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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Infecgbes fungicas tem se tornado uma preocupagdo a saude publica devido seu
tratamento limitado e aumento de resisténcia dos microrganismos perante tais
medicagbes. Pensando em alternativas no tratamento antifungico, este trabalho foi
idealizado e desenvolvido, atuando em conjunto com a meta 3 dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel estabelecidos pela Organizagao das Nagdes Unidas em
2015 que preza pela garantia do acesso a saude de qualidade e por promover o bem-

estar para todos, em todas as idades.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Fungal infections have become a threat to public health due to limited treatment and
the emerging of fungal resistance toward existing classes of antifungal drugs.
Considering new options for antifungal treatment, this research was idealized and
developed, acting in accordance to the United Nations Sustainable Development
Goals — Goal 3 from 2015 — which ‘Ensures healthy lives and promote well-being for

all at all ages’.



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA S,

unesp 0)

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiITULO DA DISSERTACAO: Sintese de Peptideos Provenientes do Dominio Funcional da
Histatina-5 como Alternativa no Tratamento Antifingico

AUTORA: MARIANA DE MELO FACETO PORTELLA
ORIENTADOR: SAULO SANTESSO GARRIDO
COORIENTADOR: COORIENTADORA: KELLY ISHIDA

Aprovada como parte das exigéncias para obtencao do Titulo de Mestra em Biotecnologia,
pela Comissao Examinadora:

Prof. Dr. SAULO SANTESSO GARRIDO (Participagac Virtual)
Departamento de Bioquimica e Quimica Organica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

Prof. Dr. NORIVAL ALVES SANTOS FILHO (Participacao Virtual)
Departamento de Bioguimica e Quimica Organica / Instituto de Quimica - UNESP - Araraquara

Dr.2 CRISTINA DE CASTRO SPADARI (Participagao Virtual)
Departamento de Microbiologia / Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP - Sao Paulo

Araraquara, 30 de marco de 2026.

Documento assinado digitalmente

“b SAULO SANTESSO GARRIDO
g Data: 30/03/2026 13:43:21-0300

verifique em hitps:/ /validar.iti. zov.br

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara
Rua Prof. Francisco Degni, 55, 14800060
http/fvww.iq.unesp. bri#l/pos-graduacaco/bictecnologial - CMPJ: 48.031.918/0027-63.



DADOS CURRICULARES

IDENTIFICAGAO

MARIANA DE MELO FACETO PORTELLA
23/11/1998

Nacionalidade Brasileira

Nome em | PORTELLA, Mariana De Melo Faceto

citagcoes Melo Faceto Portella, M. d.

bibliograficas: PORTELLA, M. M. F.

Enderego Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Quimica,
profissional Campus de Araraquara

Departamento de Bioquimica e Quimica Organica
Rua Francisco Degni, 55

Quitandinha, Araraquara — SP

CEP 14800-900

Telefone: (16) 3301-9822

Curriculo Lattes | Lattes

ORCID ORCID

FORMAGCAO ACADEMICA

2024/2026 Mestre em Biotecnologia
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Quimica,
Campus de Araraquara

2018/2024 Bacharel em Quimica
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Quimica,
Campus de Araraquara

PRODUGAO BIBLIOGRAFICA

PORTELLA, M. M. F.; ISHIDA, K.; GARRIDO, S. S.. Synthesis of peptides from
Histatin-5 functional domain as na alternative strategy against Candida albicans. 542
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBq),
2025, Aguas de Lindodia. Livro de Resumos Parte 1. Aguas de Lindéia: Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (SBBq), 2025. p. 362.

Disponivel em: 542 SBBq - Livro de Resumos - Parte 1.

Zambom, C. R. et al.. Reducing Functional Domain of Histatin 5 Improves Antifungal
Activity and Prevents Proteolytic Degradation. Microorganisms, v. 13, n. 5, 8 may
2025.

DOI: 10.3390/microorganisms13051091.




PORTELLA, M. M. F.. Avaliacédo do Potencial Antifungico do Peptideos 8WHst-
5Duo contra Candida albicans. 2023. 43 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Bacharel em Quimica) — Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Araraquara, 2023.

TEO, Larissa Caroline Borges et al.. Como divulgar a ciéncia produzida na prépria
universidade? Um relato na produgao de TDC no ambito do grupo PET. VIl Encontro
dos Grupos PET da UNESP, 2021, Jaboticabal. Anais. Jaboticabal, 2021.
Disponivel em: Anais VII Encontro dos Grupos PET da UNESP.

DOI: 10.29327/1312202

MAESTRINER, E. R. et al.. O que é MOF? E o que essas trés letras representam
para anti-falsificagdo?. 2021. 8 f. Texto de Divulgagédo Cientifica — PET Quimica,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara, 2021.
Disponivel em: Texto de Divulgacdo Cientifica.

LIMA, LARISSA C. et al.. Futuras Cientistas. VI Encontro dos Grupos PET da
UNESP, 2019, Bauru. Anais. Bauru, 2019.

PARTICIPAGAO EM EVENTOS CIENTIFICOS

X Curso de Inverno em Microbiologia e Biologia Molecular Aplicada, 2025, Sao
Paulo. Atividade Pratica: “EFG1: Um regulador transcricional da morfogénese de
Candida albicans”. 2025. (Seminario e Aula Pratica).

54% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular,
2025, Aguas de Linddia. Synthesis of peptides from Histatin-5 functional domain as
na alternative strategy against Candida albicans. 2025. (Poster).

Workshop de Férias em Tecnologia Bioquimico Farmacéutica, 2023, Sao Paulo.
Mini-curso: Desenvolvimento de biofarmacos. 2023. (Seminario).

XXXV Congresso de Iniciagao Cientifica da Unesp, 2023, Araraquara. Avaliacdo do
potencial antifungico do peptideo 8WHst-5Duo contra Candida albicans. 2023.
(Poster).

VIII Semana da Engenharia Quimica, 2023, Araraquara. Avaliagdo do potencial
antifungico do peptideo 8WHst-5Duo contra Candida albicans. 2023. (Poster).

| Curso de inverno em Biociéncias e Biotecnologia, 2023, Araraquara. Avaliagao do
potencial antifungico do peptideo 8WHst-5Duo contra Candida albicans. 2023.
(Poster).




Dedico este trabalho a quem, mesmo na

auséncia, ndo deixou de existir.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha mae, Luana, por todo incentivo durante o mestrado,
pelas revisbes de todas as minhas versdes de escrita, quer fosse um poster ou a
versao final deste documento escrito. Tenha sido a versdo em portugués ou a versao
em inglés. Obrigada por passar horas lendo, relendo e transcrevendo o que muitas
vezes estava claro na mente mas nao no texto.

Agradec¢o ao meu pai, Vanderlei, por todas as vezes em que me perguntou
como estavam os experimentos quando eu chegava em casa no final do dia, cada vez
que tentou entender sobre 0 que minha pesquisa se tratava, por toda torcida silenciosa
que foi transmitida claramente por cada carona no final de semana para realizagao de
experimento, ou em cada alimento feito com carinho quando eu estava tao atarefada
que me esquecia de comer.

Agradec¢o a minha irm3a, Laura, pela tentativa de me animar cada vez que
eu estive chateada. Agradeco por cada planner que vocé me fez, pelos docinhos e
Cup Noodles® de curry que me trouxe quando eu estava borocoxd, por ouvir meus
desabafos que, por si sO, fez com que fosse possivel continuar. Agradego a minha
avo, Maria, por cada incentivo no decorrer desses anos, e por cada olhar orgulhoso
que me direcionou quando conquistei momentos importantes.

Agradeco a minha familia, por toda paciéncia quando eu estive irritada por
noites sem dormir, por terem me incentivado até aqui, pelos momentos em que
tentaram me auxiliar mesmo nao sendo da area, na troca de conhecimento, assistindo
prévias das minhas apresentagdes, fossem elas de congresso ou até mesmo de
grupo. Obrigada por caminharem comigo nessa trajetéria académica que nunca se
mostrou facil.

Agradeco as familias Faceto e Portella por toda torcida, disponibilidade em
me receber em casa para que eu ndo passasse horas no transito de Sao Paulo e por
cada momento em que cada um de vocés se interessou pela minha pesquisa e me
incentivavam dizendo “eu ndo entendo, mas parece que esta dando certo/é importante
para vocé, entao fico feliz que esteja empolgada”.

Agradeco ao meu orientador, professor Saulo Santesso Garrido, que
prontamente me recebeu de bragos abertos em 2022 e, desde entdo, me apaixonei
pela area, fiquei para a pés-graduagao e me aprofundei ainda mais nesse meio no

decorrer desses dois anos.



Agradeco a minha coorientadora, professora Kelly Ishida, por ter me
recebido em seu laboratorio para a realizagao dos experimentos microbioldgicos, ter
cedido a linhagem C. albicans ATCC 10231 para os experimentos, por toda a
paciéncia e suporte no processo de escrita deste documento e por todos os
ensinamentos que recebi nos ultimos 9 meses.

Agradeco ao grupo de pesquisa de Sintese, Estrutura e Aplicagbes de
Peptideos e Proteinas, pelos colegas de laboratério que tive durante esse tempo.
Agradeco ao Crusca pelo suporte na parte de purificacbes e caracterizagbes dos
peptideos, a Gabriela Zolin pela ajuda na idealizagao do projeto, a Naiara Maia pelas
sugestbes experimentais e suporte com minhas purificagcbes, as ICs Alicia
Vendramini, Luisa Negreiros e Vitoria Nozela que alegraram os meus dias trazendo
mais energia ao laboratoério. Agradego também aos membros que hoje nao estdo mais
presentes, mas fizeram parte da minha histéria no grupo: Gregario, Fauller, Isadora,
Giovanna e Carolina, a pessoa que sugeriu o trabalho com duplicagao pelo qual me
apaixonei logo de cara.

Agradeco ao grupo de pesquisa em Quimioterapia Antifungica, pelo
acolhimento e cada ensinamento que cada um me possibilitou aprender. Por cada
confraternizacéo, almoc¢o no RU, cada ida ao Beco e cada bolo da empatia. Agradeco
ao Daniel Freitas, ndo somente por ter sido minha banca na quali, mas por cada
ensinamento enquanto esteve no Brasil; a Cristina Spadari, por cada ensinamento,
ajuda com o Prisma e com a microbiologia; a Larissa Dunkl, por cada almogo em lugar
diferente, cada acolhimento no momento de surto, cada auxilio em discussées quando
eu comecgava a falar sozinha enquanto tratava dados e por cada curva que vocé
salvou; a Nathalia Lopes, por cada ida a Uehara atras de um liptint, cada abraco
quando eu estava precisando, cada ajuda e companhia quando estava insegura para
o experimento que nunca tinha feito; a Andriéli Bacega, pelas palavras de conforto
nesses ultimos meses, por toda preocupagao que demonstrou e pela torcida genuina.

Agradeco a Tatiana Reis, que foi tdo importante nesses ultimos 9 meses
para que esse trabalho pudesse ser concluido. Além de ter aceitado ser minha
suplente, agradecgo por cada reels enviado, cada abrago recebido, cada palavra de
acalento, cada vez que a cabra foi apertada, cada lembranga de que ja estava
acabando. Nao tenho como mensurar como vocé foi importante para que esse

trabalho e eu chegassemos até aqui.



Além dos nomes ja citados que tiveram uma participagdo em grande escala
ao longo desses Ultimos meses, agradego as ICs Gabrielle e Fernanda, aos
mestrandos Alex e Eunice, aos doutorandos Sabrina, Thayna, Leticia, Gislaine, Yuri,
Murilo e Henrique, todos vocés fizeram parte em cada discussdo aqui. Pude
desenvolver este trabalho gragas ao conhecimento microbioldgico adquirido nesse
laboratério, além de toda ajuda que recebi em cada analise estatistica, cada reuniao
de grupo, cada dica referente ao procedimento experimental e, mais importante, por
cada participagao na prévia de minha apresentagao. Toda discussao e levantamento
agregou, e muito, para meu preparo, formacgao e capacitagao profissional.

Agradeco aos meus amigos do ensino fundamental Ana Serafim, Edwin
Renck, Thailiny Costa e Vitoria Cristina, aos meus amigos de ensino médio Luis Divino
e Maria Fernanda, aos meus amigos de faculdade Fabio Diniz, Jaqueline Molina,
Laura Dias e Pedro Franco, aos meus afilhados Gabriel Eugénio, Jean Dominique e
Vinicius Miquelin, as alunas da 019, Gyovanna Marineli, e da 022, Manuella Dias.
Cada um de vocés desempenhou um papel fundamental ao longo desses anos,
independente da distancia ou lugar em que cada um esteja, vocés continuam atuando
de forma direta ou indireta em minha vida me dando for¢cas nas minhas decisdes!

Agradeco, em especial, ao Lucas de Oliveira, minha dupla desde 2018 na
graduacgao e meu professor de organica nas horas vagas e nas horas nao tao vagas
assim. Obrigada por cada saida para tomar um sorvete quando estava desanimada e
precisava relaxar mas ndo enxergava tempo para isso. Vocé, mais do que todos que
estdo presentes nesses agradecimentos, viu de perto cada etapa e cada processo até
chegar nesse momento final. Sou imensamente grata por todo suporte, ajuda com
ideias, opinides na forma de escrita € de exposi¢cao de resultado. Nem se eu usasse
0 espacgo completo para agradecimentos seria suficiente para representar o quanto eu
sou grata por todos esses anos em que vocé foi minha companhia e a parte abstrata
do meu cérebro amante de numeros.

Agradeco a minha banca, Cristina de Castro Spadari, por ter se
disponibilizado para a avaliagao deste trabalho, e professor Norival Alves Santos
Filho, por novamente ter aceitado meu convite e estar presente, dessa vez, na
avaliacao de minha defesa de mestrado.

Agradeco a professora Fernanda Zanolli pela orientagao e disponibilidade

para ideias e sugestdes referentes ao meu projeto.



Agradeco ao professor Reinaldo Marchetto pela disponibilidade em me
ajudar quando estava com dificuldades referente a sintese de peptideos.

Agradeco ao Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia do Instituto de
Quimica da UNESP Araraquara e ao Programa de Pés-Graduagao em Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, por ter me recebido como aluna e ter me
permitido usufruir dos beneficios concedidos para seus estudantes.

Agradeco aos funcionarios do Instituto de Quimica pela manutengao e
conservacao do Instituto e aos funcionarios do Instituto de Ciéncias Biomédicas tanto
pela manutencédo e conservagao do Instituto quanto pelos treinamentos ministrados
aos novos alunos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001.



RESUMO

Dentre os fungos que se apresentam como patégeno humano, o género Candida se
faz presente com aumento de numero de casos de infecgdes que vao desde
superficiais a sistémicas, resultando em morte do hospedeiro. Por ser um agente
colonizador de areas mucocutaneas, Candida albicans assume sua forma patogénica
ao menor sinal de alteragdes na homeostase do seu hospedeiro. Algumas linhagens
desse microrganismo apresentam resisténcia ao fluconazol, medicamento
amplamente utilizado no tratamento de suas infecgdes, dificultando assim seu
combate. A fim de obter uma alternativa no tratamento antifungico contra candidiase
oral, o uso de peptideos antimicrobianos apresenta-se como uma abordagem
terapéutica. A histatina-5 € um peptideo presente na saliva humana e possui atividade
inibitéria contra Candida albicans, contudo, € exposta a degradagao proteolitica e
pode perder sua eficacia. Utilizando entao estudos que relatam a melhora na atividade
antifungica ao duplicar fragmentos da histatina-5 que contenham parte de seu dominio
funcional, quatro peptideos analogos a histatina-5 foram sintetizados e testados a fim
de avaliar a sensibilidade de C. albicans ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231
frente a cada um. A sintese de cada peptideo foi realizada em fase sodlida, cada
sequéncia foi purificada e caracterizada e sua atividade antimicrobiana foi avaliada. A
ClIMgo obtida para C. albicans ATCC 90028 foi 80 uM, 80 uM e 15,6 uM; ATCC 18804
foi 160 uM, 80 uM e 31,2 uyM e ATCC 10231 foi 80 uM, 40 uM e 15,6 uM para OWHSst-
5, 8BWYKDuoHst-5 e 8BWYKDimHSst-5, respectivamente. A sequéncia 8WYKHst-5 ndo
apresentou inibicdo nos ensaios. Os ensaios de cinética de crescimento
demonstraram que, apos 48 h, a sequéncia OWHSst-5 mantém 50% de inibigao frente
a C. albicans ATCC 18804 com 40 pM, 8WYKDuoHst-5 mantém aproximadamente
100% de inibigdo contra ATCC 10231 com 40 pM e 8WYKDimHst-5 mantém quase
100% de inibigdo contra ATCC 90028 e ATCC 10231 com 31,2 uM. Os trés peptideos
também apresentaram capacidade de reduzir a atividade metabdlica e a biomassa do
biofiilme de C. albicans em formacdo para as trés linhagens estudadas. Como
conclusdao, o peptideo 8WYKDimHst-5 demonstrou melhores resultados se
comparado aos outros, em especifico para a linhagem resistente a fluconazol,

mostrando-se uma alternativa no combate a infecgbes resistentes.

Palavras-chave: Candida albicans; Antibidticos peptidicos; Peptideos catidnicos

antimicrobianos.



ABSTRACT

Among the fungi that are human pathogens, Candida spp. is present with an emerging
number of cases of infections ranging from superficial to systemic, resulting in host’s
death. As a colonizer agent of mucocutaneous areas, Candida albicans assumes its
pathogenic form at the slightest sign of changes in the homeostasis of its host. Some
strains of this microorganism are resistant to fluconazole, a drug widely used to treat
its infections, thus making it difficult to combat. Pursuing an alternative in the antifungal
treatment against oral candidiasis, the use of antimicrobial peptides is presented as a
therapeutic approach. Histatin-5 is a peptide present in human saliva and has inhibitory
activity against Candida albicans; however, it is exposed to proteolytic degradation and
may lose its effectiveness. Considering studies that exhibit enhanced antifungal activity
by duplicating histatin-5 fragments that contain part of its functional domain, four
histatin-5-analog peptides were synthesized and tested to evaluate the sensitivity of C.
albicans ATCC 90028, ATCC 18804, and ATCC 10231 to each one. The synthesis of
each peptide was performed in the solid phase, each sequence was purified and
characterized, and its antimicrobial activity was evaluated. The MIC90 obtained for C.
albicans ATCC 90028 was 80 uM, 80 uM, and 15.62 yM; ATCC 18804 was 160 uM,
80 uM, and 31.25 yM; and ATCC 10231 was 80 uM, 40 pM, and 15.62 uM for OWHst-
5, 8WYKDuoHst-5, and 8WYKDimHSst-5, respectively. The 8WYKHst-5 sequence
showed no inhibition in the assays. Growth kinetics assays demonstrated that, after 48
h, the OWHSst-5 sequence maintains 50% inhibition against C. albicans ATCC 18804
with 40 pM, 8WYKDuoHst-5 maintained approximately 100% inhibition against ATCC
10231 with 40 pM, and 8WYKDimHst-5 maintained almost 100% inhibition against
ATCC 90028 and ATCC 10231 with 31.2 uM. The three sequences also presented the
ability to reduce the metabolic activity and the biomass of the C. albicans biofilm in
formation for the three studied strains. To conclude, the 8WYKDimHst-5 peptide
demonstrated better results if compared to the others, especially for the fluconazole-

resistant strain, proving to be an alternative in combating resistant infections.

Keywords: Candida albicans; Antibiotic peptides; Antimicrobial cationic peptides.
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1 INTRODUGAO

1.1 FUNGOS

Fungos s&o organismos eucariotos que podem ser classificados como bolores,
cogumelos ou leveduras. Sao responsaveis por papéis fundamentais que se
estendem desde a restauragao de nutrientes ambientais a produtores de antibiéticos
na industria farmacéutica (Madigan et al., 2016; Case et al., 2025; van Rhijn; Rhodes,
2025).

Os fungos, estimados em 2019 como aproximadamente 12 milhdes de
espécies, sdo diversos e apresentam capacidade de sobrevivéncia em condigdes
variadas (Lopes; Lionakis, 2022; Wu et al. 2019). Dentre os membros do reino Fungi,
cerca de 600 espécies sao frequentemente identificadas como agente causador de
infecgdes humanas, sendo responsaveis por cerca de 6,5 milhdes de infeccdes
invasivas por ano, além de 68% das mortes anuais (~2,5 milhdes) (Brown et al., 2024;
Denning, 2024).

Nas ultimas décadas houve o aumento na quantidade de fungos patégenos e,
por mais que sejam apenas algumas centenas se comparado a existéncia de milhares
de espécies fungicas, o aumento da exposigcdo humana a esses agentes virulentos
tem se tornado uma preocupacédo de saude publica (Brown et al., 2024; Lockhart;
Chowdhary; Gold, 2023; Lopes; Lionakis, 2022).

Considerando a ameaga crescente que doengas fungicas tem representado a
saude global, acompanhado de um aumento acelerado de fungos resistentes,
dificuldade de acesso a diagnésticos e tratamentos corretos, a Organizagdo Mundial
da Saude publicou, em 2022, um guia para direcionar agbes de pesquisa e
desenvolvimento com relagdo a patégenos fungicos (WHO, 2022).

Dezenove espécies fungicas foram ranqueadas e classificadas em trés grupos
de prioridade com base em sua resisténcia antifungica, niumero de mortes,
tratamentos comprovadamente eficazes, acesso a diagndstico, incidéncia anual de
casos e sequelas e complicagbes poés infecgdes (WHO, 2022), como definido na

Figura 1.
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Figura 1: Fungos classificados como prioridade critica pela Organizagdo Mundial da Saude.
A !is_ta da esquerda refere-se ao grupo de prioridade critica, seguida da prioridade alta e prioridade
?:r?tlz; World Health Organization, 2022.

Doengas fungicas invasivas (DFIl) sdo causas crescentes de casos de
morbidade e mortalidade ao redor do mundo. Sdo mais comuns em pacientes que
apresentam doengas imunologicas ou pessoas que estdo hospitalizadas (Parsons;
Diekema, 2023). Patégenos como Aspergillus spp., Candida spp., Cryptococcus spp.
e Mucorales, além de outras espécies, contribuem com essas infecgdes (Sedik et al.,
2024).

A pandemia de Coronavirus (COVID-19) resultou em um aumento de casos de
DFI em pacientes hospitalizados. Casos de candidiase e aspergilose dominaram a
Europa, seguidas de mucormicose na india (Lass-Flérl; Steixner, 2023). Patégenos
fungicos sdo uma ameacga a saude publica e seu diagndstico €, muitas vezes, tardio
e ndo conclusivo (Sedik et al., 2024; WHO, 2022).

Dentre os patégenos fungicos de prioridade critica, a Candida albicans
destaca-se por fazer parte da microbiota humana e nao apresentar patogenicidade
em pessoas saudaveis (Katsipoulaki et al., 2024; Talapko et al., 2021; WHO, 2022).
Entretanto, ao haver o desequilibrio na homeostase do hospedeiro, principalmente no

sistema imunoldgico, por ser um agente oportunista, assume sua forma patogénica
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filamentosa, instaura sua infecgéo tecidual e pode até invadir e disseminar-se para

outros 6rgaos (Lopes; Lionakis, 2022).

1.1.1 Candida albicans

Candida albicans € um organismo comensal oportunista que reside no
microbioma humano em sua forma de levedura colonizando a boca, trato intestinal,
pele e trato reprodutivo (Lass-Florl et al., 2024; Macias-Paz et al., 2022). Fatores como
imunossupressao, exposicdo prolongada a antibiéticos e a uma Unidade de
Tratamento Intensivo (UTI), predisposigdo genética, idade avangada ou neonato e
intervengdes médicas que afetem a integridade da barreira mucocutanea causam o
desequilibrio na homeostase do hospedeiro favorecendo o supercrescimento fungico
(Askari et al., 2025; Lass-Florl et al.,2024; Lopes; Lionakis, 2022).

Suas infec¢des sao classificadas como mucocutaneas, que afetam a pele e
membranas mucosas, ou invasivas, quando o fungo atinge a corrente sanguinea
(candidemia) e dissemina-se para os demais 6rgaos, resultando em taxas de
mortalidade de 40-70% (Talapko et al., 2021; WHO, 2022). Por outro lado, as
infecgdes mucocutaneas sdo mais comuns que infecgdes sistémicas por afetarem
primeiramente a mucosa vaginal, oral, esofagica, faringea, intestinal além do sistema
urinario (Lopes; Lionakis, 2022; Tamo, 2020).

O aumento de casos reportados de candidiase oral em pacientes
imunocomprometidos pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), diabéticos,
oncoldgicos, fumantes, portadores de dentaduras, doengas periodontais ou alteragdes
salivares (Carvalho et al., 2026; Macias-Paz et al., 2022) reforga a importancia de
atencdo para infecgdes mucocutédneas causadas por C. albicans devido suas
propriedades de adeséo e seu nivel de patogenicidade (Millsop; Fazel, 2016).

A candidiase oral apresenta, como uma de suas formas clinicas, placas
esbranquicadas cremosas na lingua e na mucosa bucal (pseudomembranosa) com
uma base de Ilesdes vermelhas dolorosas (eritematosa). Infecgdes
pseudomembranosas ocorrem normalmente em neonatos, pessoas anémicas e
imunodeficientes. (Carvalho et al., 2026; Talapko et al., 2021; Tamo, 2020)

Por tratar-se de um fungo oportunista polimérfico, sua alteragdo de
microrganismo comensal a patogénico ocorre ao transicionar morfologicamente entre

levedura e hifa. Sua forma de levedura geralmente associa-se a colonizagdo e
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disseminagdo enquanto sua forma de hifa &€ patogénica e invasiva, permitindo a

invasao nas barreiras do hospedeiro (Lopes; Lionakis, 2022).

1.2 TRATAMENTO ANTIFUNGICO

O crescimento populacional de pessoas de risco, mudangas climaticas e agoes
humanas contribuem com o aumento de infec¢des fungicas (Hoenigl et al., 2024;
Parsons; Diekema, 2023) e, atualmente, ha limitagbes com relagdo ao tratamento
antifungico devido sua eficacia limitada. A resisténcia inata dos fungos ou até mesmo
resisténcia adquirida, a dificuldade de penetracdo da medicacdo na célula e/ou os
efeitos adversos aos pacientes além do limitado arsenal terapéutico (Hoenigl et al.,
2024; WHO, 2022) sao desafios que exigem busca de medicamentos com novos
mecanismos de acio.

As medicacdes existentes na atualidade apresentam mecanismos de agao que
podem variar em sitios de atuagdo. A Figura 2 esquematiza os locais em que a

levedura é exposta aos medicamentos existentes e agentes com potencial antifungico.

Inibigdo da sintese de : ~
acidos nucleicos —— P'Esrxi%%g:;r'::;ede celular
* Flucitosina 9

x ~— \ - Disrupgdo da membrana
Levedura celular
Inibigao da mitose * AzGis

« Griseofulvina « Aliaminas
* Polienos

Figura 2: Sitios de atuacdo de medicamentos e agentes antifungicos atuais.
Fonte: Encontrado em BioRender.com, 2025 — adaptada.

A griseofulvina € uma micotoxina eficaz no tratamento de fungos
dermatofitos de diferentes espécies e atua inibindo a sintese dos acidos nucleicos
além da mitose celular do fungo (De Carli; Larizza, 1988). A flucitosina, por sua vez, é

um composto analogo de pirimidina que se converte ao adentrar a célula fungica,
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atuando como um antimetabdlito capaz de inibir a sintese de DNA e RNA (Fisher et
al., 2022; Tamo, 2020).

Os polienos, como anfotericina B e nistatina, sdo compostos que atuam
ligando-se ao ergosterol na membrana celular fungica. Como resultado, poros
transmembranas sao formados resultando na morte do fungo (Macias-Paz et al., 2022;
Tamo, 2020). Essa classe, por sua vez, é altamente toxica ao ser humano devido a
similaridade estrutural entre o ergosterol e colesterol, composto presente na
membrana celular humana (Lee; Robbins; Cowen, 2023).

Ambas as classes dos azois e aliaminas atuam na biossintese de ergosterol,
contudo, em diferentes estagios. As aliaminas atuam em um estagio inicial, inibindo a
enzima esqualeno epoxidase, resultando no acumulo de esqualeno e comprometendo
a integridade da membrana (Lopes; Lionakis, 2022; van Rhijn; Rhodes, 2025).

Os azois, como miconazol e fluconazol, s&o os antifungicos mais utilizados no
tratamento contra a candidiase e atuam na inibicdo da enzima lanosterol 14-a-
demetilase, bloqueando a conversao do lanosterol em ergosterol, acumulando
esterois metilados toxicos que alteram a integridade da membrana. Por mais eficaz
que seja, apresenta efeitos adversos que podem variar de simples a mais sérios (Lee;
Robbins; Cowen, 2023; Lopes; Lionakis, 2022; Tamo, 2020).

Por fim, as equinocandinas, como caspofungina e anidulafungina, inibem a
enzima (1,3)-B-D-glucana sintase, interrompendo a sintese do componente essencial
da parede celular fangica, B-1,3-glucana, resultando na perda de rigidez,
desregulacdo osmatica e lise celular (Lopes; Lionakis, 2022; Macias-Paz et al., 2022;
Mathuria et al., 2024; Tamo, 2020). Sdo agentes fungicidas contra espécies de
Candida (Lee; Robbins; Cowen, 2023; Pfaller; Sheehan; Rex, 2004).

O arsenal terapéutico antifungico atual € limitado e suas descobertas podem
ser consideradas recentes, como esquematizado pela Figura 3. Os farmacos
utilizados sao divididos em quatro classes principais, sendo os polienos, azdis,
equinocandinas e pirimidinas (WHO, 2022). Ao avaliar infecgdes sistémicas causadas
por Candida, a classe dos azodis, polienos e equinocandinas séo utilizadas como
principais tratamentos (McCarty; White; Pappas, 2021; Talapko et al., 2021). Ja para
infecgdes de candidiase oral, o tratamento é realizado com nistatina, polieno de uso

topico, miconazol, azol de uso topico, e fluconazol via oral (Katsipoulaki et al., 2024).
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Figura 3: Linha do tempo na descoberta dos agentes antifungicos utilizados na atualidade.

*FDA: Food and Drug Administration, agéncia regulatéria dos Estados Unidos.

Fonte: Eksi; Gayyurhan; Balci, 2013; Lopes; Lionakis, 2022; Mathuria et al., 2024; van Rhijn; Rhodes,
2025.

A resisténcia apresentada pelos fungos pode ser de carater intrinseco
(primaria) ou adquirido (secundaria). A resisténcia primaria apresenta-se de forma
natural no fungo e se relaciona a fisiologia geral enquanto a resisténcia adquirida
desenvolve-se em algumas linhagens que obtiveram a habilidade de resistir a
atividade ao antifingico ao qual eram sensiveis (Lass-Florl; Steixner, 2023).

O corpo humano apresenta populagdes fungicas em sua microbiota que
consiste em linhagens sensiveis e resistentes a medicamentos. Contudo, ao expor
tais grupos aos antifungicos, mutacées genéticas podem ser ativadas e patégenos
resistentes sdo selecionados (Lass-Florl; Steixner, 2023), como demonstrado na

Figura 4.

populacao fungica original populagao fungica final
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Figura 4: Efeito do uso de antifungicos na microbiota humana.
Fonte: Lass-Florl; Steixner, 2023 — adaptada.
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Considerando entdo o crescimento de patégenos, muitas vezes resistentes a
mais de uma medicagao, faz-se necessario avangos em novas terapias antifungicas
(Parsons; Diekema, 2023). Visando alternativas cujos efeitos adversos nos pacientes
sejam reduzidos e dificulte a aquisicdo de resisténcia, sensibilizando diferentes
linhagens, peptideos antimicrobianos (PAMs), incluindo os peptideos antifungicos

(PAFs), comecaram a ser estudados.

1.3 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Peptideos sdo moléculas compostas por aminoacidos produzidos por quase
todos os organismos vivos (Satchanska; Davidova; Gergova, 2024). Os peptideos
antimicrobianos (PAMs) sao definidos como peptideos de defesa do hospedeiro e séo
cruciais para a imunidade inata, protegendo-o contra invasdes patogénicas (Nayab et
al., 2022; Roque-Borda et al., 2025; Seyfi et al., 2019).

PAMs sdo, em sua maioria, catibnicos e anfifilicos, facilitando sua interagao
com membranas microbianas, adotando assim conformagées como a-hélice, folhas-3
ou estruturas estendidas (Roque-Borda et al., 2025; Zare-Zardini; Salehi; Seyedjavadi,
2025).

Os peptideos antifungicos (AFPs), por sua vez, representam um subconjunto
de PAMs com atividade contra fungos. Sua forma de atuagao difere-se de antifungicos
convencionais pois AFPs utilizam a estratégia de multiplos alvos, podendo atuar na
ruptura de membrana, inibicao da sintese de parede celular, disfungédo mitocondrial e
inducao a estresse oxidativo (Chadha, 2023; Roque-Borda et al., 2025; Zare-Zardini;
Salehi; Seyedjavadi, 2025).

1.3.1 Histatina-5 e derivados

A histatina-5 (Hst-5) pertence a familia das histatinas, sequéncias ricas em
histidinas e presentes na saliva humana (Oppenheim et al., 2012; Perez-Rodriguez et
al., 2022; Puri; Edgerton, 2014; Usman; You; Waseem, 2025).

O interesse nas histatinas ocorreu na década de 1980, coincidindo com a
epidemia de Sindrome da Imunideficiéncia Adquirida (AIDS). A recorréncia de
candidiase oral em individuos imunocomprometidos possibilitou a identificacdo das
histatinas como primeira linha de defesa essencial contra Candida albicans (Puri;
Edgerton, 2014; Zambom et al., 2025). A Hst-5 é o subproduto da clivagem proteolitica

da Histatina-3 e apresenta maior atividade antifungica dentre os membros de sua
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classe (Han et al., 2016; Oppenheim et al, 2012; Perez-Rodriguez et al., 2022; Usman;
You; Waseem, 2025).

A Hst-5 apresenta acdo fungicida contra espécies do género Candida, sendo
altamente eficaz contra Candida albicans. Reduz a patogenicidade fungica ao inibir a
transicao levedura-hifa (Han et al., 2016; Puri; Edgerton, 2014); apresenta mecanismo
de agao intracelular; liga-se a receptores da parede celular e, ao ser transportada para
o interior da célula, apresenta agao mitocondrial e causa o desequilibrio osmoético
celular devido a perda de ions K* e ATP (Han et al., 2016; Perez-Rodriguez et al.,
2022; Puri; Edgerton, 2014; Zambom et al., 2025); além de ligar-se a metais como
cobre e zinco, potencializando assim sua atividade através da hiperacumulacao de
metais toxicos no fungo (Campbell et al., 2023; Puri; Edgerton, 2014).

Além da atividade antifungica, a Hst-5 participa da formagado de uma pelicula
protetora nos dentes, apresenta efeito bactericida contra patdgenos orais e auxilia na
cicatrizagcao de feridas ao estimular a migragao de células epiteliais (Puri; Edgerton,
2014; Usman; You; Waseem, 2025; Zambom et al., 2025).

O dominio funcional da Hst-5, uma sequéncia de 12 residuos de aminoacidos
conhecido como P-113 (AKRHHGYKRKFH), apresenta uma atividade igual ou
superior ao se comparar com o poder inibitério de seu precursor com sequéncia
completa (Rothstein et al., 2001). Tal descoberta permitiu que, ao avaliar o aspecto
fisiologico, histatinas nativas que se encontram na cavidade oral podem sofrer
clivagem enzimatica e gerar derivados com atividades biologicas melhoradas. Ja a
segunda conclusao refere-se a importancia clinica e como essa descoberta
possibilitou novas exploracdes de peptideos bioativos para tratamentos terapéuticos
(Oppenheim et al., 2012).

Dessa forma, a sequéncia 8WYKHst-5 € proposta seguindo a estratégia de
utilizagao do potencial antifungicos de fragmentos derivados da Hst-5, como reportado
por Zambom e colaboradores (2025), e contém residuos de aminoacido pertencentes
ao dominio funcional da Hst-5. Almejando entdo uma atividade superior se comparado
as encontradas por Zambom e colaboradores (2025), a estratégia proposta por Lin e
colabores (2016) de duplicagdo da sequéncia do fragmento 8WYKHSst-5 também é
implementada, contudo, de duas formas distintas, sendo uma sequéncia de
duplicagao linear e outra sequéncia de duplicacao ramificada.

Por fim, para avaliar a atividade dos peptideos com suas sequéncias

duplicadas se comparado ao analogo de Hst-5 (0WHSst-5) e a seu precursor 8WYKHst-
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5, todos os compostos serao expostos a trés linhagens de Candida albicans, sendo
elas ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231. As sequéncias conhecidas e
propostas estdo dispostas no Quadro 1 e apresentam o residuo de triptofano em seu
grupo amino-terminal apenas para quantificar a emissdo de luz pois tal residuo

apresenta fluorescéncia.

Peptideo Sequéncia de aminoacidos Registro na
literatura
Hst-5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY Opgf”rgegg et
P-113 AKRHHGYKRKFH Rothsztg'(;‘1ef al.,
OWHst-5 WDSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY Zambz%T ! al,
8WYKHSst-5 WYKRKFHEK ]
8WYKDuoHst-5 WYKRKFHEKYKRKFHEK -

WYKRKFHEK-KconH,
8WYKDimHst-5 | -
WYKRKFHEK

Quadro 1: Estrutura da histatina-5, seu dominio funcional P-113 e estruturas analogas a histatina-5.
Estrutura peptidica base para as sequéncias propostas e seu respectivo registro na literatura, além de
seus andalogos sintetizados e estudados neste trabalho.

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Sintetizar e avaliar peptideos analogos a histatina-5 como uma alternativa

antifungica no tratamento frente Candida albicans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Sintetizar, caracterizar e purificar os peptideos propostos;
2) Avaliar a atividade antifungica dos peptideos propostos sobre linhagens de
Candida albicans;
3) Avaliar a cinética de inibicao do crescimento de Candida albicans na presenga
dos peptideos propostos;
4) Avaliar a atividade inibitéria dos peptideos propostos sobre a formagao de

biofilmes de Candida albicans.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 SINTESE, CARACTERIZACAO E PURIFICACAO DE PEPTIDEOS
3.1.1 Sintese de Peptideos

Para a obtencao dos peptideos, o protocolo de sintese utilizado foi a Sintese
de Peptideo em Fase Sélida (SPFS), descrita por Marrifield em 1963 no qual os
aminoacidos sao adicionados um por vez até que o peptideo de interesse esteja
completo. Para um crescimento orientado da cadeia, os grupos funcionais dos
aminoacidos, assim como seus grupos a-aminicos, sao protegidos com protetores
removiveis a fim de ndo ocorrer nenhuma reagao paralela que interfira na obtencao
do peptideo proposto.

Como grupo protetor da cadeia lateral, um acido-labil & utilizado atuando de
forma permanente até o final da sintese. Os grupos a-aminicos, por sua vez, possuem
grupos protetores temporarios para que sua remogao seja possivel a cada etapa de
acoplamento. O grupo protetor utilizado foi uma base-labil que permite sua
desproteg¢ao por meio de uma solugao basica.

As sinteses utilizaram a estratégia quimica 9-fluorenilmetoxicarbonil
(Fmoc)/tercbutil (tBu) (Atherton et al, 1978), agentes acopladores N,N-
diisopropilcarbodiimida (DIC)/N-Hidroxibenzotriazol (HOBt), sendo a base-labil o
grupo protetor Fmoc e o acido-labil o grupo protetor tBu e foram realizadas com L-a-
aminoacidos. As estruturas quimicas dos compostos anteriores e das resinas
utilizadas estao dispostas no ANEXO A.

Reacdes de acoplamento exigem a presenca de agentes acopladores para que
o grupo carboxilico do Fmoc-aminoacido a ser adicionado seja ativado, possibilitando
assim a ligacao peptidica entre ele e o grupo a-aminico do L-a-aminoacido ja acoplado,

conforme Figura 5.
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Figura 5: Reacéo de acoplamento.

Reagado de acoplamento (SN2) no qual o aminoacido protegido a ser adicionado sofre a ativagéo no
grupo carboxilico, possibilitando a ligagédo peptidica com a sequéncia ja formada. Os compostos DIC e
HOBt s&o agentes acopladores.

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2025).

Para a sintese manual de peptideos em fase sdlida, os Fmoc-aminoacidos e
agentes acopladores DIC e HOBt foram utilizados com um excesso molar de 3 vezes
(x) o grupo amina presente na resina, com exceg¢ao da sequéncia ramificada que
utilizou o excesso molar de 6x. A resina do tipo Wang com o primeiro aminoacido
acoplado foi pesada, em balanga analitica, para as sequéncias 0WHst-5, 8WYKHst-5
e BWYKDuoHst-5.

Para a sequéncia 8WYKDimHSst-5 a resina do tipo Rink amida foi pesada, em
balanca analitica, e foi utilizado, também, o residuo de aminoacido Fmoc-Lis-Fmoc,
possibilitando assim a sintese de duplicagao ramificada.

O calculo inicial baseou-se em sua equivaléncia molar se comparado ao grau

de substituigcdo presente em 1 grama (g) de resina, por meio da Equacgéo 1:

Myesina(9)-grau de Substituigﬁo(mg"l)
. (1)
1g

O fator de correcéo para o excesso molar de 3x ou 6x é calculado por:

y = x(mmol) -3 ouy=x(mmol)-6 (2)
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Para calcular a massa do agente acoplador HOBt, o valor de y € utilizado:

Myopt = MMyopt - Y (3)

O uso do valor de y se repete para calcular o volume do agente acoplador DIC:

MMpjc
Vpic = ——pic (4)

Por fim, para a massa dos Fmoc-aminoacidos a ser utilizado durante a sintese,
a equacao é:
Myg = MMy, -y (5)

A resina pesada foi triplamente lavada de forma intercalada com N,N-
Dimetilformamida (DMF) e Diclorometano (DCM) (1:1, v:v). Apés, os grupos protetores
Fmoc foram removidos por meio de uma solugédo de 20% 4-metilpiperidina em DMF
(v/v) por 20 minutos (min). A reag&o ocorreu na capela com um volume de solugéo de
desprotecao equivalente a ¥z do volume total da seringa em que a sintese foi realizada.
O processo de lavagem tripla intercalada foi repetido e a adicdo do aminoacido
seguinte da sequéncia pbde ser realizada.

Para a confirmagao de que a desprotecédo ou o acoplamento foi efetivo, utiliza-
se o teste de Ninidrina (teste de Kaiser). O teste baseia-se em sua sensibilidade aos
grupos amina livres, detectando aminas primarias ou secundarias, adquirindo assim
uma coloragdo roxo-azulado (roxo de Ruhemann) ao ser submetido a altas
temperaturas. A ninidrina reage com a amina livre por meio da reagéo representada

na Figura 6.
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Figura 6: Reacao do Teste de Ninidrina.

A ninidrina, em contato com aminas primarias ou secundarias livres, forma um &nion de cor roxo-
azulado intenso.

Fonte: adaptada de Reaxys - ScienceDirect, acessado em 2025.

A menor quantidade possivel de resina foi retirada da seringa em que ocorria o
processo de sintese e foi adicionada em um tubo de ensaio pequeno. No tubo, entao,
foram adicionadas duas gotas de solu¢do A (2 mL de KCN 0,001M + 98 mL de
piridina), duas gotas de solugdo B (5 g de ninidrina + 100 mL de etanol absoluto) e
duas gotas de solugéo C (80 g de fenol + 20 mL de etanol absoluto), e, entdo, o tubo
de ensaio contendo a resina foi levado a estufa por 4 min a aproximadamente 100°C.

Com a desproteg¢ao do grupo Fmoc, a amina livre reagiria com a ninidrina e a
coloracao roxo-azulado intenso era observada. Entdo, para o acoplamento, a massa
de HOBt, massa de L-a-aminoacido e o volume de DIC obtidos pelas Equacdes 3, 5 e
4, respectivamente, foram dissolvidos em DMF/DCM (1:1, v:v) e a solugé&o foi vertida
na seringa em que ocorria a sintese. Apos 2 horas (h) de reacdo em temperatura
ambiente (T.A.), o processo de lavagem tripla foi realizado e, em seguida, o Teste de
Ninidrina foi novamente aplicado.

Para a confirmacdo de acoplamento, o processo de teste citado acima foi
repetido e, ao retirar o tubo da estufa, a solugdo deveria manter-se amarela clara,

comprovando a auséncia de amina livre.
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Caso o acoplamento nao tivesse ocorrido, seria necessario reacoplar o L-0-
aminoacido, contudo, com um excesso molar pela metade. Com o acoplamento
confirmado, a adi¢do do proximo L-a-aminoacido ocorreu na seringa, como descrito
anteriormente.

A sintese é um processo ciclico de acoplamentos e desprotec¢des, tendo no
intervalo entre essas etapas os processos de lavagem tripla da peptil-resina com
solventes intercalados entre si a fim de remover subprodutos e prevenir reacoes
intermediarias.

Ao término da adicdo do ultimo residuo de aminoacido da sequéncia peptidica
de interesse, o processo de desprotecao foi realizado novamente e a peptil-resina foi
lavada com metanol por varias vezes e deixada para secar a vacuo até que os

granulos se desprendessem totalmente entre si e da parede da seringa.

3.1.2 Clivagem peptil-resina

A peptil-resina, apds secagem a vacuo e mantida overnight em dissecador, foi
transferida para um frasco de cintilacdo e pesada em balanga analitica para obtengao
do peptideo bruto.

O coquetel de clivagem utilizou como base a massa final, tendo como relagao
1 mL de solugdo para cada 100 mg de peptil-resina. A solugao utilizada levou 2,5%
de agua destilada (v/v), 2,5% de Triisopropilsilano (TIS) (v/v) e 95% de Acido
Trifluoracético (TFA) (v/v), e foram adicionados ao frasco de cintilagdo na respectiva
ordem.

A reagao ocorreu em capela por 3h e o frasco permaneceu tampado, coberto
com papel aluminio e sob agitagdo branda de aproximadamente 150 rotagdes por
minuto (rpm). Ao término da reac&o, 10 mL de éter etilico gelado foi vertido no frasco
para precipitagao do peptideo. A suspenséo foi vertida em um tubo de centrifuga de
50 mL e, novamente, uma nova lavagem com 10 mL de éter etilico gelado foi
realizada, vertendo esse segundo volume ao mesmo tubo de centrifuga. O tubo foi
armazenado em banho de gelo ou freezer por 2h, com o intuito de garantir a
precipitacdo completa do peptideo bruto.

Apds as 2h, foi retirado o tubo de centrifuga do gelo, agitado vigorosamente e
centrifugado por 10 min a 5.000 rpm. O sobrenadante (precaugéo) foi retirado com
uma pipeta de Pasteur, reservando-o em um novo tubo de centrifuga de 50 mL. O

precipitado que se encontrava no tubo foi lavado novamente com 5 mL de éter etilico
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gelado, mantendo o tubo no gelo por 5 min. Depois, foi agitado vigorosamente e
centrifugado por 10 min a 5.000 rpm. O sobrenadante do tubo foi retirado com a pipeta
de Pasteur e reservado no frasco de precaucao.

O processo de lavagem foi realizado por 3x. Apds ultima lavagem com éter, o
tubo ficou aberto na capela overnight para evaporagdo completa de éter. A separagao
final entre o peptideo bruto e a resina foi iniciada utilizando uma solucéo de 10% de
Acetonitrila (ACN) em agua destilada (v/v). No tubo foi adicionado 5 mL de solugao de
ACN 10% e agitado vigorosamente. Foi centrifugado por 10 min a 5.000 rpm e o
sobrenadante do tubo foi retirado com uma pipeta de Pasteur e adicionado em uma
seringa com filtro para ndo permitir passagem de nenhum granulo de resina. A solugéo
peptidica foi filtrada em um baldo de fundo redondo de 250 mL.

O processo de lavagem foi realizado por ~7x ou até que a resina apresentasse
uma tonalidade branca/amarela clara, tendo assim a maior parte do peptideo
dissolvido em solugdo de ACN. A solucédo peptidica diluida foi entdo levada ao
rotaevaporador e concentrada até pelo menos metade do volume obtido, em um
intervalo de 40° a 60 °C.

A solugdo concentrada foi vertida em um tubo de centrifuga de 50 mL,
congelada em nitrogénio liquido e liofilizada por 2 dias. O peptideo bruto obtido foi um
sélido branco volumoso, sendo necessario sua caracterizagao e sua purificagdo para
que fosse utilizado. A SPFS pode ser resumida em pontos chaves descritos no
fluxograma da Figura 7.



30

Sintese de Peptideos em Fase Solida

1. DCSpI'()[CinO do grupo 2. Realizar Teste de Kaiser
protetor Fmoc
3. Adicionar o AA +
agentes acopladores

4, Deixar reacdo

6. Terminada a sequéncia Sa. Acoplado o AA porZhem TA.
de AA adicionado

2. Realizar Teste de Kaiser

7. Clivagem entre resina e 5b. Precisa reacoplar o AA
peptideo novamente

L y

PEPTIDEO

BRUTO

Figura 7: Fluxograma do processo de sintese.

O processo de SPFS inicia-se com a pesagem da resina a ser utilizada na sintese e segue as etapas
1, 2, 3, 4. Apds o processo 4, a etapa 2 é repetida e ha duas opgdes. Na opcao 5a, o aminoacido foi
acoplado com sucesso, podendo avaliar se aquele foi o ultimo da sequéncia. Caso tenha sido, o
caminho segue para a etapa 7 e a sintese ¢ finalizada. Se néo foi o Ultimo aminoacido da sequéncia,
as etapas de 1 a 4 se repetem. A opg¢ao 5b, por sua vez, demonstra quando o acoplamento do
aminoacido n&o foi efetivo, sendo necessario repetir entdo as etapas 3 e 4.

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2025).

3.1.3 Caracterizacao e Purificacdo de Peptideos

O peptideo bruto foi dissolvido em solvente A (0,045% TFA/H20) e purificado
por meio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no modo semi-
preparativo em uma coluna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB C18 (9,4 mm x 250
mm e 5 um). Foi utilizado o solvente A (0,045% TFA/H20, v/v) e solvente B (0,036%
TFA/ACN, v/v) com um gradiente de 0,33%/min de Solvente B por 90 min a um fluxo
de 5 mL/min nos comprimentos de onda de 220 nm e 280 nm, detectando ligacao
peptidica e o residuo triptofano (W), respectivamente.

A analise qualitativa foi realizada em modo analitico utilizando uma coluna
Waters Symmetry C18 (2,1 mm x 150 mm e 5 ym) por meio de um sistema de
separacao Shimadzu LC-10A/C-47A acoplado a um detector UV/Vis Shimadzu LC-

10A/47A. Foram utilizados o solvente A e solvente B com um gradiente de 5% a 95%
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de solvente B por 30 min, a um fluxo de 0,6 mL/min nos comprimentos de onda de
220 nm e 280 nm.

A caracterizacdo do peptideo puro foi realizada por um espectrémetro de
massas Amazon SL /on Trap da Brucker® acoplado ao cromatégrafo, pelo modo de
ionizagao por eletrospray (LC/ESI-MS™) (Zambom et al., 2019; Zambom et al., 2025).

3.2 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

As linhagens de C. albicans ATCC 90028, ATCC 18804, ATCC 10231 e C.
parapsilosis ATCC 22019 estavam estocadas em meio brain heart infusion (BHI, BD
Difco™) com 20% de glicerol a -80°C. Para a reativagao dos microrganismos, em um
fluxo laminar, 5 mL de meio Sabouraud Dextrose (SDB, BD Difco™) estéril foram
adicionados em 4 tubos de centrifuga também estéreis de 50 mL. Os criotubos
contendo os fungos foram retirados do -80°C e, juntamente no fluxo laminar, 10 uL do
estoque de cada linhagem foi transferido a um tubo de centrifuga que continha SDB,
com sua devida identificacao.

O estoque permanente foi entdo devolvido ao -80°C e os tubos foram
incubados sob agitacdo de 150 rpm por 24h a 35°C. Apds 24h, as suspensdes
fungicas de C. albicans e C. parapsilosis foram agitadas vigorosamente por 15
segundos e semeadas em placas estéreis ja solidificadas de Sabouraud Dextrose
Agar (SDA, BD Difco™) com 50 pg/mL de cloranfenicol (CAS: 56-75-7, Sigma-
Aldrich), por meio de estriamento por esgotamento para crescimento de colénias
isoladas e a placa mantida em refrigerador de 4-8°C.

Para a realizagdo dos ensaios, foram necessarios dois crescimentos
consecutivos por 24h a 35°C para garantir que 0os microrganismos apresentassem seu
metabolismo ideal.

3.2.1 Ensaio de Sensibilidade Antifungica

Os ensaios de sensibilidade foram realizados em placas de 96 pogos de fundo
chato e de poliestireno utilizando como base o método de referéncia M27-A4 (CLSI,
2017) para determinagao da concentragao inibitéria minima (CIM) e da concentragao
fungicida minima (CFM) dos peptideos. Algumas adaptagbes foram realizadas ao
meétodo, a fim de comparar protocolos e resultados:
- Uso do meio caldo Sabouraud dextrose (SDB) e RPMI-1640 tamponado com MOPS
0,16 M (RPMI);
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- Leitura de resultados: escala de leitura visual utilizando o controle n&o tratado (nt)
como base e leitura complementar da densidade éptica (D.O.) a 530 nm utilizando o

leitor de placas.

3.2.1.1 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima

Os ensaios foram realizados em ftriplicata biolégica, com duplicata
experimental, nos dois meios de cultura. Em cada replicata bioldgica foram utilizados
os dois meios de cultura das quais 4 linhagens de Candida (C. albicans ATCC 90028,
ATCC 18804, ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019) foram avaliadas frente a
atividade dos peptideos-teste e o antifungico padrao fluconazol (FLC) para controle

de qualidade do ensaio.

3.2.1.1.1 Preparo das Solugées Teste
As substancias estudadas, ao serem adicionadas nas placas, apresentaram
uma concentracdo 4x maior a concentracdo de interesse final. Os intervalos de

concentracao utilizados estao dispostos no Quadro 2.

A Solugao de Intervalo de . .
Substancia ~ Microrganismo
trabalho Concentragao
OWHst-5
8WYKHst-5 1280 pmol/L 0,62 — 320 pmol/L Candida albicans

8WYKDuoHst-5

8WYKDimHst-5 1000 pmol/L 0,49 — 250 pmol/L Candida albicans

Candida albicans

Fluconazol 128 pg/mL 0.062-32ug/mL o hdida parapsilosis

Quadro 2: Intervalos de concentracdo dos peptideos e do fluconazol utilizados nos ensaios.
Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

» Fluconazol (FLC)
A solucao estoque de FLC foi preparada de forma concentrada, no qual 6,5 mg
de FLC (CAS: 86386-73-4, Sigma-Aldrich) foi pesado em balangca analitica e
dissolvido em 1 mL de DMSO para obtencédo de uma solugéo estoque a 6,5 mg/mL. A

solucao foi armazenada em aliquotas de 200 uL a -20°C.
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> Peptideos
Os peptideos liofilizados foram aliquotados em microtubos e armazenados a -
20°C. As solugbes peptidicas foram preparadas somente no dia do experimento para
que os compostos bioativos ndo fossem degradados. As massas foram previamente
calculadas e pesadas em balanga analitica e dissolvidas em RPMI ou SDB nos

volumes que seriam utilizados para o experimento.

Os peptideos e FLC foram dissolvidos e diluido, respectivamente, em meio de

cultura seguindo as Equagbes 6 e 7.

Concentragioiciq; - Volume p;ciq = Concentragioging * Volumeyiyn g (6)

MmassApeptideo (7)

Concentracaoy; =
[ ¢ flnal] Massa Molarpeptideo’Volumefinqi

Ou seja, sabendo que a solugdo da substancia a ser testada é adicionada
apenas na primeira coluna, e apenas 50 uL sao utilizados, foi preparado, para cada
leva de 4 placas por meio, os seguintes volumes finais de solugdo 4x mais
concentrada:

» FLC: 500 pL de uma solugao de 128 mg/mL;
> Peptideos: 350 pL de uma solugédo de 1280 pM para OWHst-5, 8WYKHSst-5 e
8WYKDuoHst-5 e 1000 yM para 8WYKDimHst-5.

Para o preparo da solucao de FLC, partindo da solucéo estoque, foi utilizado a

Equacao 6.
6.500- 1076 - Vi ooro =128+ 1070 500 > Vigy i rore = 985 AL
VSOluﬁ;‘Ofinal - VSOluCﬁoFLCestoque = VSOlu(}ﬁOmeio de cultura - 500 — 9’85 = 490’15 ,ML de meio

As solugdes peptidicas, por sua vez, baseiam-se na massa pesada para serem
preparadas. Utilizando entdo a Equacgao 7, o valor tedrico de massa necessaria para

o preparo das solucdes variou para cada peptideo, sendo elas:

m-1073
OWHst —5:1280-107° = 32225350106  MowHse-s = 1,44 mg
m-1073
SWYKHst —5:1280 - 10_6 == — MgwyKHst—5 — 0,59 mg

"~ 1321,53-350-10-6



34

m-1073

BWYKDuoHst — 5:1280 + 10 = 5omeearaie = Mowyicouonist-s = 109 mg
m-1073

S8WYKDimHst — 5:1000 - 10_6 = — MgwyKDimHst—5 — 0,96 mg

"~ 2751,2-350-10-°

3.2.1.1.2 Padronizagao do Inéculo Fungico

Com o auxilio de uma alca, pelo menos 5 colbnias isoladas de C. albicans
ATCC 90028, ATCC 18804, ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram
retiradas de suas respectivas placas em SDA e foram suspendidas em microtubos
com 1 mL de solugao salina 0,9% (NaCIl/H20, m/v). Os microtubos de 1,5 mL foram
agitados vigorosamente por 15 segundos e 5 pL dessa suspenséao foi transferida para
microtubos de 1,5 mL que continham 495 pL de solugéo de formaldeido 4% em H20
(V/v).

Os microtubos com formaldeido foram agitados vigorosamente por 15
segundos e 10 pL dessa suspensdo foram transferidos para uma camara de
Neubauer. Os inéculos de C. albicans e C. parapsilosis foram padronizados por meio
da contagem de células realizadas na Neubauer para que a concentragdo fungica final
fosse 1x108 UFC/mL em solugéo salina 0,9%.

A suspensdo de inéculo padronizada em 1x10® UFC/mL foi, inicialmente,
agitada veementemente por 15 segundos e, entao, diluida em uma razao de 1:20, no
qual 50 uL foram transferidos a um novo microtubo com 950 uL de solugao salina. A
segunda diluicao foi realizada com meio de cultura na razdo de 1:50, tendo como base
a relacao de 20 uL de inéculo 1:20 e 980 pyL de meio de cultura, variando esses
volumes com base no Vi de indéculo a ser usado nas placas. Dessa forma, a

concentragéo do indculo adicionado na placa foi de 1x103 UFC/mL.

3.2.1.1.3 Montagem dos Ensaios

Apods a preparacao dos peptideos-teste e do indculo fungico padronizado, o
ensaio de microdiluicdo foi realizado conforme descrito a seguir.

Oito placas estéreis de 96 pocos de fundo chato e de poliestireno foram
utilizadas, das quais 4 placas continham RPMI e outras 4 continham SDB. As placas
foram montadas em fluxo laminar, tendo como primeira etapa a adigao de 50 pL de
meio nas colunas de 1 a 11 e, na coluna 12, 100 pL de meio foram adicionados.
Depois, houve a adigao de 50 pL de solugdo peptidica ou FLC, somente nos seus
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respectivos pogos demarcados da coluna 1. Uma diluigdo seriada na razéo 1:2 (v:v)
foi realizada até a coluna 10 de tal forma que todos os poc¢os se mantivessem com um
volume de 50 pL e, ao chegar na coluna 10, os 50 uL em excesso foram desprezados.

Houve, por fim, a adicao de 50 pL, em todos os pogos das colunas 1 a 11, do
indeulo fungico a 1x103 UFC/mL em meio de cultura como previamente preparado. Os
resultados foram avaliados ao término de 24h de incubacio estatica a 35°C apés a
ressuspensao das leveduras. Os métodos de leitura envolvidos foram o visual e pela
determinagcdo de densidade otica a 530 nm em leitor de microplaca Epoch 2
(BioTek®). Foram determinadas as menores concentragdes que inibem 50% e 90%
do crescimento fungico (Clso e Cloo, respectivamente), que pdde ser calculada através

da Equacao 8.

% Inlblgéo — <1 _ ( DOpoco—DOmeio de cultura )) - 100% (8)

DOcontrole positivo_DOmeiO de cultura

3.2.1.2 Determinagao da Concentragao Fungicida Minima (CFM)

Apds o ensaio de microdiluicdo em caldo, subcultivos foram realizados para
determinar se os peptideos apresentavam agao fungistatica ou fungicida nos dois
meios de cultura. Para tal, apds a ressuspensao das leveduras da microplaca, foram
transferidos 10 yL da suspenséo de cada pogo a partir do que apresentava menor
concentracdo em que 90% do crescimento fungico foi inibido (Cleo). Os pogos de
controle ndo tratado também foram transferidos a placa de Petri.

As placas foram incubadas por 24h a 35°C. Ao término da incubagao, o
crescimento fungico foi avaliado de forma visual. Caso ndo houvesse crescimento, o

peptideo apresentaria potencial agcao fungicida.

3.2.1.3 Microscopia de Fluorescéncia

Devido a pouca quantidade celular na suspensao do controle n&o tratado, o
protocolo metodoldgico foi adaptado para que as fotos pudessem ser realizadas. Apos
o separo dos subcultivos para ensaio de CFM, as amostras foram coradas na proépria
placa de 96 pocos.

Foi adicionado, nos pogos que apresentava concentragao final de 160 uM, o
volume de 20 pL de uma solugao de calcoflior 1 mg/mL e, a fim de evitar maiores
perdas da amostra, a etapa de lavagem nao foi realizada. As laminas avaliadas foram
referentes aos compostos 0WHst-5, BWYKHst-5 e 8WYKDuoHst-5.
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3.2.2 Cinética de inibicdo de crescimento fungico

Em uma placa estéril de 96 pocos de fundo chato e de poliestireno foi avaliado
o crescimento fungico das linhagens de C. albicans e C. parapsilosis ao serem
expostos aos compostos do presente estudo. O meio de cultura e as concentragdes
das substancias teste foram escolhidos com base nos resultados obtidos no ensaio
de CIM.

O preparo das substancias teste e a padronizagdo do in6culo seguiram as
metodologias descritas nos itens 3.2.1.1.1 e 3.2.1.1.2, respectivamente, com a
alteracdo nas concentragbes dos compostos estudados, como demonstrado no
Quadro 3.

Substancia Concentragoes Microrganismo
OWHst-5
8WYKHst-5 40, 160 e 320 ymol/L Candida albicans
8WYKDuoHSst-5
8WYKDimHst-5 31,25, 125 e 250 pmol/L Candida albicans
Fluconazol 1e4 pug/mL Candida albicans
Fluconazol 0,0625 — 8 pg/mL Candida parapsilosis

Quadro 3: Concentragbes das substancias avaliadas no ensaio de cinética de crescimento fungico.
Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

Em uma placa de 96 pocos de fundo chato de poliestireno estéril, foram
adicionados 50 uL de meio SDB em cada po¢o da placa de cultura, com excecgao dos
pocos referentes ao controle de esterilidade (C-), que foi adicionado 100 pL.

Posteriormente, foi adicionado 50 pL das solugdes dos compostos com uma
concentragéo 4x a de interesse final. Entdo, os 50 pL de inéculo a 1x10% UFC/mL
foram adicionados aos seus respectivos pogos a fim de completar o volume de 100

ML em cada, incluindo o controle ndo tratado do microrganismo (nt).
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Ao terminar a montagem, a placa foi incubada no leitor de placas Epoch 2
(BioTek®) por 48 h a 35°C em agitagdo constante para que a leitura de absorbancia

(530 nm) fosse realizada a cada hora.

3.2.3 Avaliagado antifungica dos peptideos sobre do biofilme em formagao de
Candida albicans

Para que os biofilmes fossem formados, o inéculo de cada linhagem de C.
albicans foi preparado a 1x108 UFC/mL em meio SDB. Entdo, em uma placa de 96
pocos de fundo chato e de poliestireno estéril, foi adicionado 100 uL da suspenséo de
leveduras nos pogos e a placa foi incubada a 35°C por 1,5 h de forma estatica.

Ap0ds o término da etapa de adeséo, os pogos foram lavados uma vez com uma
solugao salina 0,9% e 100 uL da solugéo dos peptideos ou o FLC foi adicionado em
cada pogo, seguindo a relagdo do Quadro 4. A placa foi incubada novamente por 24
h de forma estatica a 35°C. Os compostos e concentragbes utilizados nessa etapa

foram escolhidos com base nos resultados obtidos nos ensaios anteriores.

Substéancia Concentragoes
OWHst-5 40, 160 e 320 pymol/L
8WYKDuoHst-5 40, 160 e 320 umol/L
8WYKDimHst-5 31,25, 125 e 250 uymol/L
Fluconazol 4 ug/mL

Quadro 4: Concentragdes das substancias avaliadas no ensaio de tratamento do biofilme de C.
albicans em formacéo.
Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

Apos o tempo de incubacgado, os pogos com biofilmes foram lavados 2x com
PBS para a quantificacao do biofilme por meio de duas avaliagdes colorimétricas. Uma
averiguou a atividade metabdlica das células sésseis por meio do uso do sal sédico
de XTT. A outra, por sua vez, averiguou a quantidade de biomassa total de biofilme
formado através do uso de uma solucéo de Cristal Violeta 0,2%.

A primeira avaliagao realizada usou o sal de sédio 2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)2H-tetrazélio-5-carboxanilida (XTT) (CAS:111072-31-2, Sigma-Aldrich) para
que as células sésseis fossem quantificadas de forma colorimétrica por meio de sua
atividade metabdlica. Apds a lavagem, foi adicionado uma aliquota de 150 yL de uma
solugéo de 0,1 mg/mL XTT/10 yM menadiona em PBS em cada pocgo. A placa foi

incubada, protegida da luz, por 2h a 35°C e, ao término do tempo, foi transferido 100
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ML do sobrenadante de cada pogo para uma nova placa e sua absorbancia avaliada
a 490 nm no leitor de placas Epoch 2.

A segunda avaliag&o colorimétrica utilizou uma solugéo de Cristal Violeta 0,2%
em agua destilada (m/v) que permitiu quantificar a biomassa total de biofilme em cada
poco. Apés a lavagem, o biofilme foi fixado com 100 yL de metanol por 15 min, T.A.
O metanol foi removido e deixado para secagem (overnight, T.A.). Foi adicionado,
entdo, 100 uL de cristal violeta 0,2% e incubado por 20 min, T.A. O corante foi retirado
e 0s pogos foram lavados 3x com agua destilada.

Apoés as lavagens, o corante foi solubilizado com 150 pL de acido acético 33%
em agua destilada (v/v) por 5 min e 100 pL do sobrenadante de cada pogo foram
transferidos para uma nova placa e sua absorbancia foi lida a 590 nm no leitor de
placas Epoch 2.

Para as duas quantificagdes os dados de densidade oética e porcentagem de
inibicdo nos ensaios de atividade metabdlica (XTT/menadiona) e da biomassa total

(coloragao com cristal violeta) foram plotados na forma de graficos.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas para os dados obtidos foram avaliadas usando o
software GraphPad Prism versao 8.0.1 para Windows (San Diego, Califérnia, EUA,
www.graphpad.com). O nivel de confianga de 95% foi considerado significativo para
todas as analises.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 SINTESE, CARACTERIZACAO E PURIFICACAO DE PEPTIDEOS

Os peptideos brutos foram, inicialmente, purificados e caracterizados a fim de
confirmar o éxito da sintese de peptideos em fase sélida. A Figura 8 demonstra os

cromatogramas de cada sequéncia.
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Figura 8: Cromatogramas dos peptideos brutos e purificados.
Cromatograma referente ao analogo bruto e purificado, respectivamente.

Fonte: elaborado pelo préprio autor (2025).
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Para confirmagdo da obtencdo da sequéncia desejada, utiliza-se do valor

tedrico da massa molar de cada sequéncia a fim de compara-la com o obtido pelo
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espectro de massas de cada peptideo, Figura 9, pela razao m/Z. As razdes permitiram

os calculos de massa molar experimental, Tabela 1, possibilitando assim a

caracterizagado do composto.
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Figura 9: Espectro de massas dos peptideos purificados.
Espectros referente a (A) OWHst-5, (B) 8WYKHSst-5, (C) 8WYKDuoHst-5 e (D) 8WYKDimHst-5.
Fonte: elaborado pelo proprio autor (2025).

Tabela 1: Comparacao entre a massa molar tedrica e massa molar experimental para cada peptideo.
Os resultados estédo expressos em g/mol.

A Carga o ) MMteérica MM experimental
Sequenma (Z) MM/Ztesrica MM/ Zexperimental (g/mol) (g/mol)
+3 1.075,17 1.075,51
OWHst-5 +4 806,62 806,40 3.222,5 3.222,56
+1 1.322,53 1.322,93
8WYKHSst-5 +2 661,76 661,44 1.321,53 1.321,26
+3 441,51 441,32
+3 813,94 813,81
8WYKDuoHst-5 +4 61071 610,60 2.438,83 2.438,42
. +3 918,07 918,21
8WYKDimHst-5 +4 688.80 688.90 2.751,20 2.751,62

Fonte: elaborado pelo préprio autor (2025).
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Ao avaliar as massas experimentais obtidas, foi possivel concluir que todos os
peptideos propostos foram sintetizados e, por meio de seus cromatogramas, as
sequéncias apresentaram pureza maior que 90%, comprovando assim a obtencao de

bons resultados por meio da metodologia de sintese de peptideos em fase solida.

4.2 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

4.21 Atividade antifungica dos peptideos

Os valores da moda dos resultados obtidos através dos ensaios de CIM e de
CFM dos peptideos propostos frente aos microrganismos estudados estao dispostos
na Tabela 2 e
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Tabela 3, obtida em meio RPMI e caldo Sabouraud dextrose, respectivamente.

Nao foi possivel observar inibicao do crescimento de C. albicans tratados com
analogos da histatina-5 (Hst-5) nas concentragdes testadas em meio de cultura RPMI
1640 tamponado com MOPS, enquanto o fluconazol apresentou inibicdo em
concentragbes esperadas (Tabela 2). Utilizando como referéncia o material
complementar M60 (CLSI, 2017), ao avaliar o género C. albicans, uma linhagem é
sensivel ao composto FLC caso seu valor de ClIMgo seja <2 pg/mL e resistente caso
seu valor seja =28 ug/mL ap6s 24h de incubacgao. As linhagens ATCC 90028 e ATCC
18804 sado linhagens sensiveis enquanto ATCC 10231 é resistente ao agente
antifungico padrao testado (ATCC®, 2023).

O meio RPMI é padréao para os testes de sensibilidade aos antifungicos em
diferentes protocolos (CLSI, EUCAST e outros). Esse meio é rico em L-aminoacidos,
vitaminas e sais inorgénicos. Em pH 7,0, os grupos laterais dos L-aminoacidos
presentes tornam-se agentes ibnicos, carregados positiva ou negativamente, sendo
um possivel fator na influéncia frente a atividade inibitéria dos peptideos derivados da
Hst-5.

A tentativa de avaliar compostos carregados positivamente em um meio
eletronicamente denso pode ter atuado na atividade peptidica e, por consequéncia,
feito com que n&o fosse possivel observar atividade inibitéria durante os ensaios.
Contudo, ao analisar a capacidade de filamentacdo das linhagens estudadas ao
serem cultivadas em RPMI, os peptideos OWHst-5, 8WYKHst-5 e 8WYKDuoHst-5
conseguiram reduzir tal caracteristica em C. albicans ATCC 90028.

A Hst-5 possui a capacidade de impedir a mudanga morfolégica de levedura
para hifa (Han et al., 2016; Puri; Edgerton, 2014) em C. albicans, sendo possivel
explicar a reducdo na filamentag&o ao ser exposta a um meio rico, como demonstrado
na Figura 10. Contudo, o fato de a atividade se estender ao fragmento 8WYKHSst-5 e
sua duplicacao linear, quando nao foi observado nenhuma atividade inibitéria, foi um
resultado positivo. Apesar do resultado preliminar, estudos sdo necessarios para
averiguacao e confirmacéao da atividade citada para os analogos da Hst-5, ndo tendo
sido realizado no decorrer deste projeto.

A reducao de filamentagao foi observada a partir de 80 ymol/L para OWHSst-5 e
8WYKHst-5 enquanto para a sequéncia 8WYKDuoHst-5, tal comportamento foi

observado a partir de 10 pmol/L.
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Figura 10: Microscopia de fluorescéncia de C. albicans ATCC 90028 apds exposi¢cdo aos compostos.
As imagens expressas ao lado esquerdo foram fotografadas em luz branca e ao lado direito com o filtro
DAPI em preto e branco e em (A) é possivel observar o controle ndo tratado, (B) exposto a 160 uM de
OWHst-5, (C) exposto a 160 uM de 8WYKHSst-5 e (D) exposto a 160 uM de 8WYKDuoHst-5. Todas as
fotos em luz branca foram editadas com brilho em 37 e contraste em 14 e todas as fotos em preto e
branco foram editadas com brilho em 52 e contraste em 14 pelo Adobe Photoshop.

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2025).



45

Tabela 2: Susceptibilidade de linhagens Candida albicans aos peptideos analogos a histatina-5
avaliados em RPMI. Os resultados estéo expressos em pmol/L e pg/mL.

C. albicans C. albicans C. albicans C. parapsilosis
ATCC 90028 ATCC 18804 ATCC 10231 ATCC 22019

Substancias Clso Clso CFM Clso Cloo CFM | Clso Clgo CFM | Clso Closo CFM
OWHSES S350 5320 >320| 320 >320 >320|>320 >320 > 320 n. d.
(umol/L)
BWYKHStS S350 5320 >320| 320 >320 >320|>320 >320 > 320 n d.
(umol/L)
BWYKDUO
Hst-5 >320 >320 >320| >320 >320 >320|>320 >320 >320 n. d.
(pmol/L)
8WYKDIm
Hst-5 250  >250 >250| >250 >250 >250|>250 >250 > 250 n. d.
(umol/L)
FLC (ug/mL) <0,06 <006 16 | <006 05 32| 16 >32 32 (025 1 2

n.d.: Nao Determinado

Clso: menor concentragao que inibe 50% do crescimento fungico
Clso: menor concentragao que inibe 90% do crescimento fungico
CFM: concentragao fungicida minima

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

Quando avaliamos a atividade antifungica dos peptideos em caldo Sabouraud

dextrose, foi possivel observar que os peptideos conseguiram inibir o crescimento de

C. albicans nas concentracdes testadas. Dentre os peptideos, 8WYKDimHst-5 foi o

que inibiu em menores concentragdes Clso e Cloo (7,81-31,25 pM).
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Tabela 3: Susceptibilidade de linhagens de Candida albicans aos peptideos analogos a histatina-5
avaliados em caldo Sabouraud dextrose. Os resultados estdo expressos em pmol/L e pg/mL.

C. albicans C. albicans C. albicans C. parapsilosis
ATCC 90028 ATCC 18804 ATCC 10231 ATCC 22019
Substancias Clso Cloo CFM Clso Clao CFM Clso Clgo CFM | Clso Closo CFM
OWHst-5 80 80 160 | 80 160 160 | 80 80 160 n. d.
(umol/L)
BWYKHStS 550 5320 >320| >320 >320 >320|>320 >320 > 320 n d.
(umol/L)
8WYKDuoH g 80 320 | 80 80 80 | 40 40 80 n. d.
st-5 (umol/L)
BWYKDImH 7 04 1560 1562| 3125 3125 625 | 781 1562 3125 n. d.
st-5 (umol/L)
FLC (ug/mL) <006 <006 16 | 05 1 >32| 16 >32 >32|05 4 4

n.d.: N&o Determinado
Clso: menor concentragao que inibe 50% do crescimento fungico
Clso: menor concentragao que inibe 90% do crescimento fungico
CFM: concentragao fungicida minima

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

Os resultados obtidos pelos ensaios realizados em caldo SDB puderam ser

compilados e suas respectivas atividades puderam ser calculadas por meio da

Equacédo 8. Destaca-se, portanto, a maior porcentagem de inibicdo, chegando a

aproximadamente 100% para o peptideo 8WYKDimHst-5 em concentragcdes maior ou

igual a 15,62 UM para todas as linhagens de C. albicans, incluindo a linhagem

resistente ao FLC ATCC 10231.



47

A 1004 e B 100- ‘ L
o 80 ° 80
l& lg
5 60 5 60 ‘
E ‘ E -
o 401 e 40-
204 | [ ‘ 204 ‘
111 | || | m | l | 1 L] '
(U0 wa B LEl Wow ls ‘ Lo Jall o !
0 1 1 1 1 I 1 1 1 I I 0 1 I 1 I 'I 1 I 1 1 1
PP OSSP PP P 0SS S S P
% %
Concentragio de Peptideo (umol/L) Concentracio de Peptideo (umol/L)
C 100 Lo WL Wb D 100
& 80+ & 80
l& - 18‘ -
5 60+ 5 60
2 404 | 52 40
20 l { | ‘| | 20+
i I
] ! I ! ! i I ] ‘J. L. l L
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1
R R I I I I O D PN NN DD DD
Concentragao de Peptideo (umol/L) Concentragao de Peptideo (umol/L)
OWHSst-5 Bm C. albicans ATCC 90028
BWYKHst-5 B C. albicans ATCC 18804

8WYKDuoHst-5 B C. albicans ATCC 10231

Figura 11: Porcentagem de inibigdo dos peptideos sobre o crescimento de Candida albicans obtidos
por meio dos ensaios de susceptibilidade antifungica realizadas com caldo SDB.

Os graficos representam a inibigdo peptidica calculada em cada concentragéo avaliada frente a C.
albicans (A) ATCC 90028, (B) ATCC 18804 e (C) ATCC 10231. (D) Inibi¢des referentes ao peptideo
8WYKDimHst-5 frente a cada linhagem. Os célculos foram realizados a partir da média biologica das
densidades éticas, obtendo a %inibigdo média + DP.

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

Ao avaliar os graficos dispostos na Figura 11, é possivel comparar os
resultados obtidos pela sequéncia 0WHst-5 deste trabalho com resultados anteriores
reportados por Zambom e colaboradores (2025). De acordo com Zambom et al.
(2025), OWHst-5 apresentou inibicao de 75% para C. albicans ATCC 90028 e maior
que 80% para C. albicans ATCC 18804 com 20 uM de peptideo, enquanto para C.
albicans ATCC 10231 nao foi possivel observar nenhuma atividade inibitéria em
concentragdes inferiores a 80 uM. Esses percentuais de inibi¢do obtidos nas mesmas
linhagens nao foram observados, neste trabalho, para as linhagens néo resistentes.

O peptideo 8WYKHSst-5 n&o apresentou atividade significativa ao ser incubado
por 24h. Por mais que sua sequéncia apresentasse residuos de aminoacidos
participantes do dominio funcional da Hst-5, seus resultados n&o foram promissores.
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Por outro lado, o composto duplicado linearmente, 8WYKDuoHst-5, apresentou
inibicdes superiores com 80 pmol/L e 40 pmol/L se comparado a O0WHst-5 ao ser
avaliado frente C. albicans ATCC 18804 e ATCC 10231, respectivamente.

Um agente antifungico pode ser classificado como fungicida caso sua razao
entre CFM e Clgo seja menor ou igual a 4 (Pfaller; Sheehan; Rex, 2004; Feng et al.,
2023). Ao avaliar os resultados obtidos utilizando o RPMI como meio de cultivo, os
peptideos nao puderam ser classificados por suas propriedades fungistatica ou
fungicida devido ao valor de Clgo frente as linhagens de C. albicans nao terem sido
determinados pelas concentragdes estudadas, assim como o fragmento 8WYKHst-5
em meio SDB. Dessa forma, as informagdes contidas na Tabela 4 referem-se apenas

aos compostos testados em caldo Sabouraud dextrose.

Tabela 4: Classificagcao fungicida ou fungistatica dos analogos avaliados em caldo Sabouraud Dextrose
com base nas concentragdes inibitérias e fungicidas minimas.

C. albicans C. albicans C. albicans
ATCC 90028 ATCC 18804 ATCC 10231
OWHst-5 Fungicida Fungicida Fungicida
8WYKHSst-5 > 320 umol/L > 320 umol/L > 320 umol/L
8WYKDuo - .. -
Hst-5 Fungicida Fungicida Fungicida
8WYKDim - - -
Hst-5 Fungicida Fungicida Fungicida

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

422 Cinética de Inibicao de Crescimento Fungico

Os ensaios de cinética de crescimento fungico foram realizados a fim de
explicar se a atividade antifungica observada até entdo ocorria nas primeiras horas de
exposicao aos peptideos até um periodo de 48h. Os resultados obtidos referente a C.
albicans ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231 podem ser encontrados nas
Figura 12, Figura 13 e Figura 14, respectivamente.

Nas 8 h iniciais de ensaio nao foi possivel avaliar nenhuma mudancga
significativa no crescimento de C. albicans, exposta ou ndo aos agentes inibidores de
crescimento devido a quantidade de célula fungica que nao € detectada por
absorbancia. A partir de 8 h de incubacao € possivel observar que o controle nao
tratado atingiu a fase estacionaria apos 20-24 h dependendo da linhagem de C.

albicans.
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De modo geral, 8WYKHSst-5 foi inativo ao ser estudado como agente inibidor do
crescimento fungico. O analogo OWHst-5 mostrou-se menos ativo se comparado as
sequéncias duplicadas, promovendo inibicado de crescimento somente nas maiores
concentracdes. Os peptideos duplicados, 8WYKDuoHst-5 e 8WYKDimHst-5, foram os
mais ativos, apresentando atividade inibitéria em até 48 h de incubagao. Entretanto, é
possivel observar algumas particularidades nas atividades desses peptideos.

Para C. albicans ATCC 90028, na concentragao de 40 uM a acgao inibitéria de
OWHst-5 e 8WYKDuoHSst-5 é reduzida a partir de 24 h enquanto 8WYKDimHSst-5, com
31,25 yM, mantém-se por até 48 h (Figura 12E-F). Para C. albicans ATCC 18804, em
24 h de incubagao, € possivel observar a inibigao de crescimento de aproximadamente
90% dos microrganismos expostos a 40 uyM de 8WYKDuoHst-5 e 31,25 uM de
8WYKDimHst-5. A partir desse periodo, houve recrescimento do fungo e somente o
peptideo 8WYKDuoHst-5 manteve sua atividade inibitéria em 50% apds 48 h de
incubacado (Figura 13E-F). Para a linhagem FLC-resistente de C. albicans ATCC
10231, a agao inibitoria de 40 uM de O0WHSst-5 é reduzida para aproximadamente 10%
apés um periodo de 36 h enquanto 8WYKDuoHst-5, também com 40 uM, e
8WYKDimHst-5, com 31,25 uM, mantém-se por até 48 h (Figura 14E-F), um resultado

importante para a atividade antifungica dos peptideos aqui testados.



50

N
o
al

A 20 B

-
[5)]

sals
-
W

P

D.O. (530 nm)
o
L

D.O. (530 nm)
=
1

) i aed ke =l IRRN
0.5 e e 0.5 fm T
B T .

'|"'|'.'.'|—'_"_"-| 0-0:|"'|"'|'

e B B R "I"'I"'I"‘I—r-n-l
0 8 16 24 32 40 48 56 0 8 16 24 32 40 48 56
Tempo (h) Tempo (h)
C 2.0 D 2.0
£ 157 £ 157
c L c L
o ] =
2 1.0 B 1.0
g ] e o]
a 0-5_: }’Ma» g sy S 05-] W
00-,...,"".,.«.~wmm1—r-r—r1 0.0 e e e ey palsqe e peio |
0 8 16 24 32 40 48 56 0 8 16 24 32 40 48 56
Tempo (h) Tempo (h)
OWHSst-5 BWYKHst-5 4 ug/mL
8WYKDuoHst-5 —+— BWYKDimHst-5 1 ng/mL
-+ Controle ndo tratado - Controle néo tratado
E F ns ns Ehk
ns ns ns ns NS +s+
2.0 1
] 100
] {1 N
= 1.5-_ 80
[—] J i il
3 1.0 2 %]
5 = 0]
0 0.5 1
- 20_
4 = 1 S.i. s.0. S.i.
00 1T—T—— =+ T T 11T 0 T T T
0 4 8 121620 24 28 32 36 40 44 48 52 56 24 36 48
Tempo {h) Tempo (h)
OWHSst-5 (40 umol/L) OWHst-5 (40 umoliL)
8WYKDuoHst-5 (40 pmol/L) 8WYKDuoHSst-5 (40 ymolfL)
—— BWYKDimHSst-5 (31,2 umol/L) Bl 8WYKDimHst-5 (31,2 umol/L)

Figura 12: Curva de crescimento de Candida albicans ATCC 90028 exposta aos peptideos analogos
a histatina-5.

Os graficos apresentam resultados em concentragdes de (A) 320 uM para OWHst-5, 8WYKHSst-5,
8WYKDuoHst-5 e 250 uM para 8WYKDimHst-5; (B) 160 uM para OWHst-5, 8WYKHst-5, 8WYKDuoHst-
5 e 125 yM para 8WYKDimHSst-5 e (C) 40 yM para OWHst-5, 8WYKHSst-5, 8WYKDuoHst-5 e 31,25 uM
para 8WYKDimHst-5 apds um periodo de 48h em incubacédo na presenga dos peptideos em caldo
Sabouraud dextrose. O fluconazol (D) foi avaliado por ser um medicamento padrdo de tratamento. Em
20h (E), a agéo inibitéria em 40 uM de OWHSst-5 e 8WYKDuoHst-5 passam a reduzir enquanto em 31,25
MM de 8WYKDimHst-5 se mantém. Em (F) observa-se a porcentagem de inibigdo de cada sequéncia a
cada 12h de tratamento com 40 uM para OWHst-5 e 8WYKDuoHst-5 e com 31,25 pM para
8WYKDimHst-5.

Os gréaficos (A), (B), (C), (D) e (E) foram plotados a partir da média biologica das densidades oticas +
DP e (F) a partir do calculo da %inibicdo média biolégica £+ DP. ANOVA One-way com multiplas
comparagdes com pos teste de Tukey.

(s.i.: sem inibicdo; ns: ndo apresenta variagao estatistica significativa; *** p < 0,001).

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).
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Figura 13: Curva de crescimento de Candida albicans ATCC 18804 exposta aos peptideos analogos
a histatina-5.

Os graficos apresentam resultados em concentragdes de (A) 320 uyM para OWHst-5, 8WYKHSst-5,
8WYKDuoHst-5 e 250 uM para 8WYKDimHst-5; (B) 160 uM para OWHst-5, 8WYKHst-5, 8WYKDuoHst-
5 e 125 pM para 8WYKDimHSst-5 e (C) 40 uM para OWHSst-5, 8BWYKHst-5, 8WYKDuoHst-5 e 31,25 uM
para 8WYKDimHst-5 apds um periodo de 48h em incubacdo na presenca dos peptideos em caldo
Sabouraud dextrose. O fluconazol (D) foi avaliado por ser um medicamento padrédo de tratamento. Até
16h de ensaio (E) a agao inibitéria em 40 pM de OWHSst-5 e 8WYKDuoHst-5 e em 31,25 pM de
8WYKDimHSst-5 mantiveram-se constantes, reduzindo apdés esse periodo. Em (F) observa-se a
porcentagem de inibicao de cada sequéncia a cada 12h de tratamento com 40 yM para OWHSst-5 e
8WYKDuoHst-5 e com 31,25 uM para 8WYKDimHSst-5.

Os graficos (A), (B), (C), (D) e (E) foram plotados a partir da média biolégica das densidades opticas +
DP e (F) a partir do calculo da %inibicdo média bioldgica + DP. ANOVA One-way com multiplas
comparagdes com pos teste de Tukey.

(s.i.: sem inibicdo; ns: ndo apresenta variagao estatistica significativa; *** p < 0,001).

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).
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Figura 14: Curva de crescimento de Candida albicans ATCC 10231 exposta aos peptideos analogos
a histatina-5

Os graficos apresentam resultados em concentragdes de (A) 320 uyM para OWHst-5, 8WYKHSst-5,
8WYKDuoHst-5 e 250 uM para 8WYKDimHst-5; (B) 160 uM para OWHst-5, 8WYKHst-5, 8WYKDuoHst-
5 e 125 yM para 8WYKDimHSst-5 e (C) 40 yM para OWHst-5, 8WYKHSst-5, 8WYKDuoHst-5 e 31,25 uM
para 8WYKDimHst-5 apds um periodo de 48h em incubacédo na presenca dos peptideos em caldo
Sabouraud dextrose. O fluconazol (D) foi avaliado por ser um medicamento padrdo de tratamento. Em
20h (E), a agao inibitéria em 40 yM de OWHSst-5 passou a reduzir enquanto em 40 uM de 8WYKDuoHst-
5 e em 31,25 uM de 8WYKDimHSst-5 se mantiveram. Em (F) observa-se a porcentagem de inibigdo de
cada sequéncia a cada 12h de tratamento com 40 uM para OWHst-5 e 8WYKDuoHst-5 e com 31,25
MM para 8WYKDimHSst-5.

Os graficos (A), (B), (C), (D) e (E) foram plotados a partir da média biolégica das densidades 6pticas +
DP e (F) a partir do calculo da %inibicdo média bioldgica + DP. ANOVA One-way com multiplas
comparagdes com pos teste de Tukey.

(s.i.: sem inibicdo; ns: ndo apresenta variagao estatistica significativa; *** p < 0,001).

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).
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4.2.3 Atividade dos peptideos sobre a formacao dos biofilmes

Para a avaliagdo da atividade peptidica sobre a formagao do biofilme de C.
albicans, foi primeiro realizada uma padronizagdo em caldo Sabouraud dextrose
comparando a formagao de biomassa dos microrganismos em agitagao e estatica. Os
dados indicam que biofilmes formados em condic&o estatica tiveram maior biomassa
quantificada, embora a diferenga nao tenha sido estatisticamente significativa (Figura
15). Por isso, os testes prosseguiram no formato estatico para avaliar o efeito dos
peptideos derivados da histatina-5.

3_
1 | ——

—_ B ATCC 20028
E 2-
g B ATCC 18804
N 4
O: 1_‘ B ATCC 10231
Q -

0_- L [ | L | |

' Estatico 150 rem '

Figura 15: Comparagao da biomassa dos biofilmes de Candida albicans em caldo Sabouraud dextrose
apos crescimento estatico e em agitagéo.

ANOVA One-way com multiplas comparagdes com pos teste de Tukey. *** p < 0,001

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

Apoés determinado qual protocolo seguir, o tratamento sobre o biofilme em
formacgao de cada linhagem foi aplicado em triplicata experimental e triplicata bioldgica
para cada composto a ser estudado. Os resultados das avaliagdes colorimétricas apos

o tratamento estdo evidenciados na Figura 16 e Figura 17.
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Candida albicans em formagado expostos aos

Leitura da densidade 6tica em 490 nm apds o teste colorimétrico com sal sédico de XTT para avaliar a
atividade metabdlica de C. albicans (A) ATCC 90028, (C) ATCC 18804 e (E) ATCC 10231 apds 24h de
incubagcdo em caldo Sabouraud dextrose. A porcentagem de inibicdo respectiva a cada linhagem

encontra-se nos graficos (B), (D) e (F).

Os graficos (A), (C) e (E) foram plotados a partir da média biolégica das densidades o6ticas + DP e (B),
(D) e (F) a partir do calculo da %inibigdo média biologica + DP. (s.i.: sem inibigéo).

ANOVA One-way com multiplas comparagdes com o
***p <0,001
Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

Controle ndo tratado com poés teste de Dunnett.
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Figura 17: Biomassa dos biofilmes de Candida albicans em formacao apds exposi¢cao aos peptideos

analogos a histatina-5.
Leitura da densidade ética em 590 nm apds o teste colorimétrico com cristal violeta para avaliar a
biomassa de C. albicans (A) ATCC 90028, (B) ATCC 18804 e (C) ATCC 10231 apds 24h de incubagao

em caldo Sabouraud dextrose.

Os graficos (A), (B) e (C) foram plotados a partir da média bioldgica das densidades o6ticas + DP.
ANOVA One-way com multiplas comparagdes com o Controle ndo tratado com pds teste de Dunnett.
***p <0,001

Fonte: elaborada pelo préprio autor (2026).

C. albicans ATCC 90028 apresenta um biofiilme mais robusto se
comparado as outras duas linhagens estudadas. Os resultados de atividade

metabdlica do controle ndo tratado e dados de biomassa nao tratada demonstram
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como nao ha correlacido entre sensibilidade medicamentosa e viruléncia. Ao avaliar
os resultados referentes a atividade metabdlica de suas células sésseis do biofilme
em formacgao, a inibi¢cao foi de aproximadamente 100% apds 24 h de tratamento com
125 yM de 8WYKDimHst-5. Comparando aos demais peptideos, a concentragao
necessaria para que a mesma inibi¢cao fosse alcangada por OWHst-5 e 8WYKDuoHst-
5 foi mais do que o dobro (320 uM).

A mesma atividade inibitoria foi observada ao tratar o biofilme em formacéao de
ATCC 18804 e ATCC 10231 com 125 yM de 8WYKDimHst-5. Contudo, ao avaliar a
ATCC 18804, nao foi observado inibigcao superior a 80% quando tratado com 320 uM
de 8WYKDuoHst-5.

A linhagem C. albicans ATCC 10231 mostrou um biofilme mais sensivel ao
tratamento realizado com analogos de histatina-5, apresentando uma atividade
inibitéria de aproximadamente 100% ao ser avaliado frente 160 yM de OWHst-5 e
8WYKDuoHst-5 e 125 yM de 8WYKDimHst-5.

Houve reducao significativa da matriz do biofilme em formagéao de ATCC 90028
se comparado ao controle n&o tratado. Em ATCC 18804, a biomassa foi praticamente
nula ao tratar com a maior concentracdo de OWHst-5 e com 125 uM e 250 yM de
8WYKDimHSst-5. A sensibilidade de ATCC 10231 frente ao tratamento resultou em
uma redugao de biomassa quase total ao ser exposta a concentragdes acima de 160
MM de OWHst-5, 160 uM de 8WYKDuoHst-5 e 125 uM de 8WYKDimHSst-5.

O tratamento com peptideos analogos a histatina-5 reduziu a atividade
metabdlica e biomassa dos biofilmes em formagao para as trés linhagens. Para C.
albicans ATCC 10231, s6 foi possivel observar biomassa e atividade metabdlica na

menor concentragao testada.

5 CONCLUSOES

Ao final deste trabalho, foi possivel concluir que a metodologia de sintese de
peptideo em fase sodlida é amplamente utilizada até os dias atuais devido sua
eficiéncia na obtencao de peptideos com purezas acima de 90%. Também foi possivel
observar que a tentativa de avaliar os peptideos analogos a histatina-5 no meio de
cultivo RPMI nao foi conclusivo para nenhum dos testes realizados.

Os ensaios em caldo Sabouraud dextrose, por sua vez, apresentaram

resultados condizentes e complementares para as analises microbiologicas. As
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linhagens avaliadas se mostraram sensiveis a OWHst-5 e aos peptideos de sequéncia
duplicada, mas nao ao fragmento 8WYKHst-5.

A duplicagéo e dimerizagédo da sequéncia resultaram em atividades diferentes,
demonstrando serem estratégias interessantes para a potencializagdo da atividade de
peptideos baseados na estrutura da Hst-5. No entanto, sdo necessarias mais
investigacbes para avaliar tais diferengas estratégicas de duplicacao, isto é, se a
influéncia se deu apenas devido a estrutura ou devido o grupo carboxila resultante da
sintese com a resina Wang e o grupo amida resultante da sintese com Rink amida.

A ClIMgo obtida para C. albicans ATCC 90028 foi 80 uM, 80 uM e 15,62 pM;
ATCC 18804 foi 160 uM, 80 uM e 31,25 yM e ATCC 10231 foi 80 pM, 40 uM e 15,62
MM para OWHSst-5, 8WYKDuoHst-5 e 8WYKDimHst-5, respectivamente. A sequéncia
8WYKHSst-5 ndo apresentou inibigdo nos ensaios.

Os ensaios de cinética de crescimento demonstraram que, apos 48 h, a
sequéncia OWHst-5 mantém 50% de inibicéo frente a C. albicans ATCC 18804 com
40 uM, 8WYKDuoHst-5 mantém quase 100% de inibicdo contra C. albicans ATCC
10231 com 40 uM e 8WYKDimHst-5 mantém quase 100% de inibicdo contra C.
albicans ATCC 90028 e ATCC 10231 com 31,25 uM.

Os trés peptideos também apresentaram capacidade de reduzir a atividade
metabdlica e a biomassa do biofiime de C. albicans em formagao para as trés
linhagens estudadas, especialmente na ATCC 10231.

Por fim, a sequéncia 8WYKDimHst-5 demonstrou melhores resultados se
comparada aos outros estudados ao longo deste projeto, em especifico para a
linhagem resistente a fluconazol, mostrando-se uma alternativa no combate a

infeccdes resistentes de Candida albicans.
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ANEXO A — ESTRUTURAS QUIMICAS DOS COMPOSTOS UTILIZADOS NA
SINTESE E OBTENCAO DE PEPTIDEOS
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