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RESUMO

Reichert, T. Analogos sintéticos da Cheferina |. interacdo com ions metalicos
divalentes e o seu efeito na internalizacdo celular e nas atividades anticandida e
candidacida. 2018. 126p. Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pdés-Graduacdo em
Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo.

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e a consequente selecdo de
microrganismos multirresistentes consolidam-se como grandes ameacas a saude
global. Neste contexto, a busca por novas drogas antimicrobianas/microbicidas é
fundamental e compostos como os peptideos antimicrobianos (AMPS) tornaram-se
alvos atraentes. Os AMPs sdo compostos quimicos de massa molar média e grande
diversidade estrutural, produzidos por todos os seres vivos e com capacidade de
inibir o crescimento de e/ou matar microrganismos. O AMP Cheferina | (Chef I) foi
isolado das raizes de Capsella bursa-pastoris e é resultado da protedlise de uma
proteina da familia das proteinas ricas em glicina, que em plantas estédo
relacionadas as fungbes de defesa e cicatrizagdo. O nosso grupo de pesquisa foi
pioneiro no desenvolvimento e estudo de analogos truncados amidados deste AMP
atipico rico em glicina (67,9%) e histidina (28,6%), que se mostraram ativos frente as
diferentes cepas de Candida e a S. cerevisiae pela internalizacdo/agcéo celular
acompanhada de manutencdo da integridade da membrana plasmatica; o analogo
amidado (Chef la) e o analogo marcado com 5(6)-carboxifluoresceina/FAM (FAM-
Chef la) tiveram as suas atividades antifiingicas potencializadas por fons Zn*. Este
trabalho deu continuidade ao estudo do efeito dos fons metalicos divalentes Zn?*,
Cu?*, Ca** e Mg?* nas atividades anticandida/fungistatica e candidacida/fungicida a
diferentes pHs e forcas ibnicas, estruturas e localizacdes intracelulares destes
anélogos. Os resultados na auséncia de ions em pH 5,1 revelaram maior atividade
do analogo fluorescente em relacdo a do nédo fluorescente. Neste mesmo pH, as
atividades anticandida e candidacida de Chef la foram influenciadas negativamente
pelos fons Ca** e Mg?" (2-4 vezes) enquanto que, na presenca de fons Zn?* as
atividades anticandida de ambos os anélogos foram aumentadas (Chef la: 8-64
vezes; FAM-Chef la: 4-32 vezes). Os ions Cu** aumentaram a atividade anticandida
de Chef la (2-4 vezes), mas ndo a do analogo fluorescente, mas as atividades
candidacidas de ambos foram melhoradas (Chef la: 2-8 vezes; FAM-Chef la: 2
vezes). Em pH 5,1, os fons Zn** mantiveram a atividade anticandida de Chef la em
alta forca ibnica, mas s6 FAM-Chef la exibiu atividade candidacida. Em pH 7,4
ambos andlogos foram inativos em baixa e alta for¢as ibnicas na auséncia e
presenca de Zn** ou Cu®". As maiores porcentagens de folhas-B-antiparalelas e
dobras foram observadas no espectro de DC de Chef la em pH 7,4, sendo que
aqueles registrados em pH 5,1 e 7,4 em presenca de ions Zn? e Cu?* indicaram a
formacdo de quelatos estruturalmente distintos. Ambos o0s peptideos sé&o
bioquelantes em potencial, sendo as propor¢cdes peptideo: ion obtidas as seguintes:
FAM-Chef la = 1:2 para Cu®*, 1:10 para Zn*"; Chef la = 1:1 para Cu®*". A analise da
internalizacao celular de FAM-Chef la permitiu a suposicado de dois mecanismos de
internalizacdo (translocacao direta e endocitose), sendo que nas células vivas a
presenca de Zn®** afetou negativamente a translocacdo direta (p 0,0343) e
potencializou a endocitose (p 0,0002).

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos, acao fungicida, bioquelantes de metal,
"Cell Penetrating Peptide”, motivo GGH.



ABSTRACT

Reichert, T. Synthetic analogues of Shepherin I. interaction with metal divalent ions
and their effect on cellular internalization and on anticandidal/candidacidal activities.
2018. 126p. Master Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

The development of antimicrobial resistance and the consequent selection of
multiresistant microorganisms have become major threats to global health. In this
context, the search for new antimicrobial/microbicidal drugs is crucial and the
antimicrobial peptides (AMPs) have been seen as attractive targets. AMPs are
chemical compounds of medium molecular mass and high structural diversity
produced by all living beings, capable of inhibiting the growth of microorganisms and
killing them. The AMP Shepherin | (Shep 1) was isolated from the roots of Capsella
bursa-pastoris, being a bioactive peptide encrypted in a glycine-rich protein from a
family that in plants are strictly related to defense and healing functions. Our
research group has pioneered the development and study of amidated truncated
analogues of this atypical glycine- (67.9%) and histidine-rich (28.6%) AMP, which
has shown activity against different strains of Candida and S. cerevisiae through
cellular internalization with maintenance of the plasma membrane integrity. The
amide analogue (Chef la) and its fluorescent analog labeled with 5 (6) -
carboxyfluorescein / FAM (FAM-Chef la) had their antifungal activities potentiated by
Zn?** ions, so the present work continued examining the effect of the divalent metallic
ions zn*, Cu®**, Ca*® and Mg* on the anticandidal/fungistatic and
candidacidal/fungicide activities at different pHs and ionic forces, structures and
intracellular locations of these analogues. The results in the absence of those ions at
pH 5.1 revealed that the fluorescently labelled analog was more potent than the non-
fluorescent. At the same pH, Shep la anticandidal and candidacidal activities were
negatively influenced by Ca?* and Mg** ions (2-4 fold), whereas in the presence of
Zn“" ions the anticandidal activities of both analogues were increased (Shep la: 8-64
fold, FAM- Shep la: 4-32 fold). Cu® ions increased Shep la anticandidal activity (2-4
fold) but not that of FAM-Shep la, nevertheless, the candidacidal activities of both
analogues were increased (Shep la: 2-8 fold, FAM-Shep la: 2 fold). Also at pH 5.1,
the Zn?* ions helped retaining the anticandidal activity of Shep la at high ionic
strength, although only FAM-Shep la exhibited candidacidal activity. At pH 7.4 both
analogues were inactive at low and high ionic strengths in the absence or presence
of Zn** or Cu®". The highest percentages of antiparallel B-sheet and turns were
observed in Shep la CD spectrum at pH 7.4, while those recorded at pH 5.1 and 7.4
in the presence of Zn** or Cu®" ions indicated the formation of structurally different
chelates. Both peptides are potential biochelates, with the following peptide:ion
ratios: FAM-Shep la = 1: 2 for Cu?*, 1:10 for Zn**; Shep la = 1: 1 for Cu®*. The
analysis of the cellular internalization of FAM-Chef la allowed the assumption of two
mechanisms of internalization (direct translocation and endocytosis) and in the living
cells the presence of Zn*" negatively affected the direct translocation (p 0.0343) and
potentiated endocytosis (p 0.0002).

Key words: antimicrobial peptides, fungicidal action, metal biochelators, "Cell
Penetrating Peptide", GGH motif.
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1. Introducéo
1.1. Infecg¢des fungicas

A descoberta de drogas antibidticas possibilitou o combate as epidemias
bacterianas, levando a uma reducdo significativa das taxas de mortalidade
(PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).
Entretanto, infecgcbes causadas por fungos patogénicos ndo diminuiram e se
tornaram cada vez mais frequentes, sendo Candida, Aspergillus e Cryptococcus
seus principais géneros causadores (PFALLER; DIEKEMA, 2007).

De uma maneira geral, os agentes infecciosos podem ser “primarios” ou
‘oportunistas”, sendo que no primeiro caso 0S microrganismos sdo capazes de
infectar pessoas saudaveis e no segundo, eles rompem a relacdo de comensalismo
com o hospedeiro para infectar individuos, que majoritariamente possuem
imunodeficiéncia (p.ex. céncer, diabetes, AIDS, transplante de 0rgdos e outros
procedimentos cirargicos invasivos) (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012;
KABIR; AHMAD, 2013). A Tabela 1 relaciona algumas infec¢des fangicas, sua

localizacdo, tipos de patdgenos, géneros mais frequentes e taxas de incidéncia.

Tabela 1. Caracteristicas gerais das principais infec¢des fungicas. Adaptado de VANDEPUTTE;
FERRARI; COSTE, 2012.

Taxa estimada de

Tipo Géneros mais

Localizagao atéeeno Orgio frequentes incidéncia
patos 9 (casos/ano)
- Mal 1
Superficial Primario Pele e cabelo .a essezld 140.000.000
Trichophyton
A S Epidermophyton
Cutanea Primario Pele e unhas . 1.500.000.000
Microsporum
Vagina Candida 75.000.000
Mucosa Oportunista Trato digestivo Aspergillus 9.500.000
Trato urindrio e olhos Fusarium 1.000.000
Qualquer 6rgao Candida 300.000
Sistémica Oportunista (pulm3o, cérebro, corrente Aspergillus 350.000

sanguinea, etc.) Cryptococcus 1.000.000




14

O combate aos fungos patogénicos é limitado as trés classes principais de
antifangicos (azois, equinocandinas e polienos; Tabela 2), que apresentam
alvos/acoes especificas (Figura 1) envolvendo a estabilidade ou sintese da parede

celular ou membrana plasmatica (PERLIN, 2007).

Tabela 2. Tipos de agentes antifingicos seus modos de acdo/alvos intracelulares e nome dos
compostos (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).

Agente antifiingico Modo de agdo e alvo celular Compostos
I , - Cetoconazol
.. Inibicdo da sintese de ergosterol, ligagdo
Azdis . . . Fluconazol
a enzima lanosterol 140-desmetilase .
Miconazol

Anidulafungina

Inibica i lul
nibicdo da sintese da parede celular, Caspofungina

Equinocandinas ligagdo a enzima B(1-3) glicano-sintase

Micafungina
- Anfotericina B
. Formacgdo de poros na membrana .
Polienos lasmatica, ligagao a ergosterol Natamicina
P » 1Bag g Nistatina
RESERVAS
NUTRITIVAS MITOCONDRIA
| cITosoL
| MEMBRANA
PLASMATICA
Ergosterol Ergosterol toxico
s A .
i ofeme et | €

S i s

— ¢ |
B Quitioa 5 1-6 ghcanos W
bt d bagaad Ergosterol ) O T
U || 79 e bl , T e
S S By P
A AN R ¢
2 3 > 4

Figura 1. Célula fungica e suas organelas indicando os alvos dos antifungicos. Adaptado de COWEN,;
STEINBACH, 2008.
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Além de estas infecgbes apresentarem profundo impacto a saude humana
global, elas também afetam a seguranca alimentar e biodiversidade, levando a perda
anual de aproximadamente 125 milhfes de toneladas de arroz, trigo, milho, batata
ou soja (FISHER et al., 2013). Neste contexto, também podemos incluir as infec¢des
fungicas invasivas (IFl-infeccdes disseminadas na corrente sanguinea), que além de
apresentarem dificil diagnostico, sdo caracterizadas por elevadas taxas de

mortalidade (Tabela 3).

Tabela 3. Algumas IFls, géneros mais frequentes e taxas de mortalidade. Adaptado de BROWN et al.,
2012; ANTINORI; CORBELLINO; PARRAVICINI, 2018.

Taxa de mortalidade

Género mais frequente (%)

Aspergilose Aspergillus fumigatus 46 - 97
Candidemia Candida albicans 40 - 65
Criptococose Cryptococcus neoformans 20-70
Pneumocistose Pneumocystis jirovecii 20-80
Mucormicose Rhizopus oryzae 30-90

As IFls apresentaram custo anual estimado em mais de 46 mil délares nos
EUA em 2016 (STROLLO et al., 2016) e de 51 mil euros na Europa (DRGONA et al.,
2014). Ja o gasto anual com agentes antifingicos para o Sistema Unico de Salde
(SUS) do Brasil totalizou mais de 56 mil reais segundo estudo realizado em um
hospital universitario nos primeiros trimestres dos anos de 2014 a 2016 (SILVA et
al., 2018).

Entretanto, diversos fungos patogénicos apresentam resisténcia aos
antifangicos comercias através de mecanismos especificos de resisténcia, que
podem envolver uma resisténcia primaria ou adquirida (ODDS, 1993; SANGLARD,
2002; PATEL; ZARO; SHEN, 2007; PERLIN, 2007; WHO, 2014; HOFS;
MOGAVERO; HUBE, 2016; REVIE et al.,, 2018). Na resisténcia adquirida ha a

expressao de gendtipos selecionados, isto é 0s genes responsaveis pela resisténcia
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sdo selecionados ao longo do tempo, através da selecdo natural, e passam a ser
expressos em todas as geracdes seguintes deste patégeno, que além de resistente
representa uma preocupacdo a saude global (SANGLARD, 2002; SOBEL; AKINS,
2017).

