidemia, outras espécies de Candida, denominadas de espécies ndo albicans
(ENA), vem ganhando destaque no cenario epidemioldgico, como € 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 satde publica (OMS, 2022), enfatizando a necessidade da
descoberta de novas moléculas com atividade antimicrobiana para o combate a estes patdgenos.

Neste sentido, destacamos o0 Ppy Tl como agente com promissora atividade antifungica
frente a diversas espécies de Candida, especialmente contra C. albicans e C. tropicalis, em
baixas concentracdes — 3,28 e 6,56 UM, respectivamente. Outros inibidores, com atividade

inibitoria semelhante, ja 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 inibitoria contra C.
albicans, C. buinensis e C. tropicalis, apresentando ICso de 11,66 uM, 16,36 uM e 21,63 pM,
respectivamente, sendo esta atividade associada ao comprometimento da membrana plasmatica
e alteracdes morfologicas 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
UM (Aradjo et al., 2019). Outros dois inibidores descritos previamente pelo nosso grupo,
também ja foram caracterizados quanto a sua atividade fungicida. O inibidor de tripsina de Inga
edulis (IETI) apresentou atividade inibitoria frente a C. buiensis e C. tropicalis, com uma CIM
de 10,2 uM (Dib et al., 2019), ja o ILTI foi capaz de inibir o desenvolvimento de C. tropicalis
a 125 pg.mL? (Macedo et al., 2016).

A eficécia do PpyTI como agente fungicida foi caracterizada usando a cinética de morte
dependente do tempo. O inibidor apresentou atividade fungicida mais rapida contra C.
tropicalis, erradicando as UFCs em menos de 60 minutos, em comparagdo com C. albicans,
onde a erradicacdo total das UFCs ocorreu aos 240 minutos apds o inicio do experimento. Os
dados na literatura a respeito da cinética de morte dependente do tempo por IPs sdo escassos,
mas ja foram observadas cinéticas de morte mais longas em peptideos antifingicos (AFPs) com
diferentes mecanismos de acdo (Tan et al., 2018). A atividade fungicida do peptideo sintético
K-au, por exemplo, foi determinada contra C. albicans ATCC 90028 e demonstrou cinética de
eliminacdo semelhante & observada em nosso estudo, com uma redugdo no nimero de UFCs
apos 120 minutos de incubacdo, e erradicacdo total das UFCs ap6s 180 minutos (Silva et al.,
2023). Complementarmente, o IKR18, um peptideo sintético derivado da sequéncia do ILTI,
um inibidor do tipo Kunitz com atividade antifingica, mostrou um efeito bactericida em um
curto periodo (Ramalho et al., 2022), de forma semelhante ao PpyTIl. Este rapido efeito
fungicida é uma caracteristica ideal para agentes antimicrobianos e indica que o agente
terapéutico tem como alvo proteinas intracelulares e de membrana cruciais para a sobrevivéncia
do microrganismo, reduzindo as chances de propagacéo e induzindo a sensibilidade microbiana
(Ramalho et al., 2022; Thankappan et al., 2021).

As infecgdes causadas por Candida spp. sdo comumente tratadas com VAarios agentes
antifangicos para melhorar as respostas terapéuticas e evitar a resisténcia fingica (de Aguiar et
al., 2020). Avaliamos os efeitos sinérgicos entre o PpyTl e os antifingicos comerciais
anfotericina B e fluconazol. A combinacdo de PpyTI e anfotericina B apresentou um efeito
aditivo contra C. tropicalis e C. albicans, fazendo com que doses menores de ambos 0s agentes
fossem necessérias para se ter o mesmo efeito inibitorio alcancado com os farmacos isolados e

em concentragbes menores. Adicionalmente, a combinacdo de PpyTl com fluconazol
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apresentou um efeito sinérgico contra C. albicans, reduzindo a CIM de ambos os compostos.
Embora haja poucos dados disponiveis na literatura sobre a atividade sinérgica entre IPs e
agentes antifungicos, um peptideo derivado de Capsicum annuum demonstrou efeito sinérgico
com o fluconazol contra C. albicans (Taveira et al., 2016). O efeito sinérgico entre agentes
antifungicos é de extrema importancia, pois pode favorecer o aumento da eficacia de ambos 0s
compostos, alem 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 fangica, € possivel que os danos causados pelo
inibidor facilitem o influxo de fluconazol, causando alteragbes estruturais na membrana
plasmaética, e em um mecanismo de feedback positivo ocorra a retroalimentacdo do influxo do
PpyTl e fluconazol para o interior da célula fungica, promovendo efeitos téxicos em
concentracdes menores, assim como observado pelo peptideo CaThi (Taveira et al., 2016),
entretanto, mais estudos sdo necessario para confirmar a hipotese.

Diante da promissora atividade antifngica do PpyTI, procuramos determinar possiveis
mecanismos de acdo associadas aos seus efeitos terapéuticos. A interacdo do PpyTIl com a
membrana da célula fangica foi investigada por meio da avaliacdo da absorcdo do Sytox™
Green, uma sonda fluorescente que penetra apenas em células com membranas danificadas,
ligando-se aos &cidos nucleicos e emitindo uma fluorescéncia mensuravel (Rajasekaran et al.,
2019). Em nosso trabalho, quando as células fungicas foram tratadas com PpyTI, houve um
aumento na emissao de fluorescéncia de ambas as cepas estudadas (C. tropicalis e C. albicans).
Estes dados indicam que os danos a membrana plasmatica fangica € um dos mecanismos de
acdo responsaveis pela morte celular provocada pelo PpyTl. As analises de microscopia
corroboraram essas descobertas, revelando morfologia celular e emissdo de fluorescéncia
prejudicadas. Um efeito fungicida semelhante ao observado com o PpyT], envolvendo danos a
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 antifingica do inibidor de tripsina de Capsicum annuum
L. (CaTl), que induziu a producdo de Oxido nitrico, resultando em morte celular, com
consequente aumento da captagédo do corante Sytox™ Green (Ribeiro et al., 2012), confirmando
o0 potencial antifangico destas moléculas por meio de diferentes mecanismos de acéo.

O ensaio de ligacéo ao ergosterol também foi realizado para melhor caracterizacéo da
atividade fungicida do PpyT]I. O ergosterol € o esterol mais abundante na membrana dos fungos

e um dos principais alvos dos antifungicos, devido a sua abundancia (Almeida et al., 2024). O
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PpyTI apresentou uma forte interacdo com a membrana celular fungica, aumentando a CIM de
ambas as cepas estudadas (C. tropicalis e C. albicans) quando na presenca do meio
suplementado com ergosterol exdgeno. Este mecanismo de acao é semelhante a determinadas
classes farmacoldgicas, como polienos e azois, que também afetam o ergosterol ou as enzimas
envolvidas em sua biossintese (Biernasiuk; Baj; Malm, 2022). Por exemplo, a anfotericina B
forma poros na membrana ao se ligar aos esterois, alterando a permeabilidade celular e levando
a morte (Kaminski, 2014), enquanto o fluconazol inibe a lanosterol 14-a desmetilase, uma
enzima essencial na biossintese do ergosterol (Alizadeh; Khodavandi; Zalakian, 2017).

Embora o PpyTI apresente uma atividade antifungica promissora, as infec¢des causadas
por Candida spp. sdo frequentemente desafiadoras devido & possibilidade de formagdo de
biofilme, que oferece protecdo contra os sistemas de defesa do hospedeiro (Biernasiuk; Baj;
Malm, 2022). Considerando esse contexto complexo de resisténcia, investigamos as
propriedades antibiofilme do PpyT]I, 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
inibitdria do PpyTI foi superior a observada pelo inibidor de tripsina CITI, que inibiu 34,30%
do biofilme pré-formado de C. albicans (Araujo et al., 2019). Entretanto, o PpyTI ndo teve
impacto significativo nos biofilmes maduros. A auséncia de atividade antifungica frente aos
biofilmes maduros pode ser justificada pela estrutura tridimensional composta de células
leveduriformes, pseudo-hifas e hifas, carboidratos, lipidios e &cidos nucleicos, que permitem
que células presentes em biofilmes tornem-se até 1.000 vezes mais resistentes que células
planctonicas (Jafri et al., 2020; Mao et al., 2020). Entretanto, seus efeitos positivos na inibicéo
da formacao de biofilme sugerem um potencial para o desenvolvimento de agentes antifingicos
inspirados no PpyTI, capazes de erradicar biofilmes maduros, semelhante a a¢do do peptideo
antifngico AMP-17, que erradicou o biofilme maduro de C. albicans ao inibir a expressdo
génica associada a enzimas produtoras de polissacarideos, interrompendo a producdo da matriz
do biofilme (Sun et al., 2022).

Produtos naturais sdo excelentes candidatos no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos. Geralmente apresentam baixa toxicidade, impacto ambiental e apresentam um
amplo espectro de acdo, quando comparados a substancia sintéticas. Embora essas
caracteristicas existam, ensaios in vitro e in vivo devem ser realizados para garantir a seguranga
do seu uso. Por exemplo, apesar de sua alta aplicabilidade biotecnoldgica, alguns inibidores de
peptidase, como os inibidores do tipo Bowman-Birk, podem apresentar toxicidade quando
utilizados em altas concentracGes devido a sua capacidade inibitdria frente enzimas digestivas,

inibindo o processo de digestdo e absorcdo de nutrientes. Em nosso ensaio de toxicidade in vivo
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com G. mellonella, o PpyTI ndo foi toxico na CIM de ambas as cepas estudadas, 0 que ressalta
a seguranca associada ao uso deste inibidor. Esses resultados sdo promissores e podem ser
utilizados como base para novos estudos que visem a utilizacdo do PpyTl como agente
terapéutico, ou para a sintese de compostos derivados do PpyTI, como PAMs, para o tratamento

de infecgdes fungicas.
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7 CONCLUSOES

O PpyTI é um inibidor de tripsina que demonstrou uma importante atividade antifungica
frente a espécies de leveduras do género Candida, sobretudo contra a C. tropicalis e C. albicans,
espécies que comumente estdo relacionadas a infeccdes nosocomiais e mortalidade em pessoas
idosas, imunocomprometidas e em UTIs. Comprovamos ainda que o PpyTI age de forma répida
na reducdo das UFCs de ambas as cepas estudadas. Este efeito candicida do PpyTI esta
relacionado com danos a membrana celular. Além disso, comprovamos que o PpyTI pode ser
utilizado de forma aditiva ou sinérgica com antifingicos comerciais como anfotericina B e
fluconazol no combate a infecgbes. O PpyTI também foi eficaz na inibicdo da formacéo de
biofilme de Candida tropicalis e Candida albicans, com atividade superior a observada pelos
antifangicos anfotericina B e fluconazol. Além disso, o PpyTI ndo apresentou toxicidade no
modelo experimental utilizado, reforcando sua seguranca e sua potencial aplicacdo
biotecnoldgica. Diante dos resultados apresentados, incentivamos a realizacdo de novos estudos
que explorem o potencial farmacolédgico do PpyTI para o desenvolvimento de novos agentes

com atividade antimicrobiana, como peptideos antimicrobianos.
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ANEXO A — Cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e Conhecimento

Tradicional Associado (SISGEN). Nimero AC355D95.

LAY

Ministério do Meio Ambiente

CONSELHO DE GESTAQ DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AC35D95

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro:
Usuario:

CPF/CNP.:

Objeto do Acesso:

Finalidade do Acesso:

Pesquisa Cientifica
Espécie
Anadenanthera falcata
Albizia niopoides
Anadenanthera colubrina
Croton urucurana
Dolichos lablab
Leptolobium dasycarpum
Libidibia paraguariensis
Entada acaciifolia
Libidibia paraguariensis
Microlobius foetidus
Mimosa glutinosa

Mimosa hexandra

AC35D95
UFMS
15.461.510/0001-33

Patrimonio Genético

|:| Bioprospecgao |:| Desenvolvimento Tecnoldgico



Morus nigra
Parkinsonia praecox
Poecilanthe parviflora
Poincianella pluviosa
Prosopis rubriflora
Pterogyne nitens
Senna occidentalis
Sesamun indicum
Talisia esculenta
Koelreuteria paniculata
Anadenanthera falcata
Caryocar brasiliense
Labramia bojeri
Poecilanthe parviflora
Peltophorum dubium
Inga vera
Adenanthera pavonina
Clitoria fairchildiana
Inga laurina
Acrocomia aculeata
Poincianella pyramidalis
Pouteria torta

Annona muricata
Dioclea violacea
Azadirachta indica
Rheedia gardneriana
Ricinus communis
Rattus norvegicus
Anticarsia gemmatalis
Ephestia kuehniella
Heliothis virescens

Helicoverpa zea
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Rhodnius prolixus
Pachymerus nucleorum
Agrotis ipsilon

Spodoptera cosmioides
Spodoptera eridania
Spodoptera albula
Megalobulimus lopesi
Callosobruchus maculatus
Spodoptera frugiperda
Zabrotes subfaciatus
Coreyra cephalonica
Sitotroga cereallela

Diatraea saccharalis

Candida parapsilosis
Colletotrichum musae
Fusarium solani
Microsporum canis

Erwinia chrysanthemi
Acidovorax avenae

Bacillus licheniformis
Clavibacter michiganensis
Pseudomonas caricapapayae
Pseudomonas cichorii
Pseudomonas syringae
Streptococcus mutans
Xanthomonas campestris
Xanthomonas melonis
Pectobacterium chrysanthemi
Curtobacterium flaccumfaciens
Escherichia coli
Colletotrichum gloeosporioides

Plathymenia foliolosa

Titulo da Atividade: Espécies vegetais com propriedades bioldgicas ativas
Equipe
MARIA LIGIA RODRIGUES MACEDO UFMS



