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RESUMO 

 

A prospecção por novos agentes antimicrobianos visando o tratamento de doenças 

causadas por patógenos tem aumentado nas últimas décadas, em decorrência do 

surgimento de cepas resistentes às terapias vigentes, mas também devido aos seus efeitos 

tóxicos. Bactérias e fungos apresentam vasto repertório de moléculas como as proteases, 

enzimas catalisadoras de ligações peptídicas que modulam processos como a 

infectividade e virulência. Esse estudo buscou investigar o potencial antivirulência de um 

Inibidor de Tripsina isolado de sementes de Enterolobium contortisiliquum (EcTI) contra 

Staphylococcus aureus ATCC 02 e Candida albicans ATCC 90025. Executou-se ensaios 

in vitro para determinação de uma possível concentração inibitória mínima (MIC), 

atividade antibiofilme, inibição do pigmento estafiloxantina e análise anti-hemolítica 

contra a cepa S. aureus. Para avaliar a viabilidade de C. albicans na presença do EcTI 

foram realizados os ensaios anticandida, antibiofilme e de ruptura do biofilme maduro. O 

EcTI promoveu ação antivirulência contra esses patógenos oportunistas, dificultando a 

produção estafiloxantina da S. aureus em todas as concentrações analisadas (100, 200 e 

400 µg/mL), pigmento que uma vez ausente torna a bactéria suscetível à defesa 

imunológica do hospedeiro. A capacidade de S. aureus em causar hemólise também foi 

significativamente inibida em todas as concentrações. O EcTI ainda prejudicou a 

formação do biofilme de C. albicans, promovendo inclusive a quebra do biofilme maduro 

na concentração de 400 µg/mL. Esse estudo oportuniza discussões sobre os mecanismos 

virulentos relacionados às proteases e aos efeitos provocados por inibidores como o EcTI. 

Palavras-chave: EcTI; Virulência; Staphylococcus aureus; Candida albicans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

ABSTRACT 

 

The prospection for new antimicrobial agents for the treatment of diseases caused by 

pathogens has increased in recent decades. as a result of the emergence of resistant strains 

to current therapies, but also due to its toxic effects. Bacteria and fungi present a vast 

repertoire of molecules such as proteases, enzymes that catalyze peptide bonds, essential 

for infectivity and virulence. This study aimed to investigate the antivirulence potential 

of a Trypsin Inhibitor isolated from Enterolobium contortisiliquum seeds (EcTI) against 

Staphylococcus aureus ATCC 02 and Candida albicans ATCC 90025. In vitro assays 

were performed to determine a possible minimum inhibitory concentration (MIC), 

antibiofilm activity, staphyloxanthin inhibition and antihemolytic effects against the S. 

aureus. In order to evaluate the viability of C. albicans in the presence of EcTI, 

anticandida, antibiofilm and rupture of mature biofilm assays were performed. EcTI 

promoted antivirulence action against these opportunistic pathogens, hindering the 

staphyloxanthin production of S. aureus at all concentrations analyzed (100, 200 e 400 

µg/mL), pigment which, once absent, makes the bacterium susceptible to the host's 

immune defense. The ability of S. aureus to cause hemolysis was significantly inhibited 

at all concentrations. The EcTI also impaired the formation of the biofilm of C. albicans, 

even promoting the rupture of the mature biofilm at 400 µg/mL. This study provides 

opportunities for discussions on the virulent mechanisms related to proteases and the 

effects caused by inhibitors such as EcTI. 

Keywords: EcTI; Virulence; Staphylococcus aureus; Candida albicans. 
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1 INTRODUÇÃO 

O enfoque terapêutico baseado na utilização de compostos naturais se intensificou 

nas últimas décadas, a princípio como fonte inspiradora na bioprospecção por novos 

padrões moleculares bioativos e em suas possíveis aplicações para tratar complicações 

clínicas provocadas por agentes infecciosos, mas também em decorrência dos efeitos 

tóxicos e aumento da resistência de medicamentos sintéticos (BORGES et al., 2017) 

Dentre os diversificados compostos identificados a partir das fontes vegetais 

ganham destaque os inibidores de protease, moléculas capazes de bloquear a ação de 

enzimas proteolíticas (UPEGUI ZAPATA et al., 2020). Essas proteases são 

indispensáveis para o desenvolvimento de todos os seres vivos, pela participação 

significativa na diferenciação de tecidos, degradação de moléculas da matriz extracelular, 

incluindo os mecanismos virulentos de organismos infecciosos como bactérias, fungos e 

protozoários (AGBOWURO et al., 2018). 

A hidrólise de ligações peptídicas através dessas proteases promove a liberação 

de peptídeos variados e também aminoácidos livres (MURI, 2014). Como a atividade 

inapropriada dessas enzimas podem estar associada à processos patológicos e aos fatores 

de virulência de patógenos, portanto, há a necessidade de regulagem por meio de 

inibidores específicos (KARRAY et al., 2020). 

 Esse duelo bioquímico entre inibidores e proteases decorre de diferentes 

maneiras, sendo mais comum a ocorrência de um bloqueio reversível de forte ligação 

entre os dois compostos. Existem 5 classes de inibidores as quais seguem a classificação 

de suas proteases específicas: serinoprotease, cisteínoprotease, aspartilprotease, 

metaloprotease e treoninoprotease, diferenciando-se pela presença de um aminoácido 

específico no centro da tríade catalítica como a Serina (Ser) nas serinoproteases, o grupo 

mais abundante, pois são encontrados em diversos tecidos vegetais, principalmente em 

folhas e sementes (OTLEWSKI et al., 2005; SRIKANTH; CHEN, 2016). 

Os inibidores de serinoprotease são também os mais versáteis dentre as 99 famílias 

descritas de inibidores (MEROPS, 2021). Dentro dessa família, além dos inibidores de 

elastase, calicreína pancreática, quimiotripsina, encontra-se o inibidor de tripsina, o qual 

muito dos seus efeitos estão relacionados com a proteção vegetal contra infestação de 

microrganismos patogênicos (RUAN et al., 2011; SOUTO; BRANQUINHA; SANTOS, 

2019). 
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As leguminosas, por sua vez, são fontes ricas para obtenção de inibidores de 

tripsina (AVILÉS-GAXIOLA; CHUCK-HERNÁNDEZ; SERNA SALDÍVAR, 2018). A 

espécie Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong é pertencente a subfamília 

Mimosoideae e também conhecida popularmente por “timbaúba” e “orelha-de-negro”, 

devido ao formato recurvado das sementes. E. contortisiliquum ainda se destaca pela sua 

plasticidade ecológica, pois a ocorrência é ampla em todo mundo. Todavia, seu sucesso 

adaptativo está relacionado majoritariamente às regiões tropicais e neotropicais de clima 

quente e temperado. No Brasil essa espécie é encontrada principalmente nos domínios 

fitogeográficos da  Mata Atlântica, Cerrado e Caatinga (BEZERRA; PINHEIRO; 

LUCENA, 2021; GBIF, 2021). 

Das sementes de E. contortisiliquum muitos compostos já foram identificados e 

testados experimentalmente, com destaque para o Inibidor de Tripsina de E. 

contortisiliquum (EcTI, sigla em inglês), já conhecido pela versatilidade em diferentes 

efeitos biológicos, com repertório consolidado em razão da ação citotóxica em linhagens 

de células tumorais (BONTURI et al., 2018; NAKAHATA et al., 2011), além do efeito 

inseticida (DA SILVA FERREIRA et al., 2019) e com capacidade de atenuar a 

inflamação pulmonar induzida por elastase (THEODORO-JÚNIOR et al., 2017). 

Estudos têm registrado o envolvimento da protease tripsina em eventos biológicos 

relacionados à infecção de patógenos como bactérias e fungos (AGBOWURO et al., 

2018; KARRAY et al., 2020). Os desafios na contenção desses microrganismos pela 

atividade proteolítica da tripsina se concentram principalmente nas ações de virulência, 

caracterizados como medidas de evasão contra os mecanismos imunológicos do paciente 

(LYU et al., 2015). Em razão disso, os problemas como a resistência aos antibióticos têm 

tomado uma atenção devida e por isso, a necessidade de novas opções que coordenem 

uma terapia eficiente contra esses microrganismos. 

Tendo em vista a importância da ação proteolítica da tripsina em mecanismos 

vitais para microrganismos como Staphyloccocus aureus e Candida albicans, em 

especial, na participação de vias metabólicas relacionadas aos fatores de virulência, o uso 

de inibidores de tripsina pode ser uma solução a fim de atenuar os efeitos adversos em 

pacientes infectados, especialmente em razão da crescente resistência desses patógenos 

às drogas utilizadas na terapia vigente (ALENCAR DE BARROS et al., 2021; ARAÚJO 

et al., 2019). 

Esses fatores de virulência de S. aureus prejudicam a ação de fármacos e, portanto, 

manifestam complicações clínicas severas como sepse e pneumonia, pela capacidade da 
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bactéria em formar biofilme, uma aglomeração de células embebidas em matriz 

heterogênea extracelular relevante para a persistência do patógeno. Além disso, a 

produção de estafiloxantina, um pigmento caroteinoide com propriedades antioxidantes 

aprimora a invasão e permanência de S. aureus em neutrófilos e macrófagos, junto à 

habilidade de causar hemólise em eritrócitos, devido a presença de uma exotoxina 

chamada hemolisina (ALENCAR DE BARROS et al., 2021). Os mecanismos virulentos 

que levam C. albicans a driblar as defesas imunológicas do hospedeiro são similares ao 

de S. aureus no que diz respeito à formação de biofilme, habilidade que agrava as 

infecções mais comuns como a candidíase (AGUIAR et al., 2020). 

Nesse sentido, considerando a dificuldade no tratamento antibacteriano e 

antifúngico, faz-se necessária a busca por novas alternativas terapêuticas. Assim, o uso 

de compostos derivados de plantas como os inibidores de tripsina pode possibilitar a 

solução contra fatores de virulência e a viabilidade de microrganismos como S. aureus e 

C. albicans, uma vez que esses patógenos apresentam enzimas proteolíticas fundamentais 

para sobrevivência e patogenicidade. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 Investigar o potencial antibacteriano, antifúngico e antivirulência in vitro do 
inibidor de tripsina isolado das sementes de E. contortisiliquum (EcTI) contra S. 
aureus e C. albicans 

2.2 Objetivos Específicos  

 Purificar o composto EcTI a partir de sementes de E. contortisiliquumm; 
 Avaliar a atividade antibacteriana do EcTI contra a cepa S. aureus ATCC 02; 
 Analisar a capacidade inibitória do EcTI na formação de biofilme, contra a 

produção de estafiloxantina e como agente anti-hemolítico sobre S. aureus ATCC 
02; 

 Determinar a concentração inibitória 50% (IC50) do EcTI contra C. albicans 
ATCC 90025; 

 Analisar a ação do EcTI contra formação de biofilme e na ruptura do biofilme 
maduro de C. albicans ATCC 90025. 
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Resumo 

As proteases são moléculas que catalisam ligações peptídicas, ação importante para a 

morfologia, viabilidade, além de albergar fatores de virulência à diversos organismos 

patogênicos como os protozoários do gênero Leishmania. Esses parasitos provocam a 

leishmaniose, uma doença infecciosa e negligenciada que é responsável por milhares de 

mortes anualmente. A terapia atual para o controle da infecção se baseia no uso de drogas 

com diversas desvantagens como a elevada toxicidade e a invasiva administração. Nesse 

sentido, as proteases podem ser alvos promissores para o desenvolvimento de compostos 

com capacidade inibitória e com possibilidade de manifestar baixa toxicidade. Drogas de 

diferentes origens se mostraram eficazes no controle da infecção por intermédio do 

bloqueio das proteases, modulando ainda reação inflamatória através da produção de 

citocinas TNF-α, IFNᵧ e IL-12, essenciais para mediar a resposta imunológica contra 

microrganismos unicelulares como os parasitos da Leishmania. Outros compostos 

promoveram a ação antileishmania sem causar efeitos tóxicos aos macrófagos do 

hospedeiro mamífero. Essa revisão oferece recursos para compreensão dos principais 

mecanismos envolvendo as proteases e encoraja o uso de inibidores como uma 

abordagem terapêutica para redução dos efeitos clínicos da leishmaniose. 

Palavras-chave: Leishmania. Inibidores de Protease. Virulência.  

Introdução 

 A leishmaniose é uma doença emergente e negligenciada causada por protozoários 

do gênero Leishmania e se manifesta nas formas clínicas: cutânea (LC), mucocutânea 

(LMC) e leishmaniose visceral (LV). A LV é a forma mais grave da enfermidade, 

causando danos sistêmicos e maior índice de óbitos quando não tratada corretamente, 

principalmente quando há a ocorrência da coinfecção Leishmania-HIV (BRASIL, 2016; 

BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; SOUSA-GOMES et al., 2011). É estimado 

anualmente 20.000 a 30.000 mortes causadas por leishmaniose, considerando-a assim, 

uma das seis endemias prioritárias do mundo, pois é um problema de saúde pública em 

98 países (WHO, 2022). 

 Essa infecção é provocada por mais de 20 espécies de Leishmania, transmitida aos 

mamíferos através da picada de fêmeas de flebotomíneo infectadas, principalmente 

aquelas espécies presentes nos dois gêneros de grande importância epidemiológica, 

Phlebotomus e Lutzomyia. O ciclo da doença é digenético, pois envolve uma forma 
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flagelada promastigota residente no intestino do inseto vetor, a qual se transforma na 

forma não flagelada amastigota e a partir desse evento, continua sua multiplicação dentro 

de vacúolos digestivos dos macrófagos no hospedeiro vertebrado (OLIVEIRA; DUTHIE; 

PEREIRA, 2020). No Novo Mundo, a principal espécie causadora da LV é a L. infantum, 

já a LC e LMC são causadas pela L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis e L. 

guyanensis (MELO; ROSSONI; TEODORO, 2017).  

Segundo Nahidi et al. (2021), as atuais opções de tratamento contra as diferentes 

manifestações da leishmaniose apresentam limitações em decorrência da alta toxicidade, 

baixa seletividade além das complicações na administração desses fármacos. De fato, a 

WHO (2022) tem reportado para a dificuldade no uso dos medicamentos anti-leishmania, 

assim como Lyra et al. (2016) e Oliveira-Ribeiro et al. (2021) têm demonstrado os efeitos 

tóxicos de drogas usadas nessa terapia. Nesse sentido, são necessárias alternativas 

terapêuticas seguras, de fácil manejo e que tenham como alvo, moléculas específicas do 

parasito.  

Por essa razão, essa revisão visa abordar mecanismos de ação de compostos com 

tais características e que podem ser pleiteados como possíveis fármacos para a terapia 

antileishmania. Para isso, estudos in vitro, in vivo e in situ, envolvendo moléculas e 

compostos diversos foram analisados a fim de evidenciar seus potenciais efeitos 

inibitórios na multiplicação, desenvolvimento e fatores de virulência dos parasitos do 

gênero Leishmania.   

Metodologia 

A análise de 90 estudos experimentais publicados entre os anos de 1997 e 2021 

ocorreu após a seleção nos bancos de dados da PubMed, Science Direct, Bireme e também 

artigos integrados nas referências dos estudos previamente inclusos. Esses artigos 

estavam adequados aos descritores de busca, os quais foram definidos a partir da pergunta 

norteadora “Como é o mecanismo de ação da atividade antileishmania, considerando 

inibidores contra as específicas proteases do parasito?”. Utilizou-se os seguintes 

conjuntos de termos para a busca bibliográfica: protease inhibitor, proteinase inhibitor, 

peptidase inhibitor, serine protease, trypsin inhibitor, cysteine protease, aspartil protease, 

threonine protease, leishmanicidal effects, antileishmanial, leishmania, leishmanicida. 

Caracterizando o gênero Leishmania 
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Mesmo com poucas diferenças morfológicas entre as diversas espécies de 

Leishmania, desde muito tempo tem existido divergências na sua classificação 

taxonômica. Atualmente a categorização mais aceita desses parasitos, inclusive aqueles 

de importância médica tem se baseado em critérios fenotípicos e moleculares, propondo 

o agrupamento em dois subgêneros considerando a localização das formas promastigotas 

no intestino do vetor invertebrado e através da análise de seus perfis enzimáticos 

(CUPOLILLO et al., 2003). 

O subgênero (L.) Viannia é caracterizado pelo desenvolvimento dos protozoários 

no intestino posterior do hospedeiro intermediário, tendo, portanto, um desenvolvimento 

peripilário e as análises bioquímicas de suas isoenzimas indicam-no como um grupo 

monofilético, uma vez que existe uma variedade significativamente pequena entre os 

membros do mesmo complexo. Já no subgênero (L.) Leishmania, o desenvolvimento dos 

parasitos acontece no intestino médio e anterior do hospedeiro invertebrado e os dados 

têm apontado para uma diversidade enzimática alta, indicando este grupo como 

polifilético (CUPOLILLO et al., 2003; GONTIJO; MELO, 2004). 

Paralelo a classificação desses protozoários em subgêneros e, portanto, 

considerando as características clínicas assim como a sua diversidade epidemiológica, as 

espécies de Leishmania podem ser agrupadas em complexos. O complexo L. braziliensis 

e o complexo L. guyanensis compreendem os dois conjuntos do subgênero Viannia, já os 

complexos L. donovani, L. tropica, L. major e L. mexicana estão abrangidos no subgênero 

Leishmania, como ilustrado na figura 1 (LAINSON, 2010). 
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Figura 1. Classificação dos complexos de Leishmania e agrupamento de suas respectivas 
espécies. 

Infectividade do protozoário e drogas disponíveis contra a leishmaniose 

A infectividade desses microrganismos ocorre inicialmente graças ao 

lipofosfoglicano (LPG), molécula de superfície presentes nas formas promastigotas 

metacíclicas. Esse item estrutural propicia a entrada do protozoário nas células 

fagocíticas, assegurando ainda proteção contra lise provocada pelo sistema complemento, 

além de retardar a passagem das enzimas dos lisossomos para o vacúolo parasitóforo após 

a fusão entre as duas membranas, garantindo tempo para o protozoário se adaptar ao novo 

ambiente (FORESTIER; GAO; BOONS, 2015; MORADIN; DESCOTEAUX, 2012; 

REAL; MORTARA, 2012). Outras moléculas garantem após a instalação da Leishmania 

sua manutenção e manobras que driblam o sistema de defesa do hospedeiro, por isso são 

necessárias drogas que atenuem de forma precisa tais mecanismos.  

 A terapia disponível para o tratamento da leishmaniose apresenta algumas 

desvantagens por provocar efeitos adversos no organismo humano, principalmente em 

relação a baixa seletividade e alta toxicidade desses medicamentos. Os fármacos de 

primeira linha são os mais antigos desenvolvidos para esta finalidade e até hoje de 

primeira escolha terapêutica, compreendendo o grupo dos antimoniais pentavalentes, 

sendo: Antimoniato de meglumina e Estibogluconato de sódio (COMANDOLLI-

WYREPKOWSKI et al., 2017). 
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De forma geral, esses antimoniais inibem diversas vias metabólicas do parasito 

como a glicólise, além de causar inibição na tripanotiona redutase, enzima importante do 

parasito para a proteção contra espécies reativas de oxigênio (ROS) e espécies de 

nitrogênio (NO) (WYLLIE; CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004). Os mecanismos de 

resistência dos protozoários contra esses medicamentos são multifatoriais, envolvendo 

fatores gênicos como a super expressão do gene da proteína do choque térmico (HSP70) 

(BROCHU; HAIMEUR; OUELLETTE, 2004). A perda de sensibilidade do parasito ao 

medicamento também está associada a queda de atividade da redutase dependente de tiol 

(TDR), enzima essencial para catalisar a conversão de antimoniato pentavalente à 

antimoniato trivalente, forma ativa da droga (EPHROS et al., 1999). 

 Os medicamentos de segunda linha como a sitamaquina e pentamidina são 

utilizados principalmente para o tratamento de pacientes com LV. As vias de entrada da 

droga no protozoário ocorrem através da interação eletrostática com a cabeça polar do 

fosfolipídio e transportadores de arginina e poliaminas, respectivamente (COIMBRA et 

al., 2008; KANDPAL; TEKWANI, 1997). Efeitos colaterais da sitamaquina e os 

mecanismos de resistência da pentamidina são fatores que não os tornam unânimes para 

o uso terapêutico. A anfotericina B (antibiótico poliênico e também antifúngico), a 

paromomicina (antibiótico aminoglicosídeo), além da miltefosina (agente anticâncer) 

também constituem essenciais alternativas de segunda linha para o tratamento da 

leishmaniose (CROFT; ENGEL, 2006; SHYAN SUNDAR et al., 2007; WINGARD et 

al., 2000). 

 A anfotericina B veiculada em lipossomas apresenta alta eficiência terapêutica 

contra o protozoário ao provocar sua morte através da formação de poros na membrana 

celular do promastigota. O efeito dessa droga ainda se estende no bloqueio expressivo de 

ligação entre o Leishmania e macrófago, por meio do desarranjo dos colesteróis da 

membrana do fagócito com o ergosterol da membrana do promastigota (PAILA; SAHA; 

CHATTOPADHYAY, 2010; TAKEMOTO; YAMAMOTO; UEDA, 2006). A 

paromomicina atua principalmente na inibição da síntese proteica e interferência da 

atividade mitocondrial do parasito (MAAROUF et al., 1997). Já a miltefosina, promove 

a inibição da síntese de LPG e glicoproteína 63 (gp63), induzindo também apoptose (LUX 

et al., 2000). No entanto, o alto custo da anfotericina B, a natureza teratogênica e abortiva 

da miltefosina, além dos múltiplos efeitos colaterais da paromomicina destacam a 
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necessidade de novos alvos terapêuticos (DORLO et al., 2008; PENACK et al., 2007; 

RAHMAN et al., 2017). 

 Tendo em vista esse mecanismo de ação da miltefosina, as proteases podem ser 

alvos promissores, pois são moléculas cruciais para o ciclo infeccioso de organismos 

patogênicos como os protozoários. Essas moléculas são enzimas que catalisam quebra de 

ligações peptídicas por hidrólise (hidrolases), as quais são importantes para morfologia, 

viabilidade, além de albergar fatores de virulência de diversas espécies de Leishmania, 

tornando-as assim, altamente infectantes (PRAMANIK et al., 2019). Inibidores de 

diferentes origens podem duelar contra essas peptidases através de mecanismos diversos, 

por isso, podem ser testados quanto a sua atividade antileishmania.  

Classificação das Proteases e seus inibidores  

 Os inibidores de peptidases realizam o bloqueio da hidrólise de ligações peptídicas 

de determinadas enzimas por meio de processos diferenciados, a depender da categoria 

específica da enzima, considerando a natureza química do seu sítio catalítico. Os 

inibidores geralmente são compostos proteicos, no entanto, isto não é uma regra, pois até 

metabólitos secundários como saponinas e íons como cálcio ou magnésio se mostraram 

viáveis para conter a hidrólise de ligações peptídicas de proteases da Leishmania (SILVA-

LOPEZ; GIOVANNI-DE-SIMONE, 2004; UPEGUI ZAPATA et al., 2020).  

 Estes inibidores interagem com as proteases por meio de arranjos temporários ou 

permanentes. Dessa forma, podem ser classificados como irreversíveis, aqueles cujas 

ligações são covalentes às enzimas, gerando uma inibição mais consistente. Já os 

inibidores reversíveis apresentam interações não covalentes com a estrutura da enzima, 

mas sim ligações iônicas ou de hidrogênio, podendo se dissociar posteriormente. Neste 

grupo estão os inibidores que competem com o substrato pelo sítio ativo da enzima 

(competitivos), também aqueles cuja inativação é promovida diretamente ao complexo 

enzima-substrato (incompetitivos) e os que inibem a atividade enzimática sem afetar a 

ligação ao seu respectivo substrato (não-competitivo) (STRELOW et al., 2004). 
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Tal processo inibitório pode ser realizado sobre as endopeptidases e 

exopeptidases. Em números, a maioria são endopeptidases, enzimas que promovem a 

ação catalítica nas regiões internas das cadeias polipeptídicas, já as exopeptidases 

quebram as ligações peptídicas nas extremidades C terminal (carboxipeptidase) ou N 

terminal (aminopeptidases) (FLORES; ARISTOY; TOLDRÁ, 1999). As proteases 

podem ser organizadas em cinco grupos principais e por consequência, seus inibidores 

seguem sua respectiva classificação: Inibidores contra serina proteases, cisteína 

proteases, aspartil proteases, metaloproteases e treonina proteases, conformlie ilustra a 

figura 2.  

Os inibidores de serinoproteases são considerados os mais versáteis em 

comparação com os demais grupos e apesar da existência de muitas famílias de inibidores 

(MEROPS, 2021), destacam-se as famílias Kunitz e Bowman-Birk, pois são as mais 

caracterizadas e com capacidade de inibição das seguintes proteases: elastase, calicreína 

pancreática, quimiotripsina, tripsina, subtilisina. Achados apontam que alguns inibidores 

de serinoproteases também são ativos contra cisteinoproteases (OLIVA et al., 2000; 

OLIVEIRA et al., 2007). 

 Os inibidores da família Kunitz se destacam por serem os mais estudados. Sua 

massa molecular varia entre 18 e 26 kDa e são caracterizados pela presença de uma ou 

duas cadeias polipeptídicas (BATISTA et al., 1996). Já os inibidores da família Bowman-

Birk apresentam massa molecular de baixo peso, em geral entre 6 e 9 kDa com apenas 

uma cadeia polipeptídica (MOHANRAJ et al., 2019). 

 De maneira precisa, os inibidores de serinoproteases ligam-se às suas respectivas 

enzimas por meio de uma fenda catalítica muito específica, formada por uma tríade de 

sítios ativos, em que estão presentes os resíduos de asparagina (Asp), histidina (His) e 

Figura 2. Classificação das enzimas proteolíticas (proteases) e os tipos de resíduos de 
aminoácidos presentes seus sítios catalíticos.  
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serina (Ser). Esta união acontece de forma semelhante a interação protease-substrato, por 

isso o modo de inibição é do tipo competitivo (LAU; CHENG, 2006).  

 Os inibidores de cisteinoproteases desempenham a inativação da ação proteolítica 

dessa categoria enzimática em vários eventos biológicos, essenciais para a grande maioria 

dos organismos. São amplamente estudados quanto as suas aplicações em diversas áreas 

terapêuticas. A inativação decorre sobre as proteases representantes das famílias Papaína 

e Fitocistatinas. As proteases mais estudadas são: papaína, actinidina e catepsinas (várias 

análogas), sendo a catepsina B e catepsina L as mais caracterizadas como alvos 

terapêuticos, inclusive testadas como antígeno para a produção de vacinas atenuadas 

contra a leishmaniose (ALEXANDER; COOMBS; MOTTRAM, 1998).  

O mecanismo de inibição dessas proteases é por meio de uma ação competitiva 

pelos sítios catalíticos da enzima, formados principalmente pelo resíduo cisteína (Cys), 

mas também por histidina (His), podendo ter a presença da asparagina (Asp) ou aspartato. 

Torna-se importante realçar a presença do grupo tiol da cadeia lateral da cisteína como 

agente nucleofílico no mecanismo de catálise, despertando também esforços em paralelo 

para desenvolvimento de fármacos para esse alvo (CHANG et al., 2007; NOVINEC et 

al., 2014).  

Os inibidores de aspartilproteases são essenciais para o uso clínico contra 

microrganismos oportunistas como fungos, bactérias e recentemente descrito, os 

protozoários (VALDIVIESO; DAGGER; RASCÓN, 2007). Esse grupo de inibidores são 

capazes de inativar a atividade de proteases como:  renina, plasmepsina, catepsina D, 

Penicilopepsina e Aspartilprotease do HIV. Esta última tem sido um dos alvos mais 

estudados do grupo para o desenvolvimento de fármacos antirretrovirais, onde o principal 

arranjo se caracteriza como inibição reversível e competitivo pelo sítio ativo da enzima 

(REBELLO et al., 2018). O mecanismo catalítico dessas enzimas é caracterizado pela 

presença de dois resíduos de Aspartato (Asp) (MARTIN et al., 1999). 

As metaloproteases se constituem como um grupo bastante homogêneo de 

enzimas com propriedades de degradação de compostos proteicos, componentes de 

membranas e moléculas que modulam o processo infeccioso de protozoários em células 

hospedeiras (CUEVAS; CAZZULO; SÁNCHEZ, 2003; NAVARRO et al., 2006) Esta 

classe é dependente de metais, sendo indispensável a presença de íons Zn++ no sítio 

catalítico e os íons Ca++ para sua estabilidade e atividade (SOUZA; LINE, 2006).  
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Por isso, vários inibidores são estudados para inativação dos membros dessa classe 

enzimática de grande importância clínica, onde a principal representante é a 

metaloprotease de superfície gp63, fator de virulência de diversos tripanossomatídeos. 

Proteases como Dipeptidylcarboxypeptidase, termolisina e carboxipeptidase A também 

são alvos para o desenvolvimento de fármacos, cujas propriedades sejam de inibir suas 

ações catalíticas como os agentes quelantes metálicos. Estes inibidores parecem ser do 

tipo irreversíveis, uma vez que conseguem interagir de forma covalente à enzima e 

prejudicar a conformação do seu sítio ativo (D’AVILA-LEVY et al., 2014; GANGWAR 

et al., 2012; ILLANES, 2008; SOUZA; LINE, 2006). 

As peptidases de treonina ainda são pouco caracterizadas e com escassos relatos 

de possíveis inibidores específicos, torna-se mais desafiador a descrição com detalhes da 

sua funcionalidade em muitos organismos. No entanto, foi observada a relação da 

treonina aspartase 1 com diversas vias de proliferação celular e como alvo promissor para 

terapia anticâncer (CHEN et al., 2010). As treoninas proteases podem estar relacionadas 

a formação do proteassoma, um complexo com multissubunidades de função proteolítica 

de proteínas dependentes ou não de ubiquitina, evento importante para a homeostase 

intracelular, pois uma vez não contidas, poderiam provocar risco potencial à célula de 

diversos eucariotos (MORDMÜLLER et al., 2006).  

Em geral, essas enzimas apresentam um resíduo de treonina (Thr) na sua 

extremidade N terminal, comprovadamente indispensável para a clivagem de ligação 

peptídica. Inibidores como epoxomicina aparenta ser irreversível, pois se liga 

covalentemente à estrutura interna do proteassoma, gerando inativação consistente e 

acumulação de proteínas ubiquitinadas. Isso pode ser o início para o desenvolvimento de 

fármacos no tratamento de várias doenças, inclusive parasitárias, já que diversas 

subunidades do proteassoma de Plasmodium e Leishmania, por exemplo, são 

estruturalmente divergentes daquelas encontradas em células do hospedeiro 

(MORDMÜLLER et al., 2006; TSCHAN; MORDMÜLLER; KUN, 2011). 

Planejamento de novos inibidores  

 Drogas de origens sintética, natural e também estudos por docking molecular (em 

português, acoplamento molecular) foram utilizados para elucidação dos diversos duelos 

bioquímicos existentes entre as conhecidas classes de proteases do parasito e seus 

inibidores específicos (CARRION; RO; PATTERSON, 2003; GANGWAR et al., 2012). 
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Muitos dos estudos denotaram a natureza in silico, de caráter teórico, considerando a 

interação inibidor-protease, por meio de simulações computacionais. Com base na 

energia de ligação nesse acoplamento inibidor-enzima através dessa biblioteca de 

peptídeos, foi possível gerar discussões apreciáveis sobre a ocorrência ou não de inibição 

das referidas enzimas, conduzindo posteriormente estudos de síntese desses compostos 

para avaliação laboratorial de sua atividade biológica através de ensaios in vitro e in vivo  

 Nesse sentido, as estruturas cristalinas das enzimas de Leishmania (alvos) como a 

Catepsina B são pontos de partida para procura moléculas antileishmania. Essas estruturas 

podem ser obtidas a partir da Protein Data Bank (PDB) e então submetidas à análise no 

programa Molegro Virtual Docking (MVD), objetivando a ancoragem de possíveis 

ligantes à estrutura da protease (OGUNGBE; ERWIN; SETZER, 2014). Paralelamente a 

atividade farmacológica desses ligantes (cálculo de encaixe molecular e energia de 

encaixe usando Molegro Virtual Docker), atribui-se à análise diretrizes como a regra 

proposta por Lipinski et al. (1997), a qual evidencia suas propriedades moleculares 

relacionadas à biodisponibilidade como adsorção, distribuição, metabolismo e excreção. 

Tal abordagem por estudos partindo do docking molecular, atentando como alvo 

a proteína da Leishmania, racionaliza os esforços laboratoriais e prevê a otimização para 

o desenvolvimento de compostos mais seletivos, como por exemplo, os derivados de 

tiossemicarbazidas, moléculas bastante versáteis e de fácil de obtenção de onde tem 

observado seu potencial para o combate de várias doenças, inclusive as parasitárias 

(CHOUDHURY et al., 2009; SCHRÖDER et al., 2013). Uma gama de outras moléculas 

sintéticas de diferentes grupos químicos e até mesmo íons têm sido testadas quanto à sua 

atividade antileishmania, podendo gerar novas opções terapêuticas para um futuro uso 

clínico.  

 Independentemente de uma análise prévia por docking molecular, esses 

compostos com potencial inibitório contra as proteases de Leishmania são incubados in 

vitro na presença da enzima alvo e também com o substrato de alta atração à protease. 

Para avaliar, por exemplo, os efeitos dos derivados de benzofenona sobre a papaína, pode 

ser usado o substrato como carbobenzoxy-Phe-Arg-7-amide-4-methylcoumarin. Com 

todas as condições experimentais controladas, a hidrólise desse substrato pode ser 

monitorada pela mensuração de fluorescência para determinação de uma possível IC50 

por regressão não linear (DE ALMEIDA et al., 2015). 
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Já os inibidores naturais são moléculas promissoras por agregar uma terapia 

eficiente e apresentar baixa toxicidade comparado às drogas convencionais. Por isso, vem 

sendo alvos para profundas investigações, tendo em vista as várias aplicações clínicas, 

principalmente contra as proteases de parasitos. Diversos grupos biológicos são fontes de 

inibidores como os vegetais, em especial, das leguminosas, que a partir de seus extratos 

ou moléculas isoladas provenientes de tecidos como os tubérculos e sementes, já foram 

comprovadas inibições frente as proteases. Além disso, moléculas purificadas de origem 

bacteriana como Streptomyces sp e compostos extraídos de animais como o Stichodactyla 

helianthus têm sido usados para inibir as proteases de Leishmania (PRAMANIK et al., 

2019; SILVA-LOPEZ et al., 2007; SREEDHARAN; BHASKARA RAO, 2017). 

 Paik et al. (2014) descreveu a obtenção de inibidores contra serinoproteases a 

partir de extratos oriundos de tubérculos de Solanum tuberosum L. A presença desses 

inibidores no extrato foi confirmada pela técnica eletroforética de zimografia reversa. Os 

géis renaturados sob condições não redutoras contendo o extrato foram incubados em 

uma mistura contendo tripsina bovina (Sigma-Aldrich). Posteriormente esses géis foram 

corados com Coomassie Brilhante Azul R-250, sendo possível a visualização dos 

inibidores de serinoprotease separados nos géis, os quais formaram bandas coradas com 

Coomassie, bloqueando a atividade gelatinolítica da tripsina. A determinação de uma 

atividade inibitória como esta pode ainda ser certificada pela atividade hidrolítica residual 

de um ou mais substratos específicos do composto de interesse (CARRION; RO; 

PATTERSON, 2003; PEREIRA et al., 2011). 

Mecanismos de ação dos principais inibidores contra proteases da Leishmania 

O entendimento de vias biológicas associadas à virulência da Leishmania precisa 

ser apontado como uma atitude primária, tendo em vista a atenuação da proliferação do 

parasito e o desagravamento da doença. Estudos como o de Williams et al. (2006) 

demostraram que ferramentas biológicas como as proteases são cruciais para a 

manutenção do parasito na célula hospedeira. Essa informação se respalda no fato de, 

quando deletadas as principais cisteinoproteases (CPA e CPB) ou removidos seus genes, 

ocorreram interferências na via da autofagia e também nos processos de metaciclogênese 

e diferenciação celular, eventos ligados às mudanças estruturais e transformação do 

parasito, os quais estão associadas à sua patogenicidade. 
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 Tendo em vista a importância dessas moléculas para a Leishmania, diversos 

inibidores foram testados. A tabela 1 mostra diferentes mecanismos de ação de bloqueio 

da capacidade proteolítica da Leishmania por docking molecular ou através de ensaios in 

vitro e in vivo na presença de compostos sintéticos. Os estudos evidenciaram atividade 

antileishmania através da diminuição da carga parasitária no hospedeiro em reflexo dos 

efeitos citostático ou situações que provocaram diretamente a morte dos protozoários. 

 É crucial esclarecer sobre os eventos que provocam a morte desses parasitos na 

presença dos inibidores aqui discutidos, pois os mecanismos são distintos daqueles 

observados com os medicamentos de segunda linha Anfotericina B ou miltefosina, uma 

vez que não ocorreu a formação de poros na membrana celular ou reações que tenha 

incitado a apoptose, nem tampouco outros efeitos bruscos como a fragmentação de DNA 

ou a externalização da fosfatidilserina. Na maioria dos estudos aqui analisados, percebeu-

se danos mais brandos como defeitos flagelares junto à danos mitocondriais, se 

estendendo ainda para um desenvolvimento de resposta imunológica com a produção de 

fator de necrose tumoral (TNF), formação de óxido nítrico (NO) e espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (MACHADO et al., 2021; OLIAEE et al., 2020). 

 Inibidores de serinoproteases como a Aprotinina podem ser os responsáveis pelos 

danos flagelares aos parasitos, já que proteases presentes na bolsa flagelar 

(compartimento formado pela invaginação da membrana plasmática) da L. donovani 

foram excelentes substratos para o referido inibidor (CHOUDHURY; DAS; BHAUMIK; 

et al., 2010; CHOUDHURY; DAS; DE; et al., 2010). A tripsina é uma protease da classe 

serino, porém seu papel para o ciclo vital e/ou infeccioso da Leishmania ainda não foi 

claramente elucidado. Entretanto, um inibidor específico para tripsina foi testado, 

promovendo um bloqueio na capacidade proteolítica, efeito esse também relatado com a 

utilização de íons, com destaque para inibição de 68% pelo Ca++ (CARRION; RO; 

PATTERSON, 2003; CHOUDHURY et al., 2009).  
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Tabela 1. Relação de compostos sintéticos como potenciais candidatos para formulação de drogas inibitórias das proteases de Leishmania spp. 

*Estudos de inibição por acoplamento molecular. CPA: Catepsina A; CPB: Catepsina B; gp63: glicoproteína 63

Droga Leishmania spp. Mecanismos de ação Protease alvo Referência 

PF-429242 L. infantum Inibiu a subtilisina, promovendo estresse oxidativo e modulação da resposta imunológica. Serinoprotease Machado et al. 
(2021) 

Calpain inhibitor 
MDL28170 

L. braziliensis Efeito leishmaniostático e alterações ultraestruturais concebíveis com autofagia 
 

Cisteínoprotease Ennes-Vidal et al. 
(2019) 

Inibidor de tripsina L. guyanensis Capaz de bloquear a proteólise da referida enzima Serinoprotease Carrion et al. 
(2003) 

N-metil piperazina-Phe-
homoPhe-vinil sulfona 

L. mexicana Inibição de CPA e CPB, interferindo na via de autofagia e evitando a metaciclogênese e 
transformação de promastigotas em amastigotas. 

Cisteínoprotease Williams et al. 
(2006) 

Dipeptidil-nitrilas L. infantum 
L. amazonensis 

Mostrou atividade citostática em vez de parasiticida contra as duas espécies Cisteínoprotease Quilles et al. 
(2019) 

Diazoacetil D-L-norleucina 
metil éster (DAN) 

L. mexicana Inibiu completamente a atividade da Catepsina D, provocando efeito antiproliferativo das 
formas evolutivas promastigotas.  

Aspartil protease Valdivieso et al. 
(2007) 

Aziridine-2,3-
dicarboxylates 

L. major Modulou a secreção de citocinas em macrófagos, como aumento de interleucina-12 e fator de 
necrose tumoral α. 

Cisteínoprotease Ponte-Sucre et al. 
(2006) 

Sulfona de vinil * 
Inibidor à base de cetona * 

L. donovani Ambos se mostraram competentes para inibição contra cisteínas proteases. A sulfona de vinil 
promoveu ligação irreversível ao substrato, enquanto o uso do inibidor à base de cetona 
resultou no bloqueio dos sítios da protease, por meio de um mecanismo reversível. 

Cisteínoprotease Desai et al. (2004) 

Aprotinina L. donovani A protease secretada pela bolsa flagelar do parasito foi um ótimo substrato para este inibidor. Serinoprotease Choudhury et al. 
(2010a, 2010b) 

Ca2+ e Mn2+ L. donovani Reduziu a atividade da tripsina em 68% e 60% respectivamente. Serinoprotease Choudhury et al. 
(2009) 

Anticorpos anti-GP63; 
Fosfoglicanos; 

Metais quelantes divalente  

L. braziliensis 
L. infantum 

Ambas as abordagens inibiram substancialmente a ligação dos parasitas nos vetores naturais. 
Os metais quelantes inibiram a ligação do parasito ao intestino de vetores do gênero Lutzomia, 
assim como na adesão na linhagem celular LL-5, em especial o composto 1,10-fenantrolina. 

Metaloprotease Soares et al. (2017) 

Peptídeo MAAKYN * L. major Impede a ligação da protease gp63 à célula hospedeira e inibe cinética de crescimento. Metaloprotease Rhaiem e Houimel 
(2016) 

Lopinavir 
 

L. amazonensis 
L. infantum 

Inibidor promoveu mudanças ultraestruturais, especialmente em proteases relacionadas à 
manutenção de compartimentos lipídicos, por isso, reflexo na redução da carga parasitária. 

Aspartil protease Santos et al. (2009) 

GNF6702 L. donovani 
L. major 

Diminuiu lesão hepática induzida pela L. donovani, além de reduzir inchaço plantar causada 
pela L. major. O acúmulo de proteínas ubiquitinadas pode ter causado essa redução na cultura 
de parasitos. 

Treoninoprotease Khare et al.( 2016) 
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 É notório o desafio da imunossupressão causada pelos protozoários. Por isso, 

drogas com efeitos inibitórios agregada à capacidade de promover o desenvolvimento de 

uma resposta imunológica se mostram ainda mais formidáveis, a exemplo da PF-429242 

(MACHADO et al., 2021), inibidor sobre a serinoprotease subtilisina. Além de uma 

inibição contundente, a PF-429242 apresentou capacidade significativa de estimular uma 

resposta imunológica através da produção de mediadores inflamatórios como TNF e NO, 

em macrófagos infectados com a L. infantum.  

 Além do resultado inibitório sobre as cisteinoproteases, múltiplas drogas 

mostraram capacidade similar de imuno estimulação, a exemplo da Aziridine-2,3-

dicarboxylates (PONTE-SUCRE et al., 2006), a qual modulou a secreção de citocinas em 

macrófago, como a TNF-α, importante para a gênese de uma reação inflamatória e incitar 

a produção de interleucina-12, o indutor da imunidade adaptativa contra microrganismos 

unicelulares como o observado em macrófagos infectadas pela L. major.  

 Em decorrência da propriedade inibitória da droga MDL28170, foi constatado 

efeito leishmaniostático comprovado pelas disfunções celulares encontradas, 

especificamente alterações ultraestruturais em mitocôndrias e outras organelas 

membranosas, repercutindo no bloqueio da multiplicação desses microrganismos 

(ENNES-VIDAL et al., 2019). Ação semelhante foi vista também pelo inibidor 

Dipeptidil-nitrilas, suscitando efeito citostático sobre L. infantum e L. amazonensis, 

possivelmente por adesão covalente sobre estruturas dessas proteases (QUILLES et al., 

2019). O sucesso do protozoário da L. mexicana também foi interrompido na utilização 

de derivados de tiossemicarbazonas, pois ocorreu uma interação covalente ao grupo tiol, 

um importante pilar da ação catalítica da peptidase cisteína (SCHRÖDER et al., 2013). 

 Possivelmente a maior virtude das proteases da classe cisteíno está relacionada ao 

desenvolvimento da infectividade como a autofagia, processo de degradação de 

componentes da própria célula. Esse fenômeno biológico é muito relevante para a 

Leishmania, pois sucede uma transformação celular da forma evolutiva flagelada 

promastigota à amastigota no vacúolo parasitóforo do macrófago (REAL; MORTARA, 

2012). A utilização de drogas como MDL28170 demostrou claramente que a inibição das 

Catepsinas do tipo A e B desses microparasitos são determinantes para que os eventos 

supracitados fossem interrompidos, com bloqueio adicional da metaciclogênese, evento  

correspondente à diferenciação de um promastigota procíclica à um promastigota 
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metacíclica (infectante ao hospedeiro invertebrado) pelo composto N-metil piperazina-

Phe-homoPhe-vinil sulfona (ENNES-VIDAL et al., 2019;WILLIAMS et al., 2006).    

A atividade das proteases aspárticas também parece exercer função substancial no 

metabolismo dos protozoários do gênero Leishmania, uma vez que a inibição de algumas 

representantes da classe aspartil, resultou em prejuízos celulares significativos como a 

antiproliferação do parasita, mediante o bloqueio da divisão celular e efeitos coadjuvantes 

como danos ultra estruturais relacionados aos compartimentos lipídicos (SANTOS et al., 

2009; VALDIVIESO et al., 2010). 

O composto Diazoacetil D-L-norleucina metil éster (DAN) foi um dos 

responsáveis por alguns dos efeitos mencionados previamente, o qual produziu um 

espectro inibitório de 99% da atividade de aspartilprotease, por meio de ensaio químico 

confirmado pelo uso do substrato específico Bz-RGFFL-4MβNA para enzimas dessa 

classe. O fato de compartimentos lipídicos como lisossomos terem sido deformados com 

o uso do DAN, explica o crucial papel da catepsina D, uma protease lisossômica central 

para o metabolismo do protozoário, que quando bloqueada, provocou danos relacionados 

ao metabolismo lipídico (VALDIVIESO et al., 2010).  

Para além de uma tarefa estrutural, a catepsina D ainda pode assegurar 

comportamentos de evasão que tardam a construção de uma defesa contra o parasito pelo 

hospedeiro vertebrado. Esse fenômeno virulento é esclarecido durante o processo de 

maturação do fagossomo, instante em que a protease atua na fusão do fagossomo com as 

organelas endocíticas, resultando na formação do conhecido vacúolo parasitóforo. Esse 

evento conseguiu ser bloqueado por intermédio de inibidores específicos como a 

pepstantina A. Todavia, esse mesmo composto suprimiu a formação de uma resposta 

imunológica Th1 e Th2 (BANERJEE et al., 2016; ZHANG et al., 2000). 

Grande parte das atividades citadas também foram consequências de fármacos já 

permitidos no uso clínico, como o Lopinavir, usado na terapia antirretroviral. Estudos 

correlacionados enfatizaram o sucesso da referida droga ao erradicar ou diminuir culturas 

de macrófagos coinfectados com HIV/Leishmania, cenário causador de muitas mortes em 

todo o mundo. Tendo em vista os efeitos altamente ativos desse tratamento contra os 

protozoários e também no combate ao vírus, a possibilidade do uso Lopinavir em outro 

segmento clínico se consolida pela sua eficácia nos referidos estudos, principalmente para 
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tratamento de casos severos causados pela infecção simultânea viral e parasitária 

(REBELLO; et al., 2018; REBELLO et al., 2019; SANTOS et al., 2009). 

 Outra peça primordial no ciclo infeccioso da Leishmania se refere à gp63, uma 

metalopeptidase conhecida como leishmanolisina dependente de zinco. Essa enzima 

facilita a ligação de formas promastigotas metacíclicos aos macrófagos através do 

receptor CR3 sem incitar uma explosão oxidativa, além de expressar uma batalha 

bioquímica entre a forma evolutiva amastigota e o meio ácido presente no vacúolo 

digestivo das células do hospedeiro mamífero, uma vez que consegue degradar as enzimas 

lisossomais destas células (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Mcgwire, Chang e 

Engman (2003) observaram a atividade dessa protease na degradação da matriz 

extracelular no tecido subcutâneo, facilitando o movimento do parasito sob a pele. Esse 

fator de virulência ainda se estende para a neutralização de componentes da resposta 

imune inata, como as células natural killers (NK) por meio de inativação direta (LIEKE 

et al., 2008).  

 Ainda pouco relatada, a gp63 se mostra essencial também para a fixação do 

parasito ao intestino do vetor flebotomíneo. A comprovação desse evento ocorreu quando 

a ligação do parasito ao intestino médio e às células LL-5 derivadas do Lutzomyia 

longipalpis, vetor suscetível a várias espécies de Leishmania, foi prejudicada na presença 

de anticorpos anti-gp63, situação ilustrada na figura 2. No entanto, são necessárias outras 

moléculas como o LPG, para que a ação junto à gp63 seja potencializada na adesão dos 

protozoários às células do hospedeiro (SOARES et al., 2017).   

Práticas alternativas que atenuam essa ligação parasito – hospedeiro via gp63 

podem ser observadas a partir da aplicação de agentes quelantes, compostos que se unem 

a íons metálicos divalentes como o Zn ++. A 1,10-fenantrolina é o exemplo mais sucedido 

dessa inibição comparado aos compostos EDTA e EGTA, uma vez que sua capacidade 

quelante sobre o Zn ++ foi mais eficaz. Um outro composto, o peptídeo de sequência 

descrita como MAAKYN mostrou energia de interação mínima e complementaridade 

máxima de formato com o sítio ativo gp63 da L. major. Esse evento favoreceu um cenário 

antileishmania, pois ocorreu inibição da cinética de crescimento do protozoário e redução 



34 
 

das lesões cutâneas nas patas de camundongos (RHAIEM; HOUIMEL, 2016; SOARES 

et al., 2017). 

Figura 3. Ação da metaloprotease gp63 na adesão de promastigotas ao epitélio intestinal 

do hospedeiro invertebrado. (A) Após a intensa multiplicação das formas promastigotas 

procíclicas e a posterior degradação da membrana peritrófica (estrutura ao redor do bolo 

alimentar) do vetor invertebrado, os parasitas precisam se aderir ao epitélio intestinal para 

não serem excretados com o sangue residual. (B) Através da gp63, a adesão ao epitélio 

ocorre e assim, outros estágios de desenvolvimento no ciclo do protozoário são sucedidos, 

como a metaciclogênese (C). A aplicação de anticorpos anti-gp63 e o uso de substâncias 

com a 1,10-fenantrolina inibem a ação da metaloprotease e por consequência, é observado 

o insucesso dos promastigotas na adesão às células do hospedeiro, esclarecendo a 

relevância da gp63 para a infectividade da Leishmania (D). 
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Considerando os eventos supracitados, os mecanismos relacionados à gp63 

favorecem uma possível e futura abordagem para enriquecimento terapêutico contra a 

leishmaniose provocada por cepas distintas, pois essa metaloprotease é uma chave 

indispensável para a infectividade do protozoário, a qual mesmo exibindo diferenças sutis 

em seu padrão genômico, esse glicoconjugado ainda apresenta alta identidade de 

sequência e similar expressão entre diferentes espécies de Leishmania (D’AVILA-LEVY 

et al., 2014). 

 Já os eventos biológicos relacionados às treoninas, peptidases que se integram 

como subunidades de complexos multiproteicos conhecidos como proteassomos, também 

merecem uma atenção devida. Isso porque além de estruturar o proteassomo, as treoninas 

parecem exercer função substancial para a ativação de todo o complexo, já que 

substituição de resíduos de Thr por Cys interrompeu interações com outras subunidades 

e inativou toda a atividade enzimática (HUBER et al., 2016).  

 Em vista disso, o inibidor reportado como GNF6702 se associou especificamente 

aos proteassomos de cepas causadoras de LV e LC como L. donovani e L. major 

respectivamente. O composto causou ainda o declínio de crescimento das culturas 

axênicas de amastigota em macrófagos, refletindo em redução da lesão hepática e 

diminuição do inchaço plantar em camundongos previamente infectados com essas cepas. 

O argumento de que os proteassomos são cruciais para o ciclo vital dessas espécies e que, 

sua atenuação pode ter provocado redução no crescimento dessas culturas é reforçado 

graças às observações partindo de avaliações bioquímicas, nas quais evidenciaram o 

acúmulo de proteínas ubiquitinadas, cenário marcado como desordem intracelular pela 

insatisfatória ou ausente ação dos proteassomos (KHARE et al., 2016). 

Abordagens atuais inserem também compostos naturais na discussão, 

prospectando seus possíveis efeitos inibitórios sobre o desenvolvimento e infectividade 

da Leishmania. O levantamento de comparações com as substâncias sintéticas já 

consolidadas no uso clínico se mostra válido, haja vista a potencial capacidade terapêutica 

desses biofármacos e os possíveis efeitos colaterais reduzidos devido a origem natural, 

cenário motivador frente a limitação da terapia vigente. 

A concepção de que os compostos de origem biológica sinalizam outras vantagens 

diante das substâncias sintéticas, precisou ser testada, por exemplo, no desempenho de 

bloqueio das proteases. Esse princípio se confirmou quando inibidores oriundos de 



36 
 

sementes vegetais exibiram um amplo espectro inibitório, ou seja, a capacidade de 

suprimir a atividade catalítica de diferentes classes de peptidases como as serinas e 

cisteínas (OLIVEIRA et al., 2007). Arbitrariamente a falta de especificidade de um 

inibidor também pode ser considerada uma desvantagem quando o resultado do bloqueio 

das proteases é tardio e não regular, já que o arcabouço molecular de cada classe apresenta 

resíduos únicos e dinâmica de acoplamento distinta.  

No cenário antileishmania, a pesquisa visando compostos com as características 

relatadas é pertinente, pois dentre as alternativas terapêuticas, são inexistentes abordagens 

que albergam inibidores contra moléculas tão relevantes como as proteases, e ainda menor 

o uso de substâncias oriundas de fontes biológicas. Atentando propostas dessa natureza, 

compostos naturais com potencial de bloqueio da capacidade catalítica dessas enzimas 

foram testadas através do uso de extratos, peptídeos isolados ou por acoplamento 

molecular, como ilustra a tabela 2. 

 Os vegetais são os principais organismos de onde muitos inibidores são obtidos, 

a exemplo da espécie Garcinia brasiliensis, uma árvore nativa brasileira. O extrato de 

acetato de etila do pericarpo de seus frutos promoveu efeitos inibitórios consideráveis 

sobre tripsina e papaína, proteases de diferentes classes. O grau de bloqueio dessas duas 

enzimas foi ainda mais significativo quando a fukugentina, um metabólico secundário da 

classe dos flavonoides obtido do mesmo extrato foi testado, confirmando sua capacidade 

antileishmania sem provocar toxicidade às células de mamífero (PEREIRA et al., 2011).
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Tabela 2. Relação de compostos naturais como potenciais candidatos para formulação de drogas intentando a inibição das proteases de Leishmania 
spp. 

Droga Leishmania spp. Mecanismos de ação Protease alvo Referência 

Streptomyces sp BVK2 (Bactéria) L. donovani Redução drástica no crescimento do parasita Serinoprotease Sreedhara e Rao 
(2017) 

Extrato do tubérculo da batata 
(PTEx) 

L. donovani Produção de ROS e NO  
 

Serinoprotease Paik et al. 
(2014, 2016) 

Extrato de Coccinia grandis (L.) 
Voight 

L. donovani Redução da carga parasitária e produção de NO e NOS e efeito 
imunomodulador na produção de citocinas Th1 e supressão de citocinas Th2.  

Serinoprotease Pramanik et al. 
(2017, 2019) 

Fitoquímicos fenólicos* 
 

L. major 
L. donovani 

Nenhum dos compostos mostrou atração pela CPB, mas conseguiu bloquear 
a atividade da protease oligopeptidase B da L. major. 

Cisteínaprotease; 
Serinoprotease 

Ogungbe, Erwin 
e Setzer (2014) 

Inibidor obtida da Stichodactyla 
helianthus (Animal) 

L. amazonensis Alterações estruturais drásticas em promastigotas em decorrência da inibição 
das proteases serino localizadas na bolsa flagelar. 

Serinoprotease Silva-Lopez et 
al. (2007) 

Morelloflavone isolados da Garcinia 
brasiliensis 

L. amazonensis 
L. mexicana 

Forte ação inibitória contra diferentes isoformas de proteases cisteínas, além 
de suprimir cinética de crescimento das formas promastigotas e amastigotas. 

Cisteínoprotease Gontijo et al. 
(2012) 

Extratos etil acetato e Bioflavonoide 
Fukugetina obtidos do pericarpo dos 

frutos da G. brasiliensis  

L. amazonensis Inibição das proteases papaína e tripsina pelo extrato e mais 
significativamente pelo bioflavonoide. Não houve efeitos tóxicos às células 
de mamíferos.  

Cisteínoprotease; 
Serinoprotease 

Pereira et al. 
(2011) 

Extratos de Miconia willdenowii L. amazonensis Atividade inibitória de 99.7% das formas promastigotas através do 
metabólito bioativo 2-methoxy-6-pentylbenzoquinone. 

Aspartilprotease Viegas et al. 
(2019) 

Extrato hexânico da Arrabidaea 
chica 

L. amazonensis 
L. infantum 

A atividade catalítica foi drasticamente inibida, sucedendo perdas de 
conteúdo em várias organelas e prejudicando a infecção dos protozoários em 
macrófagos.  

Cisteínoprotease 

 

Rodrigues et al. 
(2014) 

*Estudo de inibição por acoplamento molecular. CPB: Catepsina B.
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 Da mesma espécie vegetal, outros bioflavonoides como moreloflavona foram 

isolados, propiciando também que alguns derivados fossem semissintentizados. O ensaio 

realizado bloqueou a capacidade catalítica de L. amazonensis e L. mexicana, sendo os 

alvos proteicos correspondentes à classe cisteína. Por essa razão, efeitos prejudiciais já 

previstos como a redução da cinética de crescimento dos parasitas foi confirmada pela 

morte das formas evolutivas promastigotas e amastigotas, em especial pelos derivados 

semissintetizados (GONTIJO et al., 2012). 

 Em algumas situações de uso de produtos naturais são necessárias intervenções na 

estrutura molecular com o objetivo de estabilizá-lo, potenciá-lo ou solucionar problemas 

de toxicidade, necessidade imposta pela degradação rápida e/ou pela complexidade 

molecular das biomoléculas (DAHER et al., 2020). Essa tática é comum e, portanto, 

eficaz na exploração de drogas com potencial terapêutico, cenário possivelmente similar 

com os derivados de bioflavonoides semissintetizados, devido ao seu maior sucesso 

quando comparado com os compostos isolados, os quais foram usados diretamente sem 

modificação química em sua estrutura. 

 Representantes fenólicos da classe dos flavonoides aparecem como alternativa 

paralela intentando igualmente a erradicação da Leishmania, via bloqueio das proteases. 

Chalconas e isoflavoinoides, por meio de análises in silico encaixaram-se quimicamente 

na estrutura da oligopeptidase B da L. major, uma enzima da classe serino de alta 

relevância na virulência do gênero (OGUNGBE; ERWIN; SETZER, 2014). 

 Outras espécies vegetais exibiram também capacidade de inibir o crescimento in 

vitro de Leishmania spp. O crescimento das formas promastigotas da L. amazonensis, por 

exemplo, foi inibida em contato com o metabólito bioativo 2-methoxy-6-

pentylbenzoquinone, oriundo de folhas da Miconia willdenowii (VIEGAS et al., 2019). 

Testes bioguiados anteriores demonstraram que extratos de algumas espécies de plantas 

do gênero Miconia conferem elevados graus inibitórios sobre culturas diversas de 

microrganismos em razão da presença de inibidores de proteases aspárticas (LI et al., 

2001).  

 O extrato da Arrabidaea chica se mostrou competente para bloqueio de 

crescimento das culturas de L. amazonensis e L. infantum. A ação catalítica de peptidases 

cisteínas foi comprovadamente bloqueada em contato com uma das frações do extrato 

hexânico das folhas da espécie (1:1 n-hexano/acetato de etila). Efeitos drásticos no 
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conteúdo intracelular dos parasitas foram demonstrados como alterações no complexo de 

Golgi, danos mitocondriais severos além de formato anormal das promastigotas. 

Conjuntamente, o inibidor de protease ainda provocou o insucesso dos protozoários ao 

infectarem os macrófagos. Mesmo com redução da atividade de metaloproteases, as 

frações a partir do extrato hexânico de A. chica foram menos efetivas quando comparadas 

com as cisteínoproteases (RODRIGUES et al., 2014). 

 É necessário evidenciar que os efeitos sobre as cisteínoprotease até aqui 

apreciados contribuíram no esclarecimento de como a ação de seus inibidores afetam as 

vias celulares do parasito. Logo, os danos causados pelo inibidor oriundo da A. chica, 

combinam com aqueles provocados pelo composto sintético MDL28170, em que ambos 

ocasionaram danos ultraestruturais nas mitocôndrias (ENNES-VIDAL et al., 2019; 

RODRIGUES et al., 2014). 

 O mecanismo mais comum para que estes efeitos tenham sido orquestrados 

envolve a dissipação ou disfunção do potencial elétrico transmembrana da mitocôndria, 

o que resultou em transições anormais da membrana, provocando inchaço intenso e danos 

mitocondriais mais intensificados como o rompimento da organela (MARINHO et al., 

2014; MONZOTE et al., 2014). 

 Assim como alguns compostos sintéticos, produtos derivados de plantas ainda 

propiciaram por meio da inibição de proteases da classe serina, a modulação de uma 

resposta imunológica. Extrato das folhas de Coccinia grandis (L.) Voight induziram uma 

resposta protetiva em camundongos imunodeficientes infectados previamente com a L. 

donovani. A carga parasitária em fígado e baço foi reduzida em decorrência da produção 

de ROS e NOS (PRAMANIK et al., 2019). Adjunto a esses efeitos, ensaios anteriores 

exibiram a capacidade dos inibidores proteicos presentes no extrato, de aumentarem a 

produção de citocinas Th1, supressores da multiplicação parasitária (IL-12, TNF-α), ao 

mesmo tempo que regularam negativamente citocinas Th2 (IL-10, TGF-β), relacionadas 

à suscetibilidade e incapacidade de controle parasitário (PRAMANIK et al., 2017).  

 O uso de frações preparados com bissulfito de sódio a partir do extrato bruto de 

tubérculos de batata (Solanum tuberosum L.) bloquearam a ação das enzimas tripsina e 

quimiotripsina que parecem exercer assim como outras proteases um papel favorável no 

desenvolvimento e multiplicação dos protozoários de L. donovani, já que a viabilidade 

parasitária foi suprimida e os macrófagos infectados ficaram significativamente livres da 
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carga de parasitos. Esses resultados decorreram da geração exacerbada de ROS e NOS e 

não houve efeitos citotóxicos. Uma resposta inflamatória protetiva ainda foi gerada pela 

supressão de diversas citocinas Th2 e produção substancial de citocinas Th1 (TNF-α, 

IFNᵧ e IL-12) que permitem ao hospedeiro o controle eficaz da infecção (PAIK et al., 

2014, 2016). 

 Outras fontes naturais podem ser ricas em inibidores de proteases como os 

microrganismos. Actinobactérias marinhas são Gram-positivas e desempenham um papel 

simbiótico com outros organismos. Os produtos derivados dessas bactérias já são 

aplicados nos segmentos clínicos, agrícolas e farmacológicos. Uma inibição de 87% sobre 

a protease tripsina foi detectada a partir de seu extrato bruto, provocando um número 

significativo de morte das formas amastigotas infectantes de macrófagos 

(SREEDHARAN; BHASKARA RAO, 2017). Mesmo com poucos relatos sobre os 

inibidores de proteases provenientes de microrganismos, a análise desses produtos 

naturais para um possível uso clínico contra a leishmaniose é fundamental.   

Conclusão e perspectivas 

 Mesmo com os altos progressos envolvendo o tratamento da leishmaniose, essa 

doença ainda é considerada negligenciada em razão de um número limitado de pesquisas 

direcionadas a esse contexto. Os protozoários da Leishmania apresentam vasto repertório 

de moléculas importantes para seu crescimento, desenvolvimento e patogenicidade. 

Assim, torna lógico e, portanto, encorajador os esforços científicos para atenuar o 

crescimento do parasito através desses alvos moleculares.  

 A abordagem das proteases e seus inibidores realizadas por esse estudo pode 

oferecer recursos para compreensão desses mecanismos biológicos e desta forma, motivar 

o surgimento de uma perspectiva terapêutica considerando o uso de inibidores mesmo 

que conjugado a drogas já permitidas no uso clínico. Os resultados apreciados por esta 

revisão podem ainda fomentar a pesquisa de outras doenças infecciosas, cujos os 

mecanismos sejam intermediados pelas proteases.  
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Abstract 

Bioactive compounds intended to inhibit proteases of pathogenic microorganisms, one of 

main molecule promoting resistance factors in Staphylococcus aureus and Candida 

albicans, have been intensively studied. This work aimed to evaluate a trypsin inhibitor 

isolated from Enterolobium contortisiliquum (EcTI) against virulence factors of S. aureus 

and C. albicans. This compound did not demonstrate bactericidal activity at 

concentrations of 4 to 2.048 µg/mL, but proved to be a potential antivirulent agent, since 

it was shown to block expressively the formation of the staphyloxanthin pigment in many 

concentrations (400, 200 and 100 µg/mL). The EcTI showed significantly reduced 

percentage of hemolysis, mainly at 400 µg/mL when compared with S. aureus untreated 

and impaired its biofilm formation subtly. Although the effects of EcTI on the viability 

of C. albicans cells has not been successful, this inhibitor also proved to be a great agent 

against fungi virulence, by significantly inhibiting biofilm formation,at 400 µg/mL. The 

EcTI also incited the rupture of the mature biofilm of C. albicans even if dose-

dependently. It was concluded that EcTI was a excellent antivirulence agent and 

emphasizes the importance of also evaluating the effect of EcTI in multidrug-resistant 

strains. 

Keywords: Staphylococcus aureus. Candida albicans. Virulence. EcTI. 

Introduction  

Infectious diseases caused by opportunistic pathogens such as Staphylococcus 

aureus and Candida albicans have become major threats to global public health due to 

clinical complications that cause high mortality in humans (GUO et al., 2020). These 

species colonize surfaces of healthy individuals as skin and mucous membranes, under 

normal conditions. However, opportune situations as immunosuppression can cause 

invasive infections such as sepsis and candidiasis, clinical manifestations caused by the 

bacteria and fungi respectively (RUNGELRATH; DELEO, 2021).  

Most of these problems caused by S. aureus and C. albicans occur due to virulent 

mechanisms such as biofilm formation, which is an essential resource for pathogen 

colonization and resistance to drugs commonly used. This resistant strains to their 

respective therapies have caused immense health concern at a global level, and there is a 

strong exploration for new drugs, targeting proteases, the main virulence factors (WU et 

al., 2021).  
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Proteases show catalytic capacity on peptide bonds and are associated with 

bacterial and fungal virulence actions against host defenses, being a promising target for 

drug development, for example the serine proteases, which are present in S. aureus and 

C. albicans, exhibiting an important role in biofilm formation (ALENCAR DE BARROS 

et al., 2021; STANISZEWSKA et al., 2017). In possession of this information, protease 

inhibitors are seen as possible solutions against the virulence factors of these 

microorganisms.  

The pharmacological potential of several plant species has been explored, 

including their impacts on protease blockade. Enterolobium contortisiliquum (Vell.) 

Morong is a leguminosae with wide ecological plasticity and it occurs in the South 

America. In Brazil, this species is found mainly in Atlantic Forest, Cerrado and Caatinga 

phytogeographic domains. Their seeds are rich sources of bioactive compounds, as the 

Kunitz – type inhibitor, molecular weight 19,63 kDa  known as EcTI (E. contortisiliquum 

Trypsin inhibitor), capable to inhibit trypsin, chymotrypsin, plasma kallikrein and 

plasmin (BATISTA et al., 1996). EcTI is already known for its versatility in biological 

effects, as insecticidal activities and cytotoxic action on tumor cell lines (BONTURI et 

al., 2018; DA SILVA FERREIRA et al., 2019).   

 There are still no reports about the effects of EcTI on the attenuation of the 

virulence of pathogenic microorganisms. For this reason, this study investigates the 

effects of EcTI against S. aureus and C. albicans virulence factors in in vitro assays. 

Materials and Methods 

Purification of EcTI 

The purification of EcTI was performed as described previously (Batista et al., 

1996). The seed proteins were extracted by swelling 30 g of the seed with 300 ml 0.15 M 

NaCl. After homogenization, the material was centrifuged at 3000 rpm and the 

supernatant wastaken as the starting material (crude extract), which was initially 

precipitated with 80% (v/v) acetone. The resulting precipitate was redissolved in 50 mM 

Tris±HCL buffer pH 8.0 and applied to a DEAE-Sepharose ion-exchange 

chromatography column which was equilibrated in the same buffer and eluted using a 

linear gradient of NaCl from 0 to 0.5 M, EcTI being eluted at a concentration of 

approximately 0.15 M NaCl. 
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Strains 

The antivirulence activity of EcTI was further analyzed against a collection of 

isolates of S. aureus and C. albicans deposited in the Microbial Collection of Antibiotics 

Department from Federal University of Pernambuco (UFPEDA). The standard strains S. 

aureus ATCC 02 and C. albicans ATCC 90025 were used, corresponding to the assays 

against the virulence factors of the bacterial and fungal, respectively.  

Antibacterial Assay 

 Minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by broth microdilution 

method. Initially, overnight bacterial culture was prepared on Mueller Hinton Agar 

(MHA) plates. Then a bacterial suspension at 1.0 × 106 CFU/mL was prepared in saline 

solution (0.9% NaCl). EcTI (4–2.048 μg/mL) was serially diluted in microplates 

containing 100 µL of Mueller Hinton Broth (MHB). Each well received 100 µL of 

bacterial suspension, except the wells used as sterility control. In negative control, it was 

saline solution (0.9% NaCl). The plates were incubated at 37 °C and, after 24h, wells 

received 20 µL of 0.01% (w/v) resazurin solution to follow bacterial growth. MIC was 

determined as the concentration of the last well where there was no change from purple 

to pink (BEZERRA FILHO et al., 2020).  

S. aureus Biofilm Formation 

S. aureus ATCC 02 strains are capable of forming biofilms, so they were tested in 

the presence of EcTI concentrations (400, 200, 100 and 50 μg/mL), according to the 

methodology described by Trentin et al. (2011). The assay was performed in microplates 

containing 20 μL of inoculum adjusted to 1.0 × 106 CFU/mL, 160 μL of MHB and 20 μL 

of EcTI, in the wells corresponding to the treated groups. After incubation for 24h at 37 

°C, the contents were removed and the wells were washed three times with sterile saline 

(0.9% NaCl). Adhered cells were fixed at 60°C for 1h. The biofilm layer formed was 

stained with 0.4% crystal violet for 15 min at room temperature. Subsequently, the wells 

were washed three times and then methanol (100%) was added. Optical density (OD) was 

visualized at 600 nm. 

Staphyloxanthin (STX) Inhibition  

Overnight cultures of S. aureus ATCC 02 were diluted (1:100) in Lysogeny broth 

(LB) medium and samples (1 mL) of this suspension were incubated with final 
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concentrations of EcTI (400, 200 and 100 μg/mL). After overnight incubation at 37°C, 

the eppendorf tubes were centrifuged (10,000 r/min for 10 min), suspended with 1 mL of 

phosphate-buffered saline (PBS), and re-centrifuged. Following the total carotenoid 

pigments [including staphyloxanthin (STX)] in each pellet were extracted using in 

methanol (0.2 mL) and incubated for 3 min at 55°C. The methanol phase (supernatant) 

and cell debris were separated by centrifugation (10,000 r/min for 10 min) and the pellets 

were submitted to entire pigment extraction procedure three more times. Finally, the 

absorbance was determined at 465 nm (SILVA et al., 2017). 

Antihemolytic Analyse 

S. aureus ATCC 02 overnight cultures were diluted at 1:100 in fresh LB and 

cultured with concentrations of EcTI (400, 200 and 100 μg/mL) at 37°C. After 16h (to 

guarantee a constant number of bacteria present in experiment), 50 μL of culture 

supernatant was added to 1 mL of 3% human erythrocytes solution from a healthy donor. 

The mixture was incubated at 37°C for 1h with 250 r/min shaking. The supernatant was 

collected by centrifugation at 10,000 r/min for 10 min. The solution were then 

photographed and the OD was measured at 540 nm. 

Anticandida Assay 

 For determination of Inhibitory Concentration 50% (IC50), the C. albicans ATCC 

90025 was cultured in RPMI 1640 medium. For use in the assays, the density of the 

cultures was adjusted turbidimetrically at a wavelength of 600 nm to 1.0 x 107 CFU/mL. 

EcTI (12,5–800 μg/mL) was serially diluted in microplates containing RPMI 1640 

medium. Next, all wells (except the first) were inoculated with 100 μL of the fungal 

culture. The first well contained only the RPMI 1640 medium and corresponded to the 

sterility control. The second well corresponded to the 100% growth control (negative 

control) and fluconazole at 500 μg/mL was used as positive controle. The OD at 600 nm 

was measured (0h) and then the assay was incubated at 37 °C for 24h. After this period, 

the OD was recorded again. The IC50 was determined as the maximal EcTI concentration 

able to promote a reduction higher to 50% in comparison with the 100% growth control.  

C. albicans Biofilm Formation 

C. albicans overnight cultures were diluted (1:100) in RPMI 1640 medium. For 

the biofilm formation, the C. albicans suspended (1.0 x 107 CFU/mL) was incubated in 
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96-well microplates at 37°C for 90 min with 75 rpm gentle shaking. After this cell 

adhesion step, the wells were washed twice with 200 μL of PBS and receveid 

concentrations of EcTI (800, 400 e 200 μg/mL). One well (containing microorganisms in 

the absence of the EcTI) corresponded to the 100% growth control (negative control). 

Each well received 100 μL of fungal suspension and for the positive control used the 

fluconazole and amphotericin B at 500 ug/mL. Thus, the microplate was incubated for 

48h. After this period, the wells were washed three times with 200 μL of PBS and then 

100 μL of crystal violet was added, incubating again for 20 min. Subsequently, the wells 

were washed three times with 200 µL of distilled water and after drying for 2 h, 200 µL 

of methanol P.A. was added. At the end, 100 µL of each well were transferred to a new 

microplate and biofilm formation was evaluated using the OD difference between the 

biofilms formed in the presence of EcTI and the other groups, reading the absorbance in 

a spectrophotometer adjusted at 595 nm (SANTOS et al., 2020). 

 C. albicans Biofilm Disruption 

 After 48h of incubation, the microplates with the formed biofilms were washed 

twice with 200 µL of PBS. Then, EcTI was added at concentrations (800, 400 and 200 

μg/mL) and incubated for 48h. After this period, the wells were washed twice with 200 

µL of PBS and then added 100 µL of crystal violet, incubating again for 20 minutes. The 

wells were washed with 200 µL of distilled water. After drying for 2 h, 200 µL of 

methanol P.A. was added. At the end, 100 µL of each well were transferred to a new 

microplate for reading and analysis of the absorbance in a spectrophotometer adjusted at 

595 nm.  

Statistical analysis 

 Statistical analyses were performed using the software GraphPad Prism version 

8.0. Data were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA). Dunnett's multiple 

comparisons test was used following the ANOVA for comparisons. In all cases 

differences were considered significant at p < 0.05.   

Results and Discussion 

Bactericidal Assay   

 The proteases of many microorganisms are key to the mechanisms not only to 

their survival, but also to the actions against the host defenses. In this way, it is important 
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to invest in the attenuation of target molecules, which provides substantial alternatives in 

terms of blocking the proliferation of the pathogen, just like in overcoming the existing 

problems regarding the resistance of drugs used in current therapy. Here, the analyzes 

using the serine protease inhibitor EcTI, through a microtiter assay to determine a possible 

MIC, according to the methodology proposed by Bezerra Filho et al. (2020), 

demonstrated no bactericidal or even inhibitory effect on the growth of strain S. aureus 

ATCC 02 (data not shown).   

 However, earlier works the study by Shahat et al. (2008) showed that S. aureus 

expressed high sensitivity to essential oil from E. contortisiliquum seeds. In general, 

essential oils present in their composition several organic compounds of different 

chemical groups, as terpenes and phenylpropanoids which are responsible for the known 

biological activities (EL-SAID et al., 2021). Therefore, the presence of secondary 

metabolites such as carvone and estragole present in this essential oil of E. 

contortisiliquum may have managed a synergistic action, causing the bactericidal effect 

(SHAHAT et al., 2008).  

S. aureus Biofilm Formation 

Biofilm formation was subtly impaired when S. aureus ATCC 02 was incubated 

in the presence of EcTI concentrations (400, 200, 100 and 50 µg/mL). The figure 1 shows 

the relation biofilm formation/concentrations of EcTI quantitatively, when even at higher 

concentration as 400 µg/mL, the trypsin inhibitor was able to significantly inhibit this 

virulence factor of S. aureus. 

Biofilm formation is a necessary behavior for bacteria such as S. aureus, since this 

agglomeration of cells embedded in extracellular heterogeneous matrix helps in the 

exchange of nutrients and acts to protect against harmful agents, as antibiotics 

(ALENCAR DE BARROS et al., 2021). Therefore, bacteria with the ability to form 

biofilms present an arduous challenge in combating the persistence of the pathogen, 

because these bacteria are less susceptible to bactericidal agents than planktonic cells 

(ROY et al., 2018). 

The formation of the S. aureus biofilm, crucial for the adaptation and development 

of chronic infections, occurs due to the proteolytic action of proteases as trypsin, which 

are synthesized as a result of various gene-mediated regulatory complexes 

(TUCHSCHERR et al., 2015; XUE et al., 2019). It is known that most antibiotics have 
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cationic sites that are easily destroyed by trypsin of the pathogen, for this reason, the 

logical intention of testing inhibitors against this protease to provide new therapeutic 

perspectives (LI et al., 2007). Even without complete inhibition of the biofilm, EcTI 

impaired the stability of this virulence fator. 

 

Figura 1. Bacterial suspension with 1.0 x 106 CFU/mL treated with (A) culture medium 

(control), (B) EcTI at 50 μg/mL, (C) EcTI at 100 μg/mL, (D) EcTI at 200 μg/mL and (E) 

EcTI at 400 μg/mL. The percentage represent the mean ± standard deviation of 

experiments performed in triplicate. The symbols “*” and “**” indicate the experimental 

systems were considered statistically significant when compared to control with 

(p=0,0149) and (p= 0,0015) respectively. 

Staphyloxanthin (STX) Inhibition 

Although the absence of an bactericidal effect of EcTI on the growth of S. aureus, 

this inhibitor proved to be a potential antivirulent agent, since it was shown to block 

expressively the formation of the STX, as shown in figure 2. This effect is evident in all 

EcTI concentrations, with a more significant impact at 200 µg/mL.  
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Figura 2. Bacterial suspension with 1.0 x 106 CFU/mL treated with (A) culture medium 

(control), (B) EcTI at 100 μg/mL, (C) EcTI at 200 μg/mL, (D) EcTI at 400 μg/mL. The 

percentage represent the mean ± standard deviation of experiments performed in 

triplicate. Symbol “*” indicate significant differences between untreated group and EcTI 

treatment in all concentration (p < 0,0001). 

 The STX is golden yellow carotenoid pigment produced by 90% of S. aureus 

isolated from human infections and is characterized as a promoter of favorable 

environmental conditions during the infectious process, since its antioxidant properties 

improve the invasion and permanence in neutrophils and macrophages, ensuring longer 

survival time than those that non-pigmented strains. The fact that this pathogen evades 

the host phagocyte defenses such as reactive oxygen species (ROS), highlights it as an 

essential virulence factor for S. aureus (XUE et al., 2019; ZHANG et al., 2018).  

 Taking into account the critical role of this pigment for the persistence of 

infection, the STX inhibition by natural compounds as EcTI clarified by this study, opens 

the way to further investigations especially to antibiotic resistant bacteria.  

Antihemolytic Analyse 

Along with the already known pathogenicity mechanisms of S. aureus, the ability 

to cause hemolysis stands out, due to the presence of exotoxins such as hemolysin (KIM 

et al., 2021). This behavior is essential for bacterial intracellular invasion to occur. Due 

to this hemolytic action, there is an increase in the sensitivity of many host cells to S. 
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aureus, which delays the healing process and relates it to more severe implications such 

as sepsis and pneumonia (LEE et al., 2014; PUTRA et al., 2019). 

The overnight culture treated with EcTI concentrations, showed significantly 

reduced percentage of hemolysis when compared with to overnigh culture S. aureus 

ATCC 02 without EcTI (Figure 3). This finding supports EcTI as a promising antivirulent 

agent against clinically important strains, even though this serine protease inhibitor did 

not have any effect on bacterial growth. The figure 4 qualitatively demonstrates the effect 

of this trypsin inhibitor on the ability to hemolysis.  

 

Figure 3. Bacterial suspension with 1.0 x 106 CFU/mL treated with (A) culture medium 

(control), (B) EcTI at 100 μg/mL, (C) EcTI at 200 μg/mL, (D) EcTI at 400 μg/mL. The 

percentage represent the mean ± standard deviation of experiments performed in 

triplicate. Symbol “*” indicate significant differences between untreated group and EcTI 

treatment in all concentration (p < 0,0001). 
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Figure 4. Qualitative effect of EcTI on the hemolysis capacity of S. aureus ATCC 02 (A) 

eppendorf without ovenight culture (negative control), (B) ovenight culture adjusted to 

1.5 × 106 CFU/mL untreated (positive control), (C) overnight culture treated with EcTI 

at 400 µg/mL, (D) overnight culture treated with EcTI at 200 µg/m and (E) overnight 

culture treated with EcTI at 100 µg/mL.  

Natural compounds have induced similar effects of EcTI by exhibiting antivirulent 

potential without bactericidal activity. This characteristic is considered, by the way, as 

preferable in the current circumstance of multidrug-resistant strains, since the intention 

to reach very specific targets decreases the possibility of developing resistance to these 

drugs (LEE et al., 2012; YIN et al., 2022). Thus, peptides from various biological sources 

can provide more favorable pharmacodynamic properties compared to conventional 

antibiotics, because they are more refractory to the evolution of resistance (LAZZARO; 

ZASLOFF; ROLFF, 2020). In this sense, the EcTI fits these conditions. 

Due to the serious problem that is bacterial resistance, a viable alternative is the 

combination of antibiotics with compounds that exhibit activity against specific targets 

of multidrug-resistant strains, like the protease inhibitor (OLIVEIRA et al., 2020). The 

combination of antibiotics against resistant bacterial infections has already been proven 

to reduce the mechanisms important for resistance, but the incidence of acute kidney 

injury has been highly prevalent (COATES et al., 2020). This resistance problem and the 

challenge on side effects propose the protease inhibitors of natural origin as an attractive 

for possible combinations in antimicrobial therapy and against virulence factors.    

Anticandida Assay 
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 The infections caused by C. albicans also constitute serious public health 

problems due to the increase in cases that lead to mortality, mainly due to the existence 

of virulence factors of many strains against the host defenses and also to the indices of 

resistance to antifungal drugs such as fluconazole. (ANJOS et al., 2020). The fluconazole 

is a fungistatic agent that exerts an inhibitory effect on enzymes that participate in 

ergosterol metabolism, compromising cell membrane integrity (NIVOIX; LEDOUX; 

HERBRECHT, 2020).   

 These problems highlight the imperative of evaluating new molecular targets of 

these microorganisms such as trypsin-type proteases, based on the fact that many plants 

are resistant to fungal infection due to the natural production of trypsin inhibitors. In this 

way, the EcTI was tested to prove possible effects on C. albicans growth and, therefore, 

to determine the IC50. The analysis using the serine protease inhibitor EcTI in an attempt 

to obtain IC50 against fungal suspension did not show significant effects (data not shown). 

C. albicans Biofilm Formation 

 Although IC50 on C. albicans cell growth do not show satisfactory effects, the 

EcTI proved to be a viable agent by significantly impairing C. albicans ATCC 90025 

biofilm formation. The Figure 5 shows the action on biofilm formation of different EcTI 

concentrations (200, 400 and 800 µg/mL) compared to the group without the presence of 

this trypsin inhibitor (negative control), in addition to fluconazole and amphotericin B 

(positive control).  

It was possible to observe an inhibitory spectrum of the C. albicans biofilm at all 

concentrations. Wells of 400 µg/mL showed even more promising results, since it 

provided a lower biofilm formation (%) compared to the positive control fluconazole (500 

µg/mL). Although of the existence of a higher concentration, wells with EcTI at 800 

µg/mL did not provide less biofilm formation (%). 

Even as other pathogenic microorganisms, C. albicans manifests indispensable 

strategies to evade the host defenses. These virulence factors materialize with the biofilm 

formation, due to intense protease activity to effect the production of this fungal 

community, since the secretion of proteolytic enzymes is increased when colonies grow 

in the form of a biofilm (STANISZEWSKA et al., 2017). 
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Figure 5.  Effect of EcTI on the C. albicans biofilm formation. (A) culture adjusted to 

1.5 × 107 CFU/mL untreated (negative control), (B) culture treated with EcTI at 

200 μg/mL, (C) culture treated with EcTI at 400 μg/mL, (D) culture treated with EcTI at 

800 μg/mL, (E) culture treated with Fluconazole at 500 μg/mL (positive control) (F) 

culture treated with Amphoteric B at 500 μg/mL (positive control). Porcentage are 

expressed as the mean ± standard deviation of experiments performed in triplicates. 

Symbols indicate significant differences between untreated group with EcTI treatment 

and positive control. In all the cases, p value was < 0.05. 

 Fluconazole and amphotericin B used as positive controls in the present assay 

proved to be effective, as expected, in impairing the construction of the C. albicans 

biofilm. Although their respective and known fungistatic and fungicidal action, fungal 

resistance has occurred against these drugs already used in current therapy due to 

ineffective action on the pathogen target. In addition, the existence of severe side effects, 

mainly from amphotericin B, makes it important to search for new perspectives for an 

effective therapy (NIVOIX; LEDOUX; HERBRECHT, 2020).  

 EcTI generated satisfactory effects by significantly inhibiting biofilm formation, 

even more than fluconazole. Thus, these results suggest that the proteolytic action of C. 
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albicans is indispensable for the construction of biofilms and the use of protease inhibitors 

such as EcTI may contribute to block this fungal mechanism.  

C. albicans Biofilm Disruption 

 The EcTI also incited the rupture of the mature biofilm even if dose-dependently. 

Figure 6 reveals that EcTI at 800 µg/mL was possible to observe a significant disruption 

of this biofilm, at a similar rate to fluconazole at 500 µg/mL. Even with the unexpected 

finding that the present compound did not enable an effective activity in inhibiting the 

growth of C. albicans cells, but has been able to exhibit a drastic effect against the already 

consolidated biofilm, it is essential that protease inhibitors are on the radar in order to 

propose new solutions against this virulence factor.  

 

Figure 6. Effect of EcTI on the C. albicans biofilm disruption. (A) culture adjusted to 

1.5 × 107 CFU/mL untreated (negative control), (B) culture treated with EcTI at 

200 μg/mL, (C) culture treated with EcTI at 400 μg/mL, (D) culture treated with EcTI at 

800 μg/mL, (E) culture treated with Fluconazole at 500 μg/mL (positive control) (F) 

culture treated with Amphoteric B at 500 μg/mL (positive control). Porcentage are 

expressed as the mean ± standard deviation of experiments performed in triplicates. 
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Symbols indicate significant differences between untreated group with EcTI treatment 

and positive control. In all the cases, p value was < 0.05. 

 Inhibitors of other classes such as those against aspartyl proteases have also been 

intensively tested for their antifungal and antibiofilm effects and although the success in 

the activities presented by Santos et al. (2021) as a decrease in planktonic cell growth, in 

addition to blocking adhesion in epithelial cells together with the negative influence on 

biofilm formation, is still evident the challenge of dismantling a mature biofilm, as the 

EcTI did. Therefore, this trypsin inhibitor isolated from E. contortisiliquum seeds presents 

itself as a potential agent against C. albicans virulence factors. 

Conclusion 

 This study provides the first report about the effects of EcTI against virulence 

factors of microorganisms of great clinical importance. Although it does not show 

bactericidal activity against S. aureus and is not effective in inhibiting the C. albicans 

growth, the tests performed showed the potential of this trypsin inhibitor against the 

invasive mechanisms of S. aureus (biofilm formation, STX and hemolysis action) and C. 

albicans (biofilm formation and biofilm disruption), due to the specific target reached 

such as trypsin protease, key molecule that substantially influences the virulence of these 

strains. In this sense, it emphasizes the importance of also evaluating the effect of EcTI 

in multidrug-resistant strains as well as combining this inhibitor with compounds that 

exhibit known bactericidal and antifungal activity, in order to further observe its 

pharmacodynamic potential and thus propose a therapeutic perspective attempting to 

control severe clinical complications. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 O EcTI não apresenta efeito bactericida; 

 Os importantes mecanismos virulentos de S. aureus ATCC 02 como produção de 

estafiloxantina e capacidade de causar hemólise foram significativamente 

reduzidos na presença desse inibidor de tripsina; 

 O inibidor, apesar de não exercer uma efetiva ação sobre o crescimento de C. 

albicans ATCC 90025, foi um excelente agente antivirulento ao inibir a atividade 

da tripsina, e, portanto, prejudicar a formação de biofilme e provocar a quebra do 

biofilme maduro; 

 O uso de inibidores de tripsina tal como o EcTI propõe uma perspectiva 

terapêutica formidável pela disfunção de fatores de virulência desses 

microrganismos.  
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ANEXO A - NORMAS DE SUBMISSÃO DE MANUSCRITOS PARA A 
REVISTA MICROBIOLOGICAL RESEARCH 
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ANEXO B -NORMAS DE SUBMISSÃO DE MANUSCRITOS PARA A REVISTA 
MICROBIOLOGICAL RESEARCH NATURAL PRODUCT RESEARCH 
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