De uma forma geral, alguns mecanismos de resisténcia envolvem a anulagao
dos efeitos da droga antimicrobiana na célula, tais como alteracdes
estruturais/quimicas no alvo ou metabdlicas, através da diminuicdo da toxicidade do
farmaco. Outras estratégias podem envolver uma maior expressao de
transportadores membranares, a fim de ejetar o farmaco para fora da célula e/ou
ativacdo de cascatas de transducao de sinal, que aumentam/melhoram a resposta
do patégeno frente a droga antimicrobiana (PERLIN, 2007; COWEN; STEINBACH,
2008; REVIE et al., 2018).

Neste contexto, o aparecimento de espécies com alto grau de resisténcia,
como 0s microrganismos “multidrug resistant”, representam uma grande ameaca a
saude global e a prevaléncia destes patdgenos ocasionara 10 milhdes de
mortes/ano até o ano de 2050, sendo 4,73 milhes destes provenientes da Asia e
4,15 milhdes da Africa (Figura 2) (O'NEILL, 2014, 2016; DA CUNHA et al., 2017).

Um exemplo recente € o surgimento da Candida auris, uma levedura
multirresistente ligada as IFls, que além de elevadas taxas de mortalidade,
apresenta cepas com resisténcia a todas as classes de antifungicos comerciais
(LOCKHART et al., 2017; UPPULURI; KHAN; EDWARDS, 2017; KORDALEWSKA et
al., 2018; REVIE et al., 2018). Em margo de 2017, através de um comunicado de
risco, a ANVISA informou os surtos e enfatizou o perigo e a importancia na

identificacdo e combate deste patégeno (BRASIL. ANVISA., 2017).
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Figura 2. Escala global de mortes atribuidas a resisténcia antimicrobiana (AMR) em 2050. Retirado
de: O’NEILL, 2014.

1.1.1. A problemética do género Candida

O género Candida se apresenta predominantemente sob a forma
leveduriforme (leveduras unicelulares de 4 a 6 um; Figura 1), se reproduz por
brotamento de forma assexuada, sendo, atualmente, conhecidas 150 espécies deste
género (CHAFFIN et al., 1998; PINHATI, 2015). Estes microrganismos sdo comuns
na microbiota humana, sendo encontrados no tubo gastrointestinal em 20% a 80%
da populacdo adulta saudavel e sobrevivem através de uma relacdo de
comensalismo, onde um dos envolvidos, comensal ou hospedeiro, se beneficia sem
afetar positiva ou negativamente o outro (PAPPAS, 2006).

Desta forma, as leveduras do género Candida sdo predominantemente
comensais e se tornam patogénicas oportunistas através de alteragbes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro e/ou comprometimento de barreiras
anatdbmicas e/ou procedimentos cirurgicos invasivos, originando uma infecgdo por
Candida ou candidiase (COLOMBO; GUIMARAES, 2007). Os trés tipos mais
frequentes de candidiase incluem a esofagiana, vulvovaginal e invasiva/candidemia

(IFls). Elas acometem diferentes tipos de pacientes e, na sua maioria, envolvem
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predominantemente a C. albicans (SOBEL; AKINS, 2017). Entretanto, nos ultimos
anos, esta Ultima vem sendo ocasionada por espécies nado-albicans (Tabela 4)

(UPPULURI; KHAN; EDWARDS, 2017).

Tabela 4. Tipos de candidiase seus grupos alvos e os patdgenos relacionados. (SOBEL; AKINS, 2017)

Candidiase Grupo alvo Agente
Esofagiana Imunodeficientes Candida albicans
Vulvovaginal Imunocompetentes C. albicans

C. albicans; C. glabrata;
Invasiva/candidemia Ambos

C. parapsilosis; C. tropicalis

As taxas de incidéncia de candidemia variam conforme a regido geogréfica,
clima e centro médico avaliado. O Brasil se destaca pela elevada taxa de incidéncia
desta infeccéo (0,33-5,3 casos em 1.000) (COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et
al., 2008) em relacdo as demais areas geograficas, sendo que dentre as regides
apresentadas a Europa apresenta uma menor taxa de incidéncia, de 0,22-1,87

casos em 1000 (Figura 3) (HEIMANN et al., 2014; YAPAR, 2014).

o

2 Minima

2 Maxima

Casos em 1000

w

1,87 1,95

02 0,33 033
0 !
0 ! [ . =l | =]
EUA Europa Amdrica Latina Brasil

Figura 3. Taxas de incidéncia (casos em 1.000) de candidemia na América latina (COLOMBO et al.,
2006), Europa (YAPAR, 2014), Estados Unidos da América (EUA) (PFALLER; DIEKEMA, 2007) e Brasil
(COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et al., 2008) com seus valores minimos e maximos.

E importante ressaltar, que os dados nacionais e populacionais sdo baseados

em hospitais isolados e as discrepancias entre incidéncia e epidemiologia ressaltam

a necessidade de uma vigilancia continua a fim de monitorar as tendéncias de
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incidéncia, distribuicdo de espécies e perfil de suscetibilidade as drogas antifungicas
(COLOMBO et al., 2006; YAPAR, 2014).

Globalmente os casos de candidemia acarretam no aumento do periodo de
internacdo hospitalar do paciente e resultam em maiores gastos para os cofres
publicos. Em nosso pais, a candidemia apresenta taxas de mortalidade proximas de
50%, sendo que a grande maioria envolve C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. krusei (WHITEWAY; BACHEWICH, 2007; PINHATI, 2015). Desta
forma, a importancia médica/social e o estudo para o combate destes patégenos é
fundamental e deve ser estimulada. Mais ainda, diversos estudos evidenciam a
predominéncia de C. parapsilosis em seus isolados (COLOMBO et al., 2006; DA
MATTA et al., 2007; WILLE et al., 2013; PINHATI et al., 2016; CANELA et al., 2018),
sendo identificada como a segunda espécie mais comum de isolados da Asia e
América do Sul (COLOMBO et al., 2006; MEDRANO et al., 2006; DA MATTA et al.,

2007; HINRICHSEN et al., 2008; PFALLER et al., 2010; MORII et al., 2014).

1.2. Peptideos Antimicrobianos (AMPS)

Neste cenario, o desenvolvimento de novas drogas terapéuticas vem sendo
encorajado e os peptideos antimicrobianos (AMPs) emergem como uma alternativa
interessante (LI et al., 2012; DUTTA; DAS, 2016). Os AMPs sdo compostos quimicos
produzidos por todos os seres vivos que contém de 2 a 50 residuos de aminoéacidos
e tem a capacidade de inibir o crescimento e/ou matar diversos microrganismos
(bactérias, leveduras, virus e parasitas) (NAKATSUJI; GALLO, 2012). Segundo o

Antimicrobial Peptide Database <http://aps.unmc.edu/AP/main.php> existem 2.927

AMPs catalogados até o dia 23 de setembro de 2018, sendo 336 produzidos por


http://aps.unmc.edu/AP/main.php
http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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bactérias, 4 por arqueas, 8 por protistas, 16 por fungos, 343 por plantas e 2.220 por
animais.

Os AMPs apresentam grande diversidade estrutural (Figura 4) e podem ser
classificados em diversas categorias, como por exemplo, com base em suas
estruturas secundarias (folha B, a-hélice, estendida/ randémica ou loop), com base
em seus alvos bioldgicos (antiviral, antibacteriano, antifGngico ou antiparasitario),
com base em seus mecanismos de acdo (AMPs ativos em membrana ou com alvos
intracelulares) e, por fim, com base na presenca de certos residuos de aminoacidos
(ricos em prolina, histidina, glicina, etc.) ou em suas cargas liquidas (AMPs neutros,
aniébnicos ou cationicos) (BROGDEN, 2005; BAHAR; REN, 2013; BECHINGER;

GORR, 2017; SUN et al., 2017).

LAl - | 8] €] 0] E]
3 ) -
\) \ ’f I,‘ > I
/ ) ) &
U\ VA% G &\ W
2 \
) \/\_) ( S
A

u-defensina 1 Histatina 5 Indolicidina Gomesina Hba0-61a Hba8-61a

Figura 4. Estruturas secundarias dos AMPs e exemplos. (A) folha-B pregueada (GANZ, 2003); (B) a-
hélice (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006); (C) estendida (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006); (D) B-
hairpin (MANDARD et al., 2002); (E) composta (B-hairpin e a-hélice)(MACHADO et al., 2007).

A acdo antimicrobiana destes compostos é resultado da atividade direta na
parede celular/membrana plasmatica e/ou em alvos intracelulares (p.ex. sintese de
biopolimeros envolvidos em funcfes intracelulares vitais). Sdo descritos diversos
mecanismos de a¢les para os AMPs (Figura 5), sendo que para aqueles com acao
direta em parede celular/membrana plasmatica, sdo aceitos trés principais modelos
de acéo: poro toroidal, ripas de barril e carpete, sendo que nos dois primeiros
modelos ha a necessidade de formacdo de poros (HANCOCK; DIAMOND, 2000;

BECHINGER; GORR, 2017).



21

A maioria dos AMPs catidnicos exibe um equilibrio entre os residuos de

aminoacidos basicos (polares) e os hidrofobicos (apolares), que possibilitam a

formacdo de uma estrutura anfipatica (Figura 5), sendo que o ponto crucial para

estes AMPs é a interacdo eletrostatica entre o peptideo e os constituintes da

membrana plasmatica carregados negativamente (fosfolipidios) (PARN; ERISTE;

LANGEL, 2015). No modelo poro toroidal os peptideos se inserem verticalmente a
membrana causando a desorganizacéo lipidica (Figura 5).

No modelo “ripas de barril” o peptideo forma um poro transmembranar tipo

barril através da disposicdo de suas regides hidrofébicas orientadas para o ndcleo

lipidico da bicamada, isto €, o peptideo se insere na membrana de forma a nado
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Figura 5. Representacdo esquematica de alguns dos modelos de agdo aceitos para os AMPs. Retirado
de: NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011.



22

promover a desorganizacéo lipidica, como é o caso do modelo poro toroidal (Figura
5). O AMP alameticina € o unico peptideo descrito com tal modelo de acdo (HANEY;
MANSOUR; HANCOCK, 2017).

Ja no modelo carpete os AMPs se dispdem paralelamente a membrana
plasmatica até formarem um agregado com alta densidade (carpete) (Figura 5). Em
uma concentracao criticamente alta de AMP, a estrutura da bicamada é perdida (por
efeitos eletrostaticos ou detergentes/ detergent-like), levando a formacdo de
fragmentos da membrana ou micelas.

Nos trés modelos aceitos o AMP leva a morte por extravasamento do
conteudo citoplasmatico e/ou de ions como cloro, potassio e sédio e/ou ocasionando
desequilibrio osmético celular (LI et al., 2017). Entretanto, alguns AMPs sdo capazes
de penetrar a célula sem causar danos a membrana plasmética (Cell-Penetrating
Peptides — CPPs). Para eles séo aceitos dois mecanismos de acao celular (Figura
6): modo independente de energia (formacdo de poros transientes/temporarios,
micelas invertidas e translocacdo) e modo dependente de energia (macropinocitose

e endocitose) (GUIDOTTI; BRAMBILLA; ROSSI, 2017).

Dependente de energia Independente de energia
e temperatura e temperatura

Figura 6. Representacdo esquematica de dos modos de acdo dependente (esqg.) ou independente
(dir.) de energia e temperatura descritos para os CPPs. Adaptado de: GUIDOTTI; BRAMBILLA; ROSSI,
2017.
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Os CPPs apresentam grande interesse terapéutico devido a sua capacidade
de carregar diversos cargos. A diversidade de cargos vai desde proteinas
(WHEELER; DUNSMORE; WONG, 2003; GROS et al., 2006; DESHAYES et al.,
2008; LEHTO et al., 2017), peptideos (SIMOES et al., 1998; GUPTA; LEVCHENKO;
TORCHILIN, 2005; TURNER et al.,, 2005; SHIRAISHI; BENDIFALLAH; NIELSEN,
2006), oligonucleotideos antisense (JARVER; MAGER; LANGEL, 2010; TRABULO
et al., 2010; KANG et al., 2017), lipossomos (TSENG; LIU; HONG, 2002; HYNDMAN
et al., 2004; ZHANG et al., 2006), nanoparticulas (GUPTA; LEVCHENKO;
TORCHILIN, 2005; EL-SAYED et al., 2008; TORCHILIN, 2008), siRNAs
(MURATOVSKA; ECCLES, 2004; TURNER et al., 2007; MEADE; DOWDY, 2008;
EGUCHI; DOWDY, 2009; ENDOH; OHTSUKI, 2009) a plasmideos (MORRIS et al.,
1999; MARTIN; RICE, 2007; VELDHOEN; LAUFER; RESTLE, 2008).

Diversos CPPs possuem alvos intracelulares, podemos citar, dentre eles, a a-
defensina 1 humana (HNP-1), histatinas e indolicidina (Figura 4). Estes trés CPPs
sdo parte do sistema imune inato, sendo isolados de neutréfilos humanos (HNP-1)
ou bovinos (indolicidina) ou saliva humana (histatinas) (GERA; LICHTENSTEIN,
1991). A HNP-1 induz a quebra da fita dupla de DNA, bloqueando a sintese de
macromoléculas e induzindo a apoptose celular (ZHANG; WANG; XU, 2016). Dentre
as histatinas, a histatina 5 (Hst 5) é o peptideo com maior atividade frente a C.
albicans (MELINO et al., 1999). Este AMP atua na mitocondria e induz a morte por
estresse oxidativo (JANG et al., 2010; HAN et al., 2016), sendo que também inibe a
atividade da protease da bactéria Clostridium histolytium, responsavel pela
periodontite (NISHIKATA et al.,, 1991). Ja a indolicidina, além de interagir com o

complexo Ca®*-Calmodulina, também inibe a sintese proteinas em células de E. Coli
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através do bloqueio da sintese de mMRNA, levando a morte celular
(SUBBALAKSHMI; SITARAN, 1998; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006).

Estes exemplos de acdes intracelulares podem ser interessantes para a
construcdo de conjugados com acdes e alvos especificos (OKUDA-SHINAGAWA et
al., 2017). A Tabela 5 traz uma relacdo de alguns AMPs e CPPs mais estudados,

bem como suas propriedades e modelos de acéo.

1.2.1. AMPs ricos em glicina e histidina

Os AMPs ricos em glicina sdo abundantes na natureza e produzidos por
vegetais e animais (SACHETTO-MARTINS; FRANCO; DE OLIVEIRA, 2000;
VERDON et al., 2016), mas muito pouco estudados. Suas sequéncias de
aminoacidos sdo frequentemente encontradas no interior das proteinas ricas em
glicina (GRP) em dominios com repeticbes especificas de glicina (MANGEON,;
JUNQUEIRA; SACHETTO-MARTINS, 2010). Em plantas a expressdo de GRPs esta
associada a mecanismos de defesa (NAWROT et al., 2014) e a fatores abidticos e
bioticos, tais como: luz, frio, excesso de sais, agua e infecgbes (KELLER; SAUER;
LAMB, 1988; PARK et al., 2000; RINGLI; KELLER; RYSER, 2001; MOUSAVI;
HOTTA, 2005).

Ja os AMPs ricos em histidina sao de grande interesse cientifico devido a sua
acdo antimicrobiana dependente de pH e capacidade de transportar acidos
nucléicos, plasmideos e siRNA para dentro de células (XU et al., 2016; MOULAY et
al., 2017). O conhecimento da influéncia dos ions metalicos divalentes na atividade
destes AMPs (MELINO et al., 1999) tem aumentado o interesse por compreender e

aprimorar de forma positiva as influéncias causadas por fons como: Ca**, Co**, Cu®,



Tabela 5. Relagdo de alguns AMPs e CPPs com suas sequéncias primarias, numeros de residuos, modelo de acdo aceito e fonte isolada.
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Peptideos

Sequéncia primaria

Ne de

residuos

Estrutura
secundaria

Modelo de agao

Organismo/local de
origem

Referéncias

Perturbacdo de membrana plasmatica (AMPs)

Alameticina

AcUPUAUAQUVUGLUPVUUEQX
(U:dacido a-aminoisobutirico; X:L-fenilalaninol)

21

0-hélice

Ripas de barril
Poro toroidal

Trichoderma viride

LAVER, 1994; ZHANG; ZHAO;
ZHENG, 2014

o-defensina
(HNP1)

AC,YC,RIPAC;IAGERRYGTC,IYQGRLWAFC,C,

30

Folha-B pregueada

Poro toroidal

Neutrdfilos humanos

ZHANG; ZHAO; ZHENG, 2014

Gomesina

ZC,RRLC,YKQRC,VTYC,RGR
(Z: dcido L-piroglutdmico)

18

B-hairpin

Poro toroidal

Acanthoscurria gomesiana

SILVA; DAFFRE; BULET,
2000; MACHADO et al.,
2012; ZHANG; ZHAO;
ZHENG, 2014

H b40-61a e48-61a

KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH; e
LSHGSAQVKGHGAK-NH,

22e 14

Composta (a-hélice
e B-hairpin)

Carpete/acdo
detergente

Fragmento de hemoglobina
carrapato bovino
(Boophilus microplus)

MACHADO et al., 2007

Magainina-2

GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

23

d-hélice

Poro toroidal

Xenopus laevis

ZHANG; ZHAO; ZHENG, 2014

Melitina

GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH,

26

0-hélice

Poro toroidal

Apis mellifera

YANG et al., 2001

Protegrina-1

RGGRLC,YC,RRRFC,VC,VGR-NH,

18

B-hairpin

Poro toroidal

Leucdcitos suinos

QU; HARWIG; SHAFER, 1997
ZHANG; ZHAO; ZHENG, 2014

Penetragao celular (CPPs)

Histatina 5 (Hst5)

DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

24

0-hélice

Endocitose
Translocagdo

Saliva humana

MELINO et al., 1999; JANG
etal., 2010

Indiolicidina

ILPWKWPWWPWRR-NH,

13

Estendida

Poro transiente
Translocagdo

Neutrdfilos bovinos

FALLA; KARUNARATNE;
HANCOCK, 1996;
ROKITSKAYA et al., 2011

Lactoferricina

KCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDS

25

Composta (a-hélice
e folha-B pregueada)

Poro transiente

Leite e secregGes exdcrinas

SINHA et al., 2013;
MAHLAPUU et al., 2016

LL-37

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES

37

o-hélice

Poro transiente

Neutréfilos humanos

WANG et al., 2015;
SHAHMIRI et al., 2016

Penetratina

RQIKIWFQNRRMKWKKK

17

Folha-B pregueada

Endocitose
Translocagdo

Fragmento proteina
Drosophila

EIRIKSDOTTIR et al., 2010

TAT48-57 e 48-60

GRKKRRQRRR e GRKKRRQRRRPPQ

10e 13

Estendida

Endocitose
Translocagdo

Fragmento proteina virus
HIV

HENRIQUES; MELO;
CASTANHO, 2006; TER-
AVETISYAN et al., 2009;

EIRIKSDOTTIR et al., 2010;

MADANI et al., 2011
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Mg**, Ni* e Zn** (DESCHAMPS et al., 2005; KACPRZYK et al., 2007; PURI et al.,
2015; PRIEBATSCH et al., 2017). Sugere-se que a ligacéo destes ions confira maior
carga positiva aos AMPs, que passam a interagir mais eficientemente com as
membranas carregadas negativamente dos microrganismos (dada presenca dos
fosfolipidios), potencializando suas acfes, como € o caso do peptideo catibnico Hst
5, que tem sua acdo potencializada ao coordenar com fons Cu®*, Zn*" e até Fe*
(MELINO et al., 1999; RYDENGARD; ANDERSSON NORDAHL; SCHMIDTCHEN,
2006; PURI; EDGERTON, 2014; WANG, 2014). Também é proposto que estes
AMPs sejam regulados in vivo pela ligacdo aos ions e pH do meio. Outra possivel
explicacdo € a mudanca conformacional gerada no AMP pela coordenacdo com o
ion (BOBEK; SITU, 2003; WEI; CAMPAGNA; BOBEK, 2007; PURI et al., 2015).

A Tabela 6 mostra uma relacdo dos peptideos ricos em glicina, histidina e
agueles ricos em ambos. As cheferinas | e Il sdo os AMPs com maior porcentagem

de Gly/His chegando a quase 68% e 29%, respectivamente.

1.2.2. Cheferinal

A Cheferina | (Chef I) contém 28 residuos de aminoacidos (Figura 7), sendo
eles 1 tirosina, 19 glicinas e 8 histidinas e parte deles organizada em 6 repeticdes da
sequéncia Gly-Gly-His (GGH).

A Chef | foi isolada das raizes da planta Capsella bursa-pastoris da familia
Brassicaceae e € o resultado, assim como a Cheferina Il, da protedlise do
polipeptideo shep-GRP. Park e colaboradores (2000) descreveram sua atividade
frente as bactérias gram-negativas (Escherichia coli ATCC 27325 e Pseudomonas
putida ATCC 17426), leveduras (Candida albicans ATCC 10231 e Saccharomyces
cerevisiae ATCC 44774), bactérias gram-positivas e fungos miceliais (PARK et al.,

2000). Espectros de dicroismo circular (DC) das cheferinas | e Il revelaram
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Tabela 6. Relagdo de AMPs peptideos ricos em glicina, histidina e ricos em ambos, suas sequéncias peptidicas e porcentagens de Gly e/ou His. [1](LORENZINI
et al., 2003; REMUZGO, 2009) [2] (SPERSTAD et al., 2009) [3] (ZENG, 2013) [4] (RAHMAN et al., 2017) [5] (IIJIMA; KURATA; NATORI, 1993) [6](HERBINIERE et
al., 2005) [7] (PARK et al., 2000) [8] (BURE et al., 2009) [9] (SCHMIDT et al., 2014) [10] (LEE et al., 1995) [11] (LEE et al., 1996) [12] (LEE; CHO; LEHRER, 1997)
[13] (HELMERHORST et al., 1997) [14] (KICHLER; MASON; BECHINGER, 2006) [15] (SITU et al., 2003) [16](HAYDEN et al., 2015) [17] (BROWNE et al., 2011).

AMPs Sequéncia primdria Ref.
AMPs ricos em Glicina Gly (%)
Acantoscurrina DVYKGGGGGRYGGGRYGGGGGYGGGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGGLGGGGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGGLGGGGLGGGGLGGGGLGG
(Acanto 1) GKGLGGGGLGGGGLGGGRGGGYGGGGGYGGGYGGGYGGGKYK™ 72,3 1
Hyastatina ESFLKSKTGYQGVQTLPGFIGGSQPHLGGGIGGGRPFISQPNLGGGIGGGI*'-NH, 33,3 2
Procamabarina HRPYGGSKGGIGGGHGGGSGGFGGGGGFGGGGLGGGKPIGIGGGGGFGGGSGFGGGVGLKPNVGGGGGFGGGGGGFGGGIGLKPNVGGGGGF 574 3
GGGIGLKPNVGGGGGFGGGGGGFGGGGGGFGGGFGGGKLIGGGIGWRRWWLCRKQRLRKVNHL
YD1 APKGVQGPNG™ 30 4
AMPs ricos em Glicina e Histidina G/H(%)
AFP QHGHGGQDQHGYGHGQQAVYGKGHEGHGVNNLGQDGHGQHGYAHGHSDQHGHGGQHGQHDGYKNRGY®’ 31,3/209 5
ArmadilidinaH  GHLGRPYIGGGGGFNRGGGFHRGGGFHRGGGFHSGGGFHRGGGFHSGGSFGYR™ 47,2/11,3 6
Cheferina | GYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG™® 67,9/286 7
Cheferinall  GYHGGHGGHGGGYNGGGGHGGHGGGYNGGGHHGGGGHG™ 65,8/21,1 7
H5WYG GLFHAIAHFIHGGWHGLIHGWYG* 26/21,7 3
Hiss-bys GHGGGHGGGHGGGHGGSASAAAHAAAG” 48,1/18,5 9
Holotricina3  YGPGDGHGGGHGGGHGGGHGNGQGGGHGHGPGGGFGGGHGGGHGGGGRGGGGSGGGGSPGHGAGGGYPGGHGGGHHGGYQTHGY™ 63,1/155 10
Tenecina 3 DHHDGHLGGHQTGHQGGQQGGHLGGQQGGHLGGHQGGAPGGHLGGHQGGIGGTGGQQHGQHGPGTGAGHQGGYKTHGH 43,6/19,2 11
AMPs ricos em Histidina His (%)
ClavaninaA  VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF>-NH, 10 12
Hst 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY>* 29,2 13
LAH4 KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA®® 15,4 14
MuC7 LAHQKPFIRKSYKCLHKRCR? 10 15
Piscidina 1 FFHHIFRGIVHVGKTIHRLVTG?*-NH, 18,2 16
Piscidina 3 FIHHIFRGIVHAGRSIGRFLTG**-NH, 13,6 16
Gaduscidinal  FIHHIIGWISHGVRAIHRAIH®*-NH, 23,8 17
Gaduscidina2  FLHHIVGLIHHGLSLFGDR™-NH, 21 17
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Figura 7. Sequéncia de aminoacidos da Cheferina I, estando os residuos de histidina em vermelho e as repetigdes do motivo GGH em azul.
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estruturas em folhas 3 com 33% e 25%, respectivamente (PARK et al., 2000).

Neste cenario, interessados nesta classe singular de AMPs, nosso grupo de
pesquisa realizou estudos direcionados ao conhecimento das propriedades e
relacdo estrutura-atividade da Chef | (REMUZGO, 2008; REMUZGO et al., 2009;
REMUZGO et al., 2014) desenvolvendo analogos sintéticos N- e C- truncados e/ou
amidados. Os resultados encontrados corroboraram a atividade frente as bactérias
gram-positivas e leveduras, mas nao frente as bactérias gram-negativas, sendo que
os espectros de DC demonstraram que na presenca de 60% trifluoroetanol em
fosfato-borato-citrato 10 mmol.L™®, a Chef | amidada exibe conformacdo em folha-f
pregueada e dobra-g (REMUZGO et al., 2014).

No nosso laboratdrio, o analogo amidado da Cheferina | (Chef la) foi ativo
contra Candida albicans MDM8, ATCC90028, e C. albicans HU168, resistente a
fluconazol. Esse analogo também exibiu maior resisténcia as variacbes da forca
ibnica do meio, baixa atividade hemolitica e maior (2 a 8 vezes) atividade
anticandida na presenca de 10 pmol.L™ de ZnCl,. Os resultados obtidos em testes
usando as sondas fluorescentes SYTO 9 e iodeto de propideo e o analogo marcado
com o fluorescente carboxifluoresceina (FAM-Chef la) sugeriram que o analogo Chef
la ndo permeabilizava a membrana celular da levedura Candida albicans MDM8 e
que seu mecanismo de ac¢do mais provavel seria a penetracdo celular dependente
de temperatura/energia, como a endocitose (REMUZGO, 2008; REMUZGO et al.,
2014).

Deste modo, levantamos a hipotese de que a Chef I, apresente suas
atividades anticandida e candidacida aumentadas na presenca de outros ions

divalentes. Portanto, uma vez que a estrutura e demais propriedades da Chef | ainda
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sdo pouco estudadas, o seu estudo é de grande interesse cientifico e vem sendo

continuado.

1.2.3. Determinacéo in vitro e in vivo dos modos de acédo de AMPs e/ou CPPs

A determinagdo experimental in vitro dos modos de agdo de AMPs varia
conforme o peptideo, seu alvo (membrana e/ou alvo intracelular) e a célula estudada
(procaridtica ou eucariotica), uma vez que a composicao dos constituintes de parede
celular ou membranares de bactérias/procariotos difere fortemente da composicéo
membranar observada em células eucaridticas (LE; FANG; SEKARANC, 2017).

Assim, para a determinacdo do modo de acdo de peptideos, que possuem a
membrana plasméatica como alvo séo utilizados, frequentemente, modelos
membranares simplificados como, por exemplo, as vesiculas microscopicas
fosfolipidicas/lipossomas. Nestes modelos, propriedades como numero de
bicacamadas (uni ou multilamelar), carga e composicdo lipidica, viscosidade
membranar e presenca ou ndo de esteréis, podem ser alteradas e modificadas
conforme a necessidade do experimento, possibilitando uma melhor mimetizacao
das membranas celulares de interesse. De maneira geral, as bicamadas lipidicas
destas vesiculas sdo produzidas através de uma mistura definida de lipidios de
membrana (Figura 8), que sao separadas por um meio aquoso (BATISTA,
CARVALHO; MAGALHAES, 2007;: MARQUETTE; BECHINGER, 2018).

Dentre o0s principais tipos de lipossomas devemos citar as vesiculas
unilamelares grandes (LUVs — diametro maior ou superior a 100 nm), vesiculas
unilamelares pequenas (SUVs — diametro de 20-50 nm) e as vesiculas unilamelares
gigantes (GUVs — diametro maior que 1 um) (Figura 9) (SAPALA; DHAWAN;

HARIDAS, 2017).
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Fosfolipidios (R3 ) Cadeia hidrofobica de deido graxo (R g, R;) Nomenclatir ¢ sbreviatura Te(C) Carga
Fosfatidilcoliza (PC) ("H,-{('ll__),-(‘ll'C H-{CII:),-(O)- Dioleilfosfatidileoling (DOPC) <0 Anfétera
CH,CHN"(CH), CHACH), -C(0)- Diminstoilfosfatidilcotina (DMPC) 23 Anfétera
CH ACH,), -C(O) Dipalmatoilfosfatidilcolina (DPPC) ¥y Anfitera
CH ACH), -C(0)- Diestearvilfosfatidilcolina (DSPC) 55 Anfétera
Fosfatidilketanolamina (PE)  CH {(CH,) -CH=CH~{CH,) {0)- Dioleilfasfatidiletanolamina (DOPE) <0 Anfolera
CH,CHNH,* CH,ACH,), C(0)- Diestearoilfosfatidilctanolamina (DSPE) 74 Aafotera
Fosfatidilglicerol (PG) CH{CH,), -C(O)- Diminstoilfosfatidilglicerol (DMPG) 13 Negativa
CH,CHOHCH,OH CHACH), -C(0) Dipalmitoilfosfatidilghicerol (DPPG) 35 Negativa
Fosfatdilserina (PS) CHACH ), C(0)- Dipalmitoil fosfatidilsenna (DPPS) 7 Negativa
CH,CHNH,"COO0" CH ACH), -C(0)- Diestearoilfosfatidilserina (DSPS) 7% Negativo

Figura 8. Relacdo de fosfolipidios de membrana utilizados na construcdao de vesiculas lipossomais,
suas temperaturas de transicdo de fase (Tc) e suas cargas. Extraido de BATISTA; CARVALHO,
MAGALHAES, 2007.
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SUV: small unilamellar vesicle Q
LUV: large unilamellar vesicle
GUV: glant unilamellar vesicle =
MUV: multiunilamellar vesicle T

P AT 9 G GNEAAND & * Hydrophilic Head
R
Figura 9. Vesiculas fosfolipidicas unilamelares, seus didametros, classificacdo e esquematizacdo de
suas bicamadas lipidicas. Adaptado de: SAPALA; DHAWAN; HARIDAS, 2017.

Diversas técnicas sdo utilizadas na deteccdo e determinacdo in vitro dos
modos de acdo de peptideos, dentre elas podemos citar a espectroscopia de
fluorescéncia, que permite inferir a localizacdo do peptideo (na membrana ou
citoplasma) através de apagadores de fluorescéncia/quenchers ou vazamento de
sonda fluorescente especifica (p. ex. calceina ou carboxifluoresceina), sendo esta
técnica também util para a detecgédo de alvos intracelulares, normalmente aliados a
ensaios de afinidade ou até imunoprecipitacdo. Da mesma forma, podemos citar a
transferéncia de energia de ressonancia de fluorescéncia (FRET), microscopia
confocal, ressonancia magnética nuclear (RMN) e dicroismo circular (LORIN et al.,

2012; TORCATO; CASTANHO; HENRIQUES, 2012).
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A determinacéo in vivo destes modos de acao pode envolver células humanas
(p.ex. eritrocitos) ou bactérias/demais microrganismos, que variam conforme o
interesse empirico. De uma maneira geral, para sua determinacdo in vivo sao
utilizados analogos derivatizados do peptideo de interesse (p.ex. adicdo de
fluoréforos a sequéncia peptidica) ou sondas fluorescentes dispersas no meio
externo ou interno da célula de interesse (REMUZGO, 2009; TORCATO;
CASTANHO; HENRIQUES, 2012).

Dentre as técnicas utilizadas nesta deteccdo podemos citar a espectroscopia
de fluorescéncia, que envolve tanto a citometria de fluxo (Fluorescence-Activated
Cell Sorter/ FACS) e a técnica de recuperacao de fluorescéncia apos photobleaching
(Fluorescence recovery after photobleaching/ FRAP). Da mesma forma, a
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) e microscopia de forca atdmica
(Atomic force microscopy/ AFM) também sdo utilizadas na deteccdo in vivo e,
normalmente, permitem a visualizacao da superficie celular (SPINDLER et al., 2011;
SUN; SUN; HUANG, 2016; MARQUETTE; BECHINGER, 2018).

Contudo, algumas limitac6es sao encontradas tanto nos experimentos in vitro
guando in vivo, que envolvem o numero de moléculas de peptideo acessiveis, a
curta escala de tempo para a observacdo do fendbmeno e o reduzido tamanho dos
fragmentos de membrana, para o primeiro caso, e a dificuldade em diferenciar a
fluorescéncia intrinseca do peptideo da fluorescéncia intrinseca da célula estudada,
para o segundo caso (TORCATO; CASTANHO; HENRIQUES, 2012; MARQUETTE;
BECHINGER, 2018).

Neste contexto, a extrapolacdo de dados in vitro para uso in vivo é restrita e

deve ser cuidadosamente analisada.
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1.3. Potencial terapéutico dos peptideos

O real potencial terapéutico dos peptideos ainda nédo € totalmente conhecido.
Na década de 1920 através da obtencdo de insulina por pancreas suinos, este
potencial comecou a ser explorado e vem sendo, desde entdo, encorajado pela
producdo de peptideos como o peptideo adrenocorticotréfico (ACTH), a calcitonina,
a ocitocina e a vasopressina sintéticas (LAU; DUNN, 2018).

O crescimento exponencial do niamero de casos de resisténcia antimicrobiana
também impulsionou o estudo dos AMPs. Estima-se que mais de 70% das bactérias
patogénicas conhecidas sdo resistentes a um tipo de antibidtico (WATKINS;
BONOMO, 2016).

O passo inicial para o uso clinico de AMPs geralmente envolve uma triagem
in vitro das propriedades antibacterianas e/ou antifUngicas usando concentragfes
inibitérias minimas (MICs) ou concentragdes minimas microbicidas (MMCs).
Entretanto, a predicdo exata destas propriedades in vivo se torna muito dificil, devido
a alta sensibilidade destas propriedades as condigcdes ambientais. Alguns AMPs
apresentam estas propriedades diminuidas na presenca de meios com alta forca
ibnica in vivo (p. ex.: solucdes salinas fisioldgicas) e se tornam candidatos as drogas
de uso tépico (MAHLAPUU et al., 2016).

A Tabela 7 lista as vantagens, dificuldades e estratégias do uso terapéutico
de AMPs, sendo importante ressaltar que, o presente trabalho propde uma
estratégia para contornar a diminuicdo de atividade em meios com alta forca
ibnica/concentracao de sais, através da coordenacdo de um AMP catibnico com ions

metalicos divalentes (Zn** e Cu?").



34

Tabela 7. Relacdo de vantagens, dificuldades e estratégias para o uso terapéutico de AMPs (MARR,;
GOODERHAM; HANCOCK, 2006; FOSGERAU; HOFFMANN, 2015; MAHLAPUU et al., 2016).

Vantagens

Dificuldades

Estratégias

Amplo espectro de agdo

Baixa disponibilidade metabdlica
(acdo de proteases e
carboxipeptidases)

Menor resisténcia antimicrobiana

Menor atividade em meios de alta
forga idnica in vivo

Atuacdo sinérgica com antibidticos
Design de novas drogas

Custo elevado

Drug-delivery através de conjugados
peptidicos multifuncionais

Producdo de um peptideo com
5000 Da é 10 vezes mais caro que
a producdo de uma molécula de
500 Da

e Ciclizagdo dos AMPs

e Incorporagao de D-aminodcidos
e/ou andlogos de aminoacidos
ndo usuais

e Bloqueio das extremidades C ou
N-terminal por modificagdes
como N-acetilagdo e C- amidagdo

Os casos de resisténcia antimicrobiana a AMPs sdo poucos se comparados

aos de antibidticos convencionais. Ainda assim, 0s mecanismos dessa resisténcia

vém sendo elucidados, sendo que em fungos eles envolvem a expressdao de

proteinas efetoras que degradam ou se ligam ao AMP, bombas efluentes e

regulacao das vias de sinalizagao (Figura 10).
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Figura 10. Célula de C. albicans e as estratégias de resisténcia a AMPs. Adaptado de SWIDERGALL;

ERNST, 2014.

Dentre as proteinas efetoras podemos citar a expressao das proteases

ancoradas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) Sap 9 e Sap 10 e a glicoproteina Msb2 e

Msb2*

(dominio da Mshbh2

resultante da acdo das proteases asparticas

secretadas/Sap). No primeiro caso, as proteases Sap 9 e Sap 10 degradam os
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AMPs, ja no segundo caso, as glicoproteinas inviabilizam os peptideos através da
ligacdo destes as suas superficies (Figura 10). Outra estratégia envolve a
expressao do transportador Flul, presente nos microrganismos multirresistentes,
que promove o efluxo celular do AMP e diminui sua toxicidade (SWIDERGALL,;
ERNST, 2014).

Algumas modificacdes na sinalizacdo celular sdo responsaveis por esta
resisténcia, como por exemplo, a expressdo da proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) Hogl, que tem sua expressao associada a resposta ao estresse,
morfogénese e biossintese da parede celular (MONGE, 2006; SWIDERGALL,;
ERNST, 2014). A expressao desta proteina e sua forma fosforilada (Hogl-P) esta
relacionada a presenca de certos AMPs que induzem o estresse oxidativo (p. ex.
histatinas), sendo que a sua expressdo ativa genes responsaveis pela resposta
oxidativa e induz a producdo de antioxidantes como a catalase, superoxido
dismutase e glutationa (CANNON et al., 2007; SWIDERGALL; ERNST, 2014).

Apesar disso, nesta Ultima década, observamos uma notavel expansédo no
estudo e desenvolvimento de drogas peptidicas (DA CUNHA et al., 2017), sendo
que diversos destes compostos se encontram em testes clinicos (Tabela 8). Nos
ultimos oito anos foram criadas 26 patentes que envolvem o uso terapéutico de
AMPs (KANG et al., 2017).

Um exemplo recente da pesquisa de peptideos com fins terapéuticos € o
grupo de analogos do “peptideo-1 semelhante ao glucagon” (GLP-1) utilizados para
o tratamento do diabetes mellitus tipo 2, que alcancou vendas globais superiores a
2,6 bilhdes de délares em 2013, com Victoza® (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015).
Outro exemplo envolve o medicamento a base de peptideos utilizado para o

tratamento do cancer de préstata, Lupron®, que alcancou vendas globais de mais de
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2,3 bilhdes de ddélares em 2011 (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015). Segundo os
mesmos autores, o mercado global de medicamentos peptidicos aumentara de 14,1

bilhbes de ddlares em 2011 para 25,4 bilhdes em 2018.

Tabela 8. Nome de medicamentos a base peptideos, AMP de origem, fase em que se encontram os
testes clinicos, via de administracdo da droga e indicacdo de tratamento (ANDERSSON; HUGHES,
2016; MAHLAPUU et al., 2016).

Medicamento AMP de origem Fase Administragdo Indicagao
Novexatin Defensinas L Infeccdo fungica de unhas por
1] Tépica .
(NP-213) humanas Onychomycosis

1] Tratamento de Acne vulgaris
Assepsia tdpica da pele; prevencgao

Omiganan

(MBI 226, CLS0001) Indolicidina 11 Topica de infeccdes em cateteres;
tratamento de rosdcea
Assepsia em pacientes
hLF1-11 I Intravenosa imunocomprometidos p,ara receber
transplantes de células
Lactoferricina hematopoiéticas
Hidrogel 4cido Prevencdo da formacdo de
PXLO1 I hialurénico aderéncias pds-cirurgicas em
cirurgias da mao
OP-145 LL-37 1/11 Gotas Infecgdo de ouvido crénica
auriculares
Pexiganan Magainina 1] Topica UlceracgGes e infeccGes em pés de
(MSI-78) pacientes diabéticos
Iseganan Protegrina-1 " Bucal Prevengao da mucosite induzida por
(1B-367) (bochechos) guimioterapia

1.4. A importancia da sintese de peptideos para AMPs/CPPs

Como descrito, desde 1920, os peptideos se tornaram alvo de grande
interesse cientifico, sendo necessario o estudo e desenvolvimento de novas
metodologias que possibilitassem o isolamento, caracterizagdo, purificacdo e
identificacdo destes compostos in vivo. Da mesma forma, a necessidade do
conhecimento de suas propriedades fisiologicas, fisico-quimicas e farmacologicas
impulsionou o desenvolvimento da sintese de peptideos in vitro (REMUZGO, 2009;
HANEY; HANCOCK, 2014).

O advento da sintese de peptideos em fase solida (SPFS) por Robert Bruce
Merrifield, em 1963, possibilitou a obtencédo de peptideos em maiores quantidades

gue aguelas quando isolados de suas fontes naturais (p.ex., em 1986, para obter 1



37

mg de somatostatina natural eram necessarios 100.000 cérebros de carneiro)
(MACHADO et al., 2004). De fato, a sintese quimica de peptideos se tornou o
meétodo mais utilizado para a obtencao de peptideos bioativos, principalmente devido
ao alto grau de rendimento e pureza do produto final (HANEY; MANSOUR;
HANCOCK, 2017). De uma maneira geral, a SPFS consiste no alongamento de uma
cadeia peptidica ligada a uma matriz sdlida insoltvel, que por subsequentes adicdes
de aminoéacidos geram o peptideo desejado (MERRIFIELD, 1963).

Uma vez que a atividade biologica dos AMPs/CPPs €& estritamente
relacionada a sua sequéncia de aminoacidos, tanto os peptideos naturais (isolados
in vivo) quanto os sintéticos (produzidos in vitro) apresentam a mesma atividade
bioldgica. Neste contexto, destacam-se os peptideos sintéticos, que gracas a SPFS,
podem ter a poténcia de suas atividades antimicrobianas moduladas (através da
sintese de andalogos truncados) e suas relacfes estrutura-atividade elucidadas
(HANEY; MANSOUR; HANCOCK, 2017).

Além disso, a SPFS possibilita a insercdo de aminoacidos ndo usuais a
cadeia peptidica (p.ex. D-aminoacidos — vide Tabela 7) para desenvolver analogos
que apresentem caracteristicas “chaves” como: menor suscetibilidade as enzimas
proteoliticas, baixa atividade hemolitica e estabilidade em meios de alta forca ibnica
e condicdes fisiolégicas (LI et al., 2017). Nas ultimas décadas, 0s avan¢os na area
de sintese orgéanica e quimica estrutural possibilitaram a SPFS a insercdo de
modificacdes pds-traducionais ao peptideo sintético, que antes ndo eram possiveis
(Tabela 9) (BEHRENDT; OFFER, 2016).

Por fim, o conhecimento e aprimoramento das fungbes/alvos e propriedades

como solubilidade e estabilidade fisiologica/proteolitica destes peptideos bioativos
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possibilitam o desenvolvimento de novas drogas farmacoldgicas (HANEY;
HANCOCK, 2014; GUIDOTTI; BRAMBILLA; ROSSI, 2017).

Tabela 9. ModificagGes pds-traducionais disponiveis na SPFS (BEHRENDT; OFFER, 2016).

Modificagbes pds-traducionais

Citrulinagao Substitui¢do da arginina por citrulina
Farnesilagao Adicdo de grupo isoprenilo a residuos de cisteina
Fosforilagdo Adicdo de grupo fosfato (PO,) a aminoacido (eucariotos em serina, treonina ou tirosina)
Glicosilagao Adicdo de carboidratos
Metilagdo Adicdo de grupo metil (CH3) a residuos de arginina ou lisina
Ponte LigagOes covalentes entre dois grupos sulfidril (-SH), normalmente pela cadeia lateral
dissulfeto de cisteinas
Sulfatagao Adigdo de grupos sulfatos (SO,) a residuos de tirosina
2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo aprofundar o entendimento (i) da acao
antifangica e fungicida do AMP atipico sintético Chef la e do seu analogo
fluorescente e (ii) da interacdo de ambos com ions metalicos divalentes, o que esta
diretamente relacionado a potenciais aplicacfes farmacoldgicas. Para tanto:

a. Purificamos e caracterizamos quimicamente analogos sintéticos da Chef la
disponiveis em nosso laboratério.

b. Determinamos as atividades anticandida e candidacida da Chef la e FAM-
Chef la frente as células de C. parapsilosis ATCC 22019 na auséncia e presenca
dos cations divalentes metélicos Zn**, Mg®*, Cu®** e Ca?* em meios de baixa ou
alta forca ibnica.

c. Examinamos o efeito dos fons Zn** e Cu® na estrutura secundéria da Chef la.
d. Estudamos a interacdo do peptideo Chef la com fons Cu?* e de seu analogo

2* na tentativa de verificar

fluorescente FAM-Chef la com fons Zn®" e Cu
coordenacao/quelacdo e a razao estequiométrica peptideo: ion de cada um.
e. Realizamos analises por DC em condicbes especificas e construimos um

modelo espacial teérico do peptideo Chef | que possibilitasse a visualizagdo dos

resultados obtidos.
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f. Realizamos ensaios preliminares na tentativa de determinar a localizacéo
intracelular do analogo fluorescente FAM-Chef la com o auxilio do marcador de

vacuolo fluorescente (CMAC-Blue) em células de C. parapsilosis ATCC 22019.

3. Materiais e Métodos Gerais
3.1. Materiais

As leveduras utilizadas no presente trabalho foram Candida albicans ATCC
90028, C. krusei ATCC 6578 e C. parapsilosis ATCC 22019, gentilmente cedidas
pelo Prof. Dr. Carlos P. Taborda (ICB-USP).

Os reagentes utilizados nos ensaios biologicos foram: meios PDB (pH = 5,1+
0,2), peptona, agar e dextrose da Synth ou BD (EUA). Os sais carbonato de sédio
(Na,COs3), cloreto de célcio (CacCl,), cloreto de cobre (CuCl,), cloreto de sédio
(NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto de zinco (ZnCl,) e os constituintes dos
tampdes fosfato-borato-citrato (PCB), acetato de sodio, Tris, HEPES e fosfato-salino
(PBS) foram provenientes da Merck KGaA (Alemanha), Sigma Chemical Co. (EUA)
ou Synth (Brasil). O Kit Yeast Vacuole Marker Sampler Y-7531, que contém o
marcador de vacuolo CMAC-Blue foi adquirido da Molecular Probes (EUA). O
protetor de fluorescéncia VectaShield foi adquirido da Vector Laboratories (EUA). As
laminas e laminulas utilizadas para os ensaios de fluorescéncia foram provenientes
da ProLab (Brasil) e Synth (Brasil), respectivamente. Para os ensaios de atividade
antifingica foram utilizadas placas de Petri de vidro (diametro de 6 cm) provenientes
da Synth (Brasil). Para os ensaios de localizacao intracelular foram utilizadas placas
de Petri para aplicagcbes microscopicas (diametro de 3,5 cm e fundo de vidro com
espessura de 175 pm) provenientes da Cell View (Austria).

Para as analises de dicroismo circular (DC) foi utilizada uma cubeta de

quartzo (volume maximo de 350 pL e caminho 6tico de 1mm) da Hellma Analytics
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(EUA). Para RP-HPLC foram utilizadas as colunas C;g analitica (0,46 cm x 25,0 cm,
5 um e 300 A), preparativa (2,2 cm x 25 ¢cm,10 pm e 300A) e semi-preparativa (1,0
cm x 25,0 cm, 5 um e 300 A) da Grace Vydac (EUA).

Os solventes e reagentes usados DCM (diclorometano), DMF (N, N*-
dimetilformamida), MeOH, etanol 96% extra puro, formaldeido, éter diisopropilico,
BOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris(dimetilamino)fosfénico, DMSO
(dimetilsulfoxido), 4-metilpiperidina, triisopropilsilano (TIS), ninidrina, trifluoretanol
(TFE), ACN (acetonitrila; grau cromatografico) e TFA (acido trifluoroacético; grau
cromatografico) eram provenientes da Merck KGaA (Alemanha), Sigma Chemical
Co. (EUA) ou Applied Biosystems.

3.2. Métodos Preparativos
3.2.1. Sintese de Peptidil-Resinas e FAM-Peptidil-resina

A sintese das peptidil-resinas dos analogos de Chef | foram realizadas

anteriormente a este trabalho e estédo listadas na Tabela 10.

Tabela 10. Peptidil-resinas estocadas a 4°C e disponiveis em nosso laboratério.
PEPTIDIL RESINAS

Cheferina | Sintese Manual
Fmoc - Chef | CLEAR acida 195,67mg 2006/11
Cheferina la
Fmoc - Chef | CLEAR amida 521,16 mg 2007/

FAM- Cheferinal a

FAM - Chefla 977,46mg
FAM - Chef | (6-28)a 504,65mg 2009/9
FAM - Chef | (3-28)a 663,87mg 2009/9.1

Estas sinteses foram realizada manualmente por SPFS passo a passo ha
resina CLEAR &cida (Figura 11) ou amida a 60 °C usando a estratégia Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonil) e os protocolos estabelecidos em nosso laboratério durante

o desenvolvimento de projetos de pesquisa anteriores a este (VARANDA,;
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MIRANDA, 1997; SOUZA; TAVARES; MIRANDA, 2004; LOFFREDO et al., 2009;

REMUZGO, 2009). Esta metodologia esta sumarizada na Figura 12.

Resina CLEAR acida "Cross-Linked Ethoxylate Acrylate Resine”
o)
HO-CH;—{  )—OCH,C-Nle-NH o o
— o’<\/° ;
Resina CLEAR amida Moab e .
(8] Y 0.
NH-CH—{ )—OCH,C-Nie-NHICLEAR = 25,
' N, o° ?\
CHO. ”
I+m+n~14
Y
OCH,

Figura 11. Estrutura reticulada da resina CLEAR® e seus grupos funcionais (a direita). Estrutura das
resinas CLEAR® acida e amida (a esquerda)(PEPTIDES INTERNATIONAL, 2017).
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Figura 12. Representagdo esquematica da sintese de peptideos em fase sdlida. Adaptado de
CARVALHO, 2012.

A resina usada € composta por uma unidade de reticulacdo de unidades de
etilenoglicol (-CH,-CH»-O-) e porcdo amida (PEPTIDES INTERNATIONAL, 2017),
que serve como alga para funcionalizagéo da resina (por exemplo: CLEAR® amida) e

foi desenvolvida em 1996 por George Barany e Maria Kempe (KEMPE; BARANY; E,
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1996). Reagentes ativadores sao utilizados nas reacdes de acoplamento para que a
a-carboxila do aminoacido a ser acoplado esteja ativada, isto €, se torne mais reativa
e capaz de realizar um ataque nucelofilico no grupo amino-o desprotegido do
aminoacido ligado a resina. Apos diversos ciclos de desprotecado e acomplamento o
produto final € uma peptidil-resina (peptideo de interesse ligado a resina com seu
grupo amino-a protegido, bem como suas cadeias laterais reativas) (AMBLARD et
al., 2006; COIN; BEYERMANN; BIENERT, 2007).

Para cada reacédo de desprotecdo ou acoplamento sdo realizados testes de
ninidrina, que consiste na reacao da ninidrina com aminas primarias, que quando
presentes reagem produzindo uma coloracao azulada (teste positivo, indicando uma
desprotecdo) e quando ausentes, uma coloragdo amarelada (teste negativo,
indicando um acoplamento) (KAISER et al., 1970). ApGds o acoplamento do dltimo
derivado de aminoé&cido (N-terminal da sequéncia), as resinas Na-Fmoc-peptidil-
CLEAR amida ou acida foram secas sob vacuo, caracterizadas e estocadas a 4 °C.

No caso de marcacdo com 5(6)-carboxifluoresceina (FAM), ela foi realizada
durante o processo de sintese, ap6s o acoplamento do dUltimo residuo de
aminoacido. O grupo protetor Fmoc foi removido e a peptidil-resina reagiu (por 2
horas a 60°C) com excesso molar de cinco vezes de FAM, BOP, HOBt e DIPEA. Em
seguida, a peptidil-resina foi separada do meio reacional por filtracdo, lavagem com
DMF, DCM e seca a vacuo para posterior estocagem. Da mesma forma, esse
procedimento foi feito anteriormente a este trabalho.

3.2.2. Clivagem dos peptideos das Resinas e Desprotecao Total
Uma vez finalizada a sintese é necessario desligar o peptideo bruto da peptiil-

resina, bem como remover 0s grupos protetores tanto das cadeias laterais quanto o
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Fmoc do grupo amino-a do primeiro residuo de aminoéacido (Figura 13) (AMBLARD

et al., 2006).

Clivagem e
desprote¢ao total

Boebe®) ——— 098000

Peptidil-resina Peptideo bruto

v
(R)

Figura 13. Representacdo esquemadtica da clivagem e desprotecdao total na SPFS. R resina; W
protetores de cadeias laterais reativas; @ grupo Fmoc. Adaptado de CARVALHO, 2012.

Estas remocdes ocorrem simultaneamente na presenca de meio acido (TFA)
e na presenca de scavengers, para impedir que os protetores das cadeias laterais
reajam com os residuos de aminoacidos (PEARSON, DANIEL et al., 1989). Nesta
etapa, além da resina levou-se em conta principalmente a sequéncia peptidica para
a escolha da solucdo (CHAN; WHITE, 2000). Todas as peptidil-resinas reagiram com
95% TFA, 2,5% agua, 2,5% TIS (300 rpm, 37 °C por 2 h). Em seguida, para cada
reacdo, o peptideo foi precipitado por éter diisopropilico e extraido usando uma
solucédo A (0,1% TFA em agua) e uma solucao B (60% ACN em agua contendo
0,09% de TFA). O peptideo bruto foi liofilizado e o material seco resultante foi
pesado. Os valores iniciais e o rendimento destas reacdes estdo descritos na Tabela

11 no item 4.1.

3.3. Métodos analiticos
3.3.1. Caracterizacao dos peptideos brutos e purificados

Andlises foram realizadas para confirmar a presenca dos peptideos desejados
nos materiais brutos ou purificados e para determinar as condicbes de purificacao
para cada um (Tabelas 11 e 12 no item 4.1.).

a) Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC)

(HODGES; BURKE, LORNE; MANT, 1988; MANT; HODGES, 1991)
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Foi empregado um cromatografo LDC Analytical, composto por bombas
ConstaMetric 3200 e 3500, injetor Rheodyne 7125, integrador DataJet, detector UV
MILTON ROY -SpectroMonitor 3100, utilizando uma coluna Vydac C;g analitica
(0,45 cm x 25,0 cm, 5 um e 300 A), fluxo de 1,0mL/min, comprimento de onda de
deteccdo de 210 nm e o seguinte gradiente linear: 5 a 95% de B, em que o solvente
A era 0,1% TFA/agua e o solvente B, 30% ACN/0,09%TFA/agua.

b) Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC/ESI-MS) (MACHADO et al., 2012)

Foi empregado um sistema de RP-HPLC da Shimadzu Corporation (Kyoto,
Japao, fluxo 0,2 mL/min) composto por um degaseificador modelo DGU-20A;, duas
bombas modelo LC-20AD, um injetor Rheodyne 8125, um forno de coluna modelo
CTO-20A, uma pré-coluna Cig (5,0 mm x 2,0 mm; 4,6 mm) Shim-pack GVP-ODS e
uma coluna Cjg (150 mm x 2 mm; didmetro da particula = 4,6 pm e didmetro do poro
12 nm) Shim-pack VP-ODS acoplada a um espectrometro de massas AmaZon X da
Bruker Daltonics (Alemanha) com fonte de ionizagéo de tipo “eletrospray”, modo ESI
positivo e com analisador do tipo lon-Trap. Para analises de LC foram usadas as
condi¢cdes analiticas citadas acima e para a andlise dos espectros foi utilizado o
software HyStar 3.2.

c) Hidrolise total e andlise de aminoacidos dos hidrolisados
(HEINRIKSON; MEREDITH, 1984; MARTENS; LOEFFELMANN, 2003;
RIGOBELLO-MASINI et al., 2008)

Os peptideos foram condicionados a estacéo de trabalho Pico-Tag (Waters-
Millipore) e expostos a vapor proveniente de acido cloridrico a 110 °C por 24 h em
atmosfera inerte. Posteriormente, as amostras foram secas em dessecador a vacuo.

Os hidrolisados secos foram dissolvidos em agua e analisados no analisador de
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aminoacidos da Dionex BioLC®Chromatography System (Dionex, EUA). Neste
aparelho os aminoacidos livres sdo separados por cromatografia de troca idnica,
utilizando uma coluna AminoPac PA10 (2,0 cm x 25 cm) da Dionex e detectados por
amperometria integrada com detector eletroquimico ED50. O programa Chromeleon
foi utilizado para tratamento de dados.

3.4. Purificacdo dos Peptideos Brutos

De posse do peptideo bruto € necessaria sua purificacéo, isto € a remocao de
compostos que ndo sao o peptideo de interesse. Um elevado grau de pureza (>95%)
também é desejavel, principalmente devido ao uso destinado deste peptideo, como
por exemplo, testes antimicrobianos. Para isso séo utilizadas técnicas de
cromatografia liquida, como a de fase reversa, troca idnica, exclusédo e de afinidade
(MACHADO et al., 2004; AMBLARD et al., 2006). Atualmente, a cromatografia em
fase reversa (RP-HPLC) é a técnica mais utilizada para a purificacdo de peptideos,
sendo que com o advento do espectrdmetro de massas, a purificacdo de peptideos
pode ocorrer via RP-HPLC acoplada a espectrometria de massas (MACHADO et al.,
2004).

Foi empregada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa
(RP-HPLC), utilizado um sistema de Waters, modelo 600E preparativo, composto de
uma bomba quaternéaria (Water Delta 600 Pump), um detector UV (Waters 2487 Dual
Absorbance Detector), um injetor de amostrar manual (Rheodyne 3725i-119), um
controlador de gradiente automatizado (Waters 600 Controller), um registrador Kipp
& Zonen SE 124 e uma coluna preparativa (Vydac Cig 10 um, 300 A, 2,2 cm x 25
cm). As purificagdes foram realizadas em fluxo de 10 mL/min e em 210 nm usando

os gradientes lineares descritos na Tabela 12 do item 4.1.
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A etapa final da purificacdo de peptideos consiste na juncédo de fracbes que
contém o peptideo de interesse e liofilizacdo destas para obtencdo do peptideo
purificado. Por fim, o peptideo purificado foi caracterizado quanto a composicédo de
seus residuos de aminoacidos através da andlise de aminoacidos (CARVALHO,
2012).

3.5. Ensaios Bioldgicos
3.5.1. Atividade Antifungica (FEHLBAUM et al., 1994; HETRU; BULET, 1997,
CLSI, 2002)

A atividade antifungica foi realizada segundo o método de microdiluicio em
caldo (CLSI/M27-A2 — vide item 4.2.1.b). Para isso, em cada poco de uma
microplaca de 96 pocos foram pipetados 10 pL de uma série de diluicbes de
peptideo (1,95 pmol.L™* - 1,0 mmol.L™?), 10 pL de 4gua e 80 pL de uma suspenséo de
leveduras (Abssesnm = 0,001) com concentracdo final de 2,5 x 10* células/mL em

meio PDB (Figura 14).

10 11 12

LEGENDA

(O Controie 100pL de meio PDB

(O Controie 100pL dgua

@ Controle 20pL dgua + 80pL de indculo

(O 10yl 4gua + 10pL das diluigdes seriadas
de peptideo + 80uL de indculo

Figura 14.Esquema de placa para ensaio antifliingico. Adaptado de CARVALHO, 2012.

Como controle positivo para o crescimento fungico foram usados 20 uL de
agua e 80 pL de indculo e para o controle negativo, foram utilizados 100uL do meio
PDB, anfotericina B (0,078 pmol.L™ - 40 pmol.L™) e melitina (1,95 pmol.L™* - 1,0
mmol.L™%). A placa foi mantida em uma estufa a 35 °C por 24h, sem agitacdo e sob

uma atmosfera imida. O crescimento microbiano foi quantificado pelo incremento da
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absorbancia a 595 nm em um leitor de ELISA (Labsystem iEMS Analyser). O valor
da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) correspondeu a menor concentracdo do
peptideo que visualmente ocasionou 100% de inibicdo no crescimento dos fungos
apos incubacédo (EHRET-SABATIER et al., 1996). Os ensaios foram realizados em
triplicata.

Os efeitos na concentracdo de sal e de ions metalicos divalentes foram
determinados com a substituicdo da agua por solucdes de CaCl,, CuCl,, MgCl, e
ZnCl, nas concertacdes finais de 10, 25, 50 e 100 pmol.L™.

3.5.2. Atividade Antifungica em meio tamponado (KACPRZYK et al., 2007)

As mesmas etapas descritas anteriormente para a atividade antifingica foram
seguidas, porém executadas na presenca do tampdo Tris 10 mmol.L™ (pH 7,4)
preparado junto ao meio de cultura PDB. A fim de averiguar o possivel efeito dos
ions metélicos divalentes a agua foi substituida pelas solu¢cdes de CuCl, e ZnCl, nas
concentracdes finais de 10 pmol.L™, 25 pmol.L™, 50 pumol.L™ e 100 pmol.L™ para
Chef la e 50 pmol.L™ e 100 umol.L™ para FAM-Chef la.

3.5.3. Atividade Antifungica em alta forca iébnica com meio tamponado e néo
tamponado (KACPRZYK et al., 2007)

A fim de averiguar o possivel efeito dos ions metalicos divalentes na atividade
antifangica dos peptideos em alta for¢ca ibnica, foram utilizados meios de cultura
tamponados com tamp&o Tris 10 mmol.L™ (pH 7,4) com concentracées finais de
NaCl (42,8 mmol.L?, 85,6 e 154 mmol.L™). Igualmente, foram utilizados meios de
cultura ndo tamponados (pH 5,1) na presenca das mesmas concentracdes finais de
NaCl (42,8 mmol.L?, 85,6 e 154 mmol.L™Y). Ao montar a placa do teste a 4gua foi

substituida pelas solucdes de CuCl, e ZnCl, nas concentracdes finais 10 umol.L™,
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25 pmol.L™, 50 pmol.L™* e 100 pmol.L™ para Chef la e 100 pmol.L™ para FAM-Chef
la.
3.5.4. Atividade Fungicida (CLSI, 1999; MACHADO et al., 2007)

Apoés o teste em microplaca para a determinacdo da MIC, o conteudo dos
pocos (100 pL) que visualmente apresentaram inibicdo de crescimento foram
utilizados para plagueamento em meio solido (Agar Sabouraud) e o contetido do
poco da diluicdo imediatamente inferior a MIC foi usado como controle positivo de
crescimento. A concentracdo minima fungicida (MFC) foi determinada apos
incubacdo numa estufa a 35 °C por 24 h.

3.6. Analise do efeito de FAM-Chef la em células de Candida parapsilosis
(REMUZGO et al., 2014; PUSHPANATHAN et al., 2012)

O marcador CellTracker CMAC-Blue (7-amino-4-chloromethylcoumarin) do Kit
Yeast Vacuole Marker Sampler Y-7531 (Molecular Probes, EUA) foi utilizado. Para o
teste do peptideo, células de C. parapsilosis ATCC 22019 foram incubadas por um
periodo de 4 h a 35 °C em 5 mL de meio Sabouraud sob agitacdo de 150 rpm para
atingir o crescimento celular exponencial (Absseshm = 0,4; equivalente a 10’
células/mL). Apds este periodo, foi feito o ajuste para 2 x 10° células/mL. Em
seguida, 200 pL da suspensdo de células foram incubadas com o marcador de
vacuolo CMAC-Blue do kit em tampéo PBS (pH 7,4) por 15 min a 35 °C. Apo0s este
tempo, elas foram centrifugadas por 5 min em 10.000 g e lavadas trés vezes com
PBS. Em seguida, essas suspencOes foram incubadas com concentracdes do
peptideo na auséncia e presenca de zinco:

— 6,25 pmol.L™* (¥4 MIC) de FAM-Chef la
— 12,5 umol.L™ (1 MIC) de FAM-Chef la

— 1,563 umol.L™ (2 MIC) de FAM-Chef la com 10 umol.L™ de ZnCl,
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— 3,125 pmol.L™ (1 MIC) de FAM-Chef la com 10 pmol.L™* de ZnCl,
em meio PDB por um periodo de 15 min a 35 °C e, posteriormente, lavadas com
PDB. Por fim, as células foram fixadas com 3,7% de formaldeido/PBS (20 min)
(REMUZGO et al., 2014). As solucdes de peptideo e ZnCl, foram incubadas em
agua por um periodo de 3 a 4h com o triplo das concentracdes finais.

A fim de verificar a influéncia da fixacdo com formaldeido na marcacao do
marcador de vacuolo CMAC-Blue, foram realizados testes com as células vivas.
Para isso 0os mesmos passos descritos anteriormente foram seguidos até a
incubacdo com CMAC-Blue. Em seguida, as células (100 uL) foram transferidas para
uma placa de Petri com 4 divisbes e a estas foram adicionadas as concentracfes
finais de:

— 12,5 umol.L™ (1 MIC) de FAM-Chef Ia;
— 3,125 pmol.L™ (1 MIC) de FAM-Chef la com 10 pmol.L™ de ZnCl,

As células foram examinadas no microscopio de fluorescéncia multiusuéario
Nikon Eclipse TE300 do Departamento de Bioquimica do IQ-USP. Para a
preparacdo das laminas foram utilizadas laminulas recobertas com poli-L-lisina, as
quais se adicionou, junto as amostras celulares, o protetor de fluorescéncia
VectaShield (Vector Laboratories, Inglaterra). As células analisadas foram divididas
em quatro grupos conforme sua fluorescéncia:

— Células verdes: interior citoplasmatico em verde, indicativo da presenca
de FAM-Chef la;

— Células azuis: regiao(6es) intracelular(es) em azul, indicativo(s) da
presenca de CMAC-Blue;

— Células com colocalizagdo: regido intracelular/vactolo com

sobreposicao dos filtros azul e verde,;
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— Células néo coradas.

Andlises estatisticas foram utilizadas para validar a influéncia do zinco nos
resultados encontrados, bem como a influéncia da fixacdo com formaldeido (3,7%)
na marcacao do marcador de vactolo CMAC-Blue. Para tal foram utilizados: teste de
normalidade D’Agostino, indicado para “k” amostras (n > 10); teste paramétrico para
amostras independentes (Teste-t); testes nao paramétricos para amostras
independentes (Mann-Whitney e Qui-quadrado); calculo amostral para validar os
dados obtidos. O teste de normalidade D’Agostino é um teste para amostras
pequenas com valor de “n” igual ou superior a 10 unidades. Os resultados séo
comparados com os valores criticos estabelecidos (a = 0,05). A hipotese nula (Ho) é
a hipétese de normalidade da amostra e deve ser rejeitada quando o valor calculado
€ menor ou igual ao valor critico minimo e igual ou maior ao valor critico maximo
(BUSSAB; MORETTIN, 2003).

Uma vez calculada a normalidade das amostras tem-se duas opcdes para
executar o teste de hipGtese: amostras com distribuicdo normal (paramétricas) ou
sem distribuicdo normal (ndo paramétricas). Para o primeiro tipo de amostras o teste
utilizado foi o Teste-t para duas amostras independentes, onde o calculo se baseia
em informacfes sobre as médias amostrais e seus respectivos desvios padrées
informando o poder, nivel alfa (a = 0,05) e direcionamento do teste (uni ou bilateral)
(BUSSAB; MORETTIN, 2003; AYRES; AYRES JR, 2007).

Ja para as amostras que ndo apresentaram distribuicdo normal foram
utilizados os testes de Mann-Whitney e Qui-quadrado. O primeiro teste é destinado
para comparar duas amostras independentes do mesmo tamanho ou nao, cujos
valores tenham sido mensurados pelo menos a nivel ordinal. Ja para o teste do Qui-

quadrado os valores devem ser mensurados a nivel ordinal ou nominal e as



51

amostras devem apresentar duas ou mais categorias dispostas em tabelas de
contingéncia | x ¢ (BUSSAB; MORETTIN, 2003; AYRES; AYRES JR, 2007). Em
posse dos resultados, foram realizados testes para inferir os tamanhos
populacionais de cada teste, a fim de verificar se 0 nUmero de amostras utilizadas
era suficiente para obter resultados confiaveis. Todos os dados foram processados
no programa BioEstat 5.3 (Instituto Mamiraua/ Brasil).

3.7. Analises por espectroscopia de dicroismo circular (REMUZGO et al., 2014)

Os espectros foram adquiridos em um espectropolarimetro do modelo Jasco
J-815 utilizando uma célula de quartzo como caminho Optico de 1 mm. Foram
usados 300 pL de uma solucdo com concentracéo final de 40 pmol.L™* de Chef Ia,
em tampéo fosfato-borato-citrato (PBC) 10 mmol.L™ (pH 5,0 e pH 7,4) na presenca
de 60% trifluoroetanol (TFE). As andlises foram realizadas na auséncia e presenca
de 20, 50 e 100 pmol.L™* de CuCl, ou ZnCl,. Todos os espectros foram medidos
entre 190-260 nm a 25°C e obtidos pela subtragdo do espectro de tampdo com ou
sem TFE. Para gerar o espectro final foram realizadas oito leituras por amostra.

Através dos espectros finais, foram realizadas analises especificas a fim de
inferir a porcentagem de cada estrutura secundaria através do programa BeStSel
(MICSONAI et al., 2015).

3.8. Modelo espacial teérico do peptideo Chef | (LOVELL et al., 2003;
PETTERSEN et al., 2004; LAMIABLE et al., 2016)

A sequéncia do peptideo Chef | foi disponibilizada no PEP-FOLD 3, base de
dados de predicdo de modelos espaciais para peptideos ciclicos ou lineares, que
conta com um conjunto de base de 56 peptideos lineares em solugcéo e 34 peptideos
ciclicos (THEVENET et al.,, 2012; SHEN et al., 2014; LAMIABLE et al., 2016). A

analise gerou 10 modelos tedricos, que apds nova analise usando a ferramenta
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RAMPAGE (Cambridge) (LOVELL et al., 2003) nos possibilitou selecionar o modelo

estrutural que apresentava a maior porcentagem de residuos de aminoacidos com

angulos ¢ e w em regidbes conformacionais permitidas no diagrama de

Ramachandran. O processamento e manipulacdo do modelo utilizado foram

realizados através no Chimera 1.11.2 (PETTERSEN et al., 2004).

3.9. Interacdo dos peptideos FAM-Chef la e Chef la com fons Cu?" por
espectroscopia eletrénica no ultravioleta/visivel e fluorimetria

Esta parte dos experimentos foi realizada em colaboracdo com o Prof. Dr.
Breno P. Espdsito do Depto. de Quimica Fundamental do nosso Instituto. Todas as
amostras foram analisadas em tampao HBS (HEPES Buffered Saline, HEPES 20
mmo.L™?, NaCl 150 mmo.L™ e pH 7,4) tratado com Chelex® (0,01 g.mL™, para reduzir
a contaminacdo por ions metalicos). Os espectros eletrbnicos foram obtidos
utilizando microplacas de plastico de 96 pocos em um leitor de microplacas
SpectraMax M4 (Molecular Devices), de propriedade do Laboratério de Quimica
Bioinorganica e Metalofarmacos. Inicialmente, foi realizada uma varredura entre os
comprimentos de onda 400 e 900 nm para averiguar a complexacao entre Chef la e
CuCly, para tal, as amostras foram analisadas na concentracdo de 3,15 mmol.L™ em
tampao HBS (pH 7,4).

Diversos fons metalicos, incluindo fons Cu?*, tem a capacidade de suprimir a
fluorescéncia da calceina, um ligante organico, que quando ndo complexado, emite
fluorescéncia em 520 nm e apos ser excitado, em 485 nm (FURRY, 1985). A Figura
15 exemplifica o ensaio de equilibrio competitivo com o complexo Cobre-calceina
(CuCA) (1 ymol.L™* / HBS) realizado a fim de identificar a afinidade de ligagéo entre
cobre e Chef la ou L-His (0-158 pmol.L™).

Posteriormente, ensaios fluorimétricos também foram aplicados para avaliar:
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(1) Estequiometria de ligacdo da FAM-Chef la (1 pmol.L™ / HBS) a cobre (0-10
umol.L™") na auséncia e presenca de zinco (1, 10 ou 100 pmol.L™);
(i) Estequiometria de ligacdo da FAM-Chef la (1 ymol.L™* / HBS) a zinco (0-100

umol.L™).

485/520nm

R

Chelating
competitor

Calcein (CA), T = ) Copper Calcein (CuCA) complex,
Fluorescentchelating agent M (’P Non-fluorescent

Figura 15. Esquematizacdo do ensaio de equilibrio competitivo com o complexo Cobre-calceina
(CuCA) na presenca do peptideo Chef la. Adaptado de REICHERT et al., 2017. Estruturas quimicas
gentilmente cedidas por Prof. Dr. Breno Espdsito.
4. Resultados e Discusséao
4.1. Purificacao e caracterizacao quimica dos peptideos

Os rendimentos das reacfes de clivagem da resina e desprotecdo total do
peptideo para obtencdo dos produtos brutos variaram de 11% (Chef ) a 50% (Chef
la 12 purificacéo) (Tabela 11). Todos os anélogos, exceto a Chef I, foram purificados
nas mesmas condi¢cbes (RP-HPLC em coluna preparativa Cig, @ um fluxo de 10
mL/min, solvente A como 0,1% TFA em agua, solvente B como 30%ACN/0,09% TFA
em agua, deteccdo a 210 nm) (Tabela 12). O peptideo Chef | foi purificado em
sistema de RP-HPLC usando coluna semi-preparativa Cig, fluxo de 3 mL/min,
solvente A como 0,1% TFA/agua, solvente B como 20%ACN/0,09% TFA em agua e
deteccdo a 210 nm. Todas as purificacoes foram bem sucedidas, sendo que todos
os purificados apresentaram graus de pureza superiores ou iguais a 98%.

Com excecado do peptideo purificado Chef | (massa final de 2,4 mg) todos os

outros tiveram seus conteudos peptidicos (CP) determinados. O peptideo FAM-Chef
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I(3-28)a apresentou o menor CP (27,08 %), seguido do analogo FAM-Chef 1(6-28)a
(44,48%). Os conteudos peptidicos dos anélogos Chef la e FAM-Chef la oscilaram
em torno de 56% e 58%, respectivamente. E importante ressaltar que, para as duas
purificacdes realizadas do peptideo Chef la os CP obtidos foram bastante proximos
(57,8 % e 56,1 %) e que a diferenca se explica pelo fato dos peptideos brutos
obtidos procederem de diferentes pesagens de uma mesma peptidil-resina, bem
como derivar de diferentes purificacbes com condi¢cdes desiguais de calor e
umidade, por exemplo.

a) Cheferina | e Cheferinal a
Os perfis cromatograficos e a caracterizacdo quimica dos peptideos Chef | e Chef la
brutos e purificados (12 purificacdo) estdo apresentados na Figura 16. A segunda
purificacdo do peptideo Chef la se encontra na Figura 17. Os dados de ESI-MS
confirmaram as identidades dos peptideos purificados e os de RP-HPLC, os seus
altos graus de pureza (Tabela 11).
a) FAM-Chef la, FAM-Chef I(3-28)a e FAM-Chef (6-28)a

Da mesma forma, os perfis cromatograficos e a caracterizacdo quimica dos
peptideos FAM-Chef la, FAM-Chef 1(3-28)a e FAM-Chef [(6-28)a brutos e purificados
estdo representados nas Figuras 17 e 18. Os dados de ESI-MS também
confirmaram as identidades dos peptideos purificados e os seus altos graus de
pureza (Tabela 11).
4.2. Bioensaios
4.2.1. Consideracdes gerais

a) Cepa de Candida utilizada

Inicialmente, os bioensaios foram realizados com o peptideo Chef la e as

cepas de Candida albicans ATCC 90028, C. krusei ATCC 6578 e C. parapsilosis
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Tabela 11. Dados de clivagem dos peptideos das resinas e desprotecao total, purificacdo e caracterizagcdo dos peptideos purificados .

Massa de Bruto Rendimento Grau de LC/ESI-MS Conteudo

Peptideo peptidil-resina Recuperado Purificagao Pureza* [M+xH]** . Peptidico
usada (%) (%) (%) esperado/obtido (%)

(mg)

Chef I 124 18 11 98 788,76/788,3%" ND
Chef la (Purif. 1) 147 42 50 98 788,11/788,0%" 57,8
Chef la (Purif. 2) 338 32 26 99 788,11/788,13"* 56,1
FAM-Chef Ia 224 35 14 100 907,88/907,4" 58,3
FAM-Chef I(3-28)a 217 30 41 100 834,47/834,0%" 27,1
FAM-Chef 1(6-28)a 217 30 22 100 751,05/750,3%" 44,5

* Valores obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com fase reversa (RP-HPLC). ND: Valor ndo determinado.

Tabela 12. CondicGes experimentais das purificacdes realizadas com os peptideos brutos.

PEPTIDEOS
Chefla Chef | FAM - Chef la FAM - Chef I(3-28)a FAM - Chef 1(6-28)a

Coluna Preparativa Cy5 Semi-preparativa Cy5 Preparativa Cy5 Preparativa Cy5 Preparativa Cy5
Solvente A 0.1% TFA em agua 0.1% TFA em agua 0.1% TFA em agua 0.1% TFA em agua 0.1% TFA em 4gua
Solvente B 30% ACN /10.09% TFA em 20% ACN /10.09% TFA em 30% ACN /,0.09% TFA em 30% ACN /,0.09% TFA em 30% ACN /10.09% TFA em

agua agua agua agua agua
Gradiente 5-45% - 90min- 15-55% - 130min - 40-80% - 90min - 35-75% - 130min - 30-70% - 130min -
0.44%B/min 0.3%B/min 0.44%B/min 0.31%B/min 0.31%B/min
Fluxo 10 mL/min 3 mL/min 10 mL/min 10 mL/min 10mL/min

Material Injetado

61,6mg em 5 mL (Purif. 1)
108,6 mg em 13 mL (Purif. 2)

22.5mg em 380uL

69,8mg em 6mL

64,5mg em 6mL

64,7mg em 6mL

Condicao
Screening

Isocratica de 25% solvente B
(fluxo de 1.0 mL/min)

Infusdo direta em ESI-MS do
material coletado

Isocratica de 55% solvente
B (fluxo de 1.5 mL/min)

Isocratica de 55% solvente

B (fluxo de 1.0 mL/min)

Isocratica de 55% solvente
B (fluxo de 1.0 mL/min)
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ATCC 22019. Entretanto, segundo a classificacdo de agentes de Risco Bioldgico, a
C. albicans se enquadra na classe de risco Il e deve ser manipulada exclusivamente
em laboratorios do tipo NB2 (BRASIL. ANVISA, 2013; GIORDANO et al., 2016).
Desta forma, para o presente trabalho optamos por cepas de Candida do tipo NB1,
com especial enfoque a C. parapsilosis que vinha se mostrando bastante sensivel
aos compostos testados anteriormente em nosso laboratério (Tabela 13).

Tabela 13. Peptideos, suas sequéncias e MICs obtidos em trabalhos anteriores frente as células de
Candida albicans ATCC 90028 ou C. krusei ATCC 6578 ou C. parapsilosis ATCC 22019 em meio PDB,

pH 5,1. Referéncias: [1]: CARVALHO, 2012; CARVALHO et al., 2015; [2]: presente trabalho; [3]:
REMUZGO, 2009; REMUZGO et al., 2014.

MIC (umol.L™)
Peptideos Sequéncia primaria Candida Ref.
albicans krusei parapsilosis
Hb40-61a KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH, 12,5 50 12,5
D-Hb40-61a KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH, 12,5 50 12,5 1
FAM-Hb40-61a FAM-KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH, 25 100 50
Hb40-58a KTYFPHFDLSHGSAQVKGH-NH, 50 100 50
50 25 25 2
Chef la GYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG-NH, 125 25 6,25 ;
FAM-Chefla FAM-GYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG-NH, 3,13 12,5 12,5

Este trabalho de mestrado visou usar prioritariamente células de C.
parapsilosis como modelo de Candida envolvida em candidiase e/ou candidemia
(como descrito no item 1.1.1 - TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008; MIRANDA-
CADENA et al.,, 2018; SOLDINI et al.,, 2018) para avaliacdo das atividades
anticandida/fungistatica e candidacida/fungicida dos peptideos Chef la e FAM-Chef
la.

b) Meios de cultura usados

Para o estudo de AMPs com carga liquida neutra, muitos trabalhos utilizam
para os bioensaios o0 meio RPMI-1640 recomendado pela CLSI (CLSI, 2002).
Entretanto, para o estudo de AMPs com carga liquida positiva/catidnicos, este meio
e frequentemente substituido por meios de baixa for¢a idnica, tais como Sabouraud

dextrose (SDB) e batata dextrose (PDB) afim de minimizar a influéncia da alta forca
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Figura 16. Perfis de RP-HPLC da Chef I (esq.) e Chef la (dir./ Purif.1) brutos e purificados; espectros de massas dos purificados. Condi¢des de RP-HPLC: coluna
Vydac Cyg, solvente A: 0,1% TFA em agua, solvente B: 20% ACN / 0.09% TFA em agua para Chef | e 30% ACN/ 0,09% TFA em agua para Chef la, A: 210 nm,

fluxo: 1 mL/min, gradiente linear: 5 a 95% de B em 30 min. Condig¢des de ESI-MS: voltagem do capilar: 4,5 kV, modo de ionizagdo: ES".
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Figura 17. Perfis de RP-HPLC da Chef la (esq./ Purif.2) e FAM-Chef la (dir.) brutos e purificados; espectros de massas dos purificados. Condigdes de RP-HPLC:
coluna Vydac Cyg, solvente A: 0,1% TFA em 4gua, solvente B 30% ACN/ 0,09% TFA em &agua, A: 210 nm, fluxo: 1 mL/min, gradiente linear: 5 a 95% de B em 30

min. Condi¢bes de ESI-MS: voltagem do capilar: 4,5 kV, modo de ioniza¢do: ES".
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Figura 18. Perfis de RP-HPLC da FAM- Chef I(3-28)a (esq.) e FAM- Chef I(6-28)a (dir.) brutos e purificados; espectros de massas dos purificados. Condi¢des de
RP-HPLC: coluna Vydac Cyg, solvente A: 0,1% TFA em agua, solvente B 30% ACN/0,09% TFA em agua, A: 210 nm, fluxo: 1 mL/min, gradiente linear: 5 a 95% de

B em 30 min. Condi¢des de ESI-MS: voltagem do capilar: 4,5 kV, modo de ionizac3o: ES".
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ibnica em suas atividades antimicrobianas (IIJIMA; KURATA; NATORI, 1993;
SOHNLE et al.,, 2000; WEI;, CAMPAGNA; BOBEK, 2007; SILVA et al.,, 2009;
CARVALHO et al., 2015)-

Desta forma, as atividades antifungica e fungicida dos peptideos Chef la e
seu analogo fluorescente (FAM-Chef la) foram testadas através de testes de
microdiluicdo em caldo para inibicdo antifungica de leveduras (método M27-A2 da
CLSI), porém com a alteracdo acima citada. Os testes foram realizados na auséncia
e presenca de meio tamponado.

c) lons Ca?, cu*, Mg e Zn* usados

Para o homem, os fons Ca** e Mg®" sdo essenciais para a manutencdo do
balanco de carga e equilibrio osmaético, em especial para a osteogénese (ALBEE,
1920; SURMENEV; SURMENEVA; IVANOVA, 2014) e contracdo muscular
(ALTURA; ALTURA, 1974; SZENT-GYORGYI, 1975; VALERIA, 2016). Estudos
relacionam a falta de fons Mg®* ao desenvolvimento de doencas como aterosclerose,
hipertensdo e osteoporose. J4 o aumento intracelular de fons Ca?* tem sido
relacionado & obesidade em modelos animais e o aumento da razdo Ca®‘/Mg*,
relacionada a um maior risco cardiovascular (TONICK; MUNEYYIRCI-DELALE,
2016). A Tabela 14 lista as concentracdes destes ions no plasma sanguineo, com

especial enfoque para os fons Cu?* e Zn?".

Tabela 14. Concentrag¢des de alguns ions presentes no plasma sanguineo. Referéncias [A] WEI et al.,
2007 [B] CATALANI et al., 2018 [C] MAFRA & COZZOLINO, 2004.
Plasma (mmoll.L")  Ref.

ca™ 2,5 A
mg> 0,5-1,0 A
Na* 140 A

K* 0,03 A
cu”  1,6-2,4pmol.l" B
Zn** > 70 mg/dL C
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Cerca de 80% dos fons Zn®" se encontra ligado & hemoglobina nos eritrécitos
(42,2 £ 5,6 mg/g) e a albumina no plasma (cerca de 16%) (MAFRA; COZZOLINO,
2004). Cerca de 70% dos fons Cu®* no plasma esta ligada & glicoproteina
ceruloplasmina, envolvida no metabolismo de ferro e caracterizada por sua atividade
oxidase dependente de fons Cu®* (CATALANI et al., 2018). Os ions Cu?* sdo
fundamentais para a respiracdo celular, protecdo contra o estresse oxidativo e
crescimento normal das células, sendo essenciais em reacdes catalisadas por
diversas enzimas funcionando como seus cofatores, como por exemplo:
ceruloplasmina, lisil oxidase, citocromo c oxidase e superdxido dismutase (SOD)
(DEVI; DHIVYA M; SULOCHANA, 2016).

Contudo, em excesso, os fons Cu®* podem desencadear reacdes de danos
oxidativos, como por exemplo, danos ao DNA (CERVANTES-CERVANTES et al.,
2005). Estudos associam a quebra da homeostasia de fons Cu®* & angiogénese
tumoral/ metastase, sendo que o aumento intra-tumoral destes ions parece ser uma
caracteristica marcante de cancer metastaticos (p. ex. cancer de mama, colo-retal,
pulmao, melanoma, pancreas), devido ao fato destes ions atuarem como cofatores
de moléculas efetoras, como fatores de crescimento (p.ex. vascular endothelial
growth fator/ VEGF e basic fibroblast growth fator/ bFGF), fatores de transcricao
(p.ex. fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB), além de ocasionar alteracdes na
sinalizacdo MAPK/ERK, fundamental para a sinalizacéo e traducédo de respostas a
nivel celular, incluindo o on/off do processo de divisdo celular (PAN et al., 2002;
DENOYER et al., 2015; JAZAYERI et al., 2016).

O desequilibrio destes ions também tem sido relacionado as doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) (LINDER,

2012; BOU-ABDALLAH; GIFFUNE, 2016; TOKUDA; FURUKAWA, 2016). No
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primeiro caