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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Baseado no conceito de One Health (Uma Sé Saude), conceito global que visualiza a
saude com um olhar que integra o ser humano, o animal, o vegetal e o ambiente, este
estudo visa investigar alternativas para o controle de infec¢des fungicas emergentes,
como as associadas ao ambiente hospitalar. A incidéncia crescente de patogenos
fungicos multirresistentes, como Candida auris (Candidozyma auris), tem sido
relacionada a fatores ambientais, climaticos e ao uso indiscriminado de antifungicos,
reforcando a necessidade de abordagens inovadoras e sustentaveis para o
enfrentamento dessas infeccbes. Nesse contexto, a avaliacdo da atividade de
peptideos antimicrobianos salivares frente a C. albicans e C. auris € importante, visto
que os resultados obtidos sustentam a hipétese de que esses peptideos atuam na
modulagdo da viruléncia fungica. Assim, este trabalho fornece base para o
desenvolvimento futuro de estratégias preventivas ou terapéuticas baseadas em

moléculas enddgenas, alinhadas aos principios de uma saude unica e integrada.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Based on the concept of One Health, a global concept that views health from a
perspective that integrates the human, animal, plant and environment, this study aims
to investigate alternatives for the control of emerging fungal infections, such as those
associated with the hospital environment. The increasing incidence of multidrug-
resistant fungal pathogens, such as Candida auris (Candidozyma auris), has been
related to environmental and climatic factors, and the indiscriminate use of antifungals,
reinforcing the need for innovative and sustainable approaches to cope with these
infections. In this context, the evaluation of the activity of salivary antimicrobial peptides
against C. albicans and C. auris is important, since the results obtained support the
hypothesis that these peptides act in the modulation of fungal virulence. Thus, this
work provides a basis for the future development of preventive or therapeutic strategies

based on endogenous molecules, aligned with the principles of an integrated health.
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RESUMO

Pedroso LLC. Peptideos antimicrobianos salivares endégenos: agao antifungica
contra Candida albicans e Candida auris [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2026.

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo sequéncias de aminoacidos que fazem parte
da imunidade inata de organismos eucariontes, tendo agédo contra diversos
patogenos. Nesse contexto, os AMPs salivares enddégenos humanos constituem uma
fonte potencial para o desenvolvimento de antifungicos. O objetivo desse trabalho foi
analisar o efeito dos AMPs salivares histatina-5 (HST-5), catelicidina LL-37 (LL-37) e
fragmento N-terminal da lactoferrina (hLF 1-11) contra Candida albicans e Candida
auris (recentemente reclassificada como Candidozyma auris). Inicialmente, foram
realizados estudos em culturas plancténicas de susceptibilidade antimicrobiana por
testes de microdiluigdo em caldo para determinagao da concentragao inibitéria minima
(CIM) e concentracédo fungicida minima (CFM) de cada AMP. Além disso, foi
determinada a curva de morte das células fungicas em fung¢ao do tempo de tratamento
(2 h, 8 h e 24 h), por meio da quantificagdo de unidades formadoras de coldnia (UFC).
Os efeitos dos AMPs também foram avaliados sobre a filamentagado de Candida por
ensaios de indugdo em soro fetal bovino e analises microscopicas. Por fim, foi
realizado um estudo em biofilmes de C. albicans e C. auris, analisando-se o numero
de contagem de UFC, biomassa por coloragdo com cristal violeta e viabilidade celular
em microscopia de fluorescéncia. Os dados foram submetidos a analise estatistica
utilizando o software GraphPad Prism 6, considerando nivel de significancia p < 0,05.
Os resultados obtidos demonstraram que, entre os 3 AMPs testados, hLF 1-11 foi o
que apresentou maior atividade antifungica, com valores de CIM de 250 e 500 uM
para C. albicans e C. auris, respectivamente, e valores de CFM de 500 e 1000 uM. O
peptideo hLF 1-11, também, levou a redugdes significativas de UFC nos tempos de
tratamento de 2, 8 e 24 h para a cepa de C. auris tratada com a CFM. Todos os
peptideos analisados demonstraram capacidade de inibir a formacao de hifas por C.
albicans, com destaque para LL-37 e hLF 1-11, que alcangcaram completa inibicdo da
filamentagcdo. Baseado nesses resultados, hLF 1-11 foi selecionada para o estudo em
biofilmes. O tratamento dos biofilmes em fase inicial com hLF 1-11 levou a inibicdo de
C. albicans e C. auris, com redugao da biomassa total e de células viaveis. Concluiu-
se que entre os peptideos testados, hLF 1-11 apresentou maior atividade antifungica,
sendo capaz de inibir culturas plancténicas, filamentagao e biofilmes de C. albicans e
C. auris.

Palavras-chave: Peptideos Antimicrobianos; Candida; Histatina; Catelicidina;
Lactoferrina.



ABSTRACT

Pedroso LLC. Endogenous salivary antimicrobial peptides: antifungal action against
Candida albicans and Candida auris [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (UNESP), Institute of Science and Technology; 2026.

Antimicrobial peptides (AMPs) are amino acid sequences that constitute part of the
innate immunity of eukaryotic organisms, exhibiting activity against various pathogens.
In this context, human endogenous salivary AMPs constitute a potential source for the
development of antifungal agents. The objective of this study was to analyze the effect
of the salivary AMPs histatin-5 (HST-5), cathelicidin LL-37 (LL-37), and the N-terminal
lactoferrin fragment (hLF 1-11) against Candida albicans and Candida auris (recently
reclassified as Candidozyma auris). Initially, studies were carried out in planktonic
cultures of antimicrobial susceptibility by broth microdilution tests to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (CFM)
of each AMP. In addition, the death curve of fungal cells was determined as a function
of treatment time (2 h, 8 h and 24 h), through the quantification of colony-forming units
(CFU). The effects of AMPs were also evaluated on Candida filamentation by induction
assays in fetal bovine serum and microscopic analyses. Finally, a study was carried
out on biofilms of C. albicans and C. auris, analyzing the number of CFU count,
biomass by violet crystal staining and cell viability under fluorescence microscopy. The
data were submitted to statistical analysis using GraphPad Prism 6 software,
considering a significance level of p < 0.05. The results obtained showed that, among
the 3 AMPs tested, hLF 1-11 was the one that presented the highest antifungal activity,
with MIC values of 250 and 500 uM for C. albicans and C. auris, respectively, and CFM
values of 500 and 1000 uM. The hLF 1-11 peptide also led to significant CFU reduction
at the 2, 8 and 24 h treatment times for the C. auris strain treated with CFM. All the
peptides analyzed demonstrated the ability to inhibit the formation of hyphae by C.
albicans, especially hLF 1-11 and LL-37, which achieved complete inhibition of
filamentation. Based on these results, hLF 1-11 was selected for the biofilm study. The
treatment of biofilms in the initial phase with hLF 1-11 led to the inhibition of C. albicans
and C. auris, with a reduction in total biomass and viable cells. It was concluded that
among the peptides tested, hLF 1-11 showed the highest antifungal activity, being able
to inhibit planktonic cultures, filamentation and biofilms of C. albicans and C. auris.

Keywords: Antimicrobial Peptides; Candida albicans; Candida auris; Histatin;
Cathelicidin; Lactoferrin.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal € um ecossistema complexo que abriga diversas espécies
bacterianas e fungicas, além de virus e arqueas (Baker et al., 2024; Ponde et al.,
2021). Aproximadamente 99% dos microrganismos presentes na boca sao bactérias,
mas os fungos, ainda que representem menos de 1% do total de microrganismos
encontrados (Bandara et al., 2019), tém papel fundamental no desenvolvimento de
doengas, estando geralmente associados a infecgbes oportunistas em pacientes
imunocomprometidos (Li et al., 2022) ou com fatores de risco relacionados, como
tabagismo, desnutricao, tratamento com corticosteroides e uso de proteses (Lombardi,
Ouanounou, 2020).

O conjunto desses fungos forma o micobioma bucal, termo que vem ganhando
cada dia mais notoriedade nos estudos da area da Odontologia. Analisando o
micobioma bucal, sabe-se que o género mais prevalente nos estados de saude e
doencga é Candida, seguida pelos géneros Cladosporium, Saccharomyces, Penicillium
e Malassezia, por exemplo, em amostras de saliva e biofilme dentario (Diaz, Dongari-
Bagtzoglou, 2021). Em situagao de equilibrio do sistema imune do hospedeiro, as
espécies de Candida atuam como comensais. No entanto, em caso de disbiose,
podem se tornar agentes etiologicos de doengas como a candidose bucal com
diversas manifestagdes clinicas, ou até gerar infeccdes disseminadas (Li et al., 2022).

Tanto na candidose bucal, como nas infec¢des sistémicas pelo género
Candida, a espécie mais prevalente € Candida albicans. Atualmente, técnicas mais
avancgadas e precisas de identificacdo de microrganismos tém apontado um aumento
na prevaléncia de espécies nao-albicans, como Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, Candida krusei (reclassificada como Pichia kudriavzevii), Candida glabrata
(reclassificada como Nakaseomyces glabratus) e Candida auris (reclassificada como
Candidozyma auris) (Tahmasebi et al., 2023).

Dentre essas espécies, destaca-se C. auris, um fungo recém-documentado e
emergente, conhecido como “superfungo”. Seus mecanismos de acado ainda néao
estdo completamente estabelecidos, entretanto, sabe-se que C. auris apresenta
multirresisténcia aos antifungicos (em algumas cepas, até mesmo pan-resisténcia),

sobrevive por longos periodos em superficies bidticas e abidticas, e resiste a muitos
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desinfetantes e variagcoes de temperatura, o que torna a prevencgao e o tratamento de
infeccbes por essa espécie bastante desafiador. C. auris tem causado surtos
hospitalares no Brasil e no mundo, e esta diretamente envolvida no desenvolvimento
de candidemia e de quadros graves em pacientes ja debilitados e internados (Du et
al., 2020).

O tratamento preconizado para as infeccoes por Candida envolve a
administracdo de antifungicos toépicos ou sistémicos, como azodis, polienos e
equinocandinas. A literatura atual, no entanto, ja documenta que o uso indiscriminado
dessas drogas ao longo do tempo favoreceu inumeras mutagdes génicas que
conferem, as espécies de Candida, resisténcia a essa variedade de antifungicos. Além
disso, efeitos adversos decorrentes do uso desses agentes antimicrobianos, como
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, supressdo da medula &ssea e interacao
medicamentosa sdo comuns (Millsop, Fazel, 2016; Nett, Andes, 2016).

Percebe-se, portanto, a necessidade de buscar novas alternativas que sejam
efetivas nesse tratamento e que, simultaneamente, ndo sejam tdo danosas aos
tecidos e sistemas do individuo. Nesse contexto, uma linha terapéutica promissora
envolve o uso de peptideos antimicrobianos (AMPs), cujos resultados vém
demonstrando eficacia no tratamento associada a baixa toxicidade aos tecidos e,
consequentemente, menos efeitos adversos (Souza et al.,, 2024). Os AMPs séao
sequéncias de aminoacidos que fazem parte da imunidade inata de muitos
organismos eucariontes e auxiliam na protecdo inespecifica contra patdgenos
(Galdiero et al., 2015). Estudos prévios relataram a efetividade de diferentes AMPs no
combate a um amplo espectro de microrganismos, como Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium, Escherichia coli, Streptococcus mutans e Pseudomonas
aeruginosa (Jannadi et al., 2019; Kang et al., 2018; Xuan et al., 2023).

Na busca por substancias que tenham atividade antifungica contra espécies
do género Candida simultdnea a baixa probabilidade de desenvolvimento de
resisténcia, os AMPs enddgenos presentes na saliva humana, como defensinas,
catelicidinas e histatinas vém demonstrando resultados satisfatérios. Um estudo
recente, inclusive, levantou a hipétese de que o ndo estabelecimento patogénico de
C. auris na cavidade bucal se deve a efetividade local de alguns desses peptideos,
em especial a histatina-5 (HST-5), que tem um papel crucial na resposta imune inata

a doengas de origem fungica (Alfaifi et al., 2024). HST-5 é rica no aminoacido histidina,
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e é conhecida na literatura por sua alta agao antifungica e pela fungdo na manutencgéao
de C. albicans na boca em niveis nao virulentos (Moghaddam-Taaheri et al., 2021).

Além da HST-5, outros peptideos ja demonstraram efeitos antifungicos
efetivos contra Candida spp. e bactérias. Entre eles, fragmentos da lactoferrina (LF),
capazes de controlar ions ferro nos liquidos biolégicos, demonstraram atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Andrés et al., 2016; Ostréwka et al.,
2023). A catelicidina LL-37, a unica catelicidina encontrada em humanos, possui
atividade antimicrobiana comprovada contra bactérias, virus e parasitas, além de
efeitos imunomodulatérios (Memariani, Memariani, 2024). Embora esses dados sejam
satisfatorios, € necessaria a compreensao da sua agao sobre os mecanismos de
patogenicidade dos microrganismos-alvo.

Sabe-se que a instalagdo, desenvolvimento, gravidade e resposta ao
tratamento das infeccdes por Candida spp. estao relacionados com os fatores de
viruléncia expressos pelos fungos em questdo. Dentre os principais fatores de
viruléncia, pode-se citar: presenca de adesinas na superficie de Candida; transi¢ao
morfolégica de leveduras para hifas (dimorfismo); produgao e secregao de enzimas
hidroliticas e toxinas; e formacéao de biofilmes (Staniszewska, 2019).

Diante desse cenario, o objetivo desse estudo foi analisar o efeito de
peptideos antimicrobianos salivares enddgenos contra o crescimento plancténico e

biofilmes de Candida albicans e Candida auris, por meio de estudos in vitro.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que:

— Em culturas plancténicas, os peptideos antimicrobianos avaliados
apresentaram perfis distintos de atividade antifungica frente a C. albicans e C. auris.
O fragmento N-terminal da lactoferrina humana (hLF 1-11) destacou-se por apresentar
maior atividade antifungica, sendo o unico peptideo a alcangar valores mensuraveis
de CIM e CFM, além de efeito dependente do tempo de tratamento;

— Nos testes de filamentagao, os trés peptideos analisados (HST-5, hLF 1-
11 e LL-37) demonstraram capacidade de inibir a formagéao de hifas por C. albicans,
evidenciando seu potencial como moduladores de viruléncia. Entre eles, os efeitos
mais expressivos foram de LL-37 e hLF 1-11, que levaram a completa inibicdo da
filamentagao;

— Em relagao aos biofilmes, o hLF 1-11 apresentou agao sobre os biofilmes

de C. albicans e C. auris, levando a reducgao de células viaveis e da biomassa total.
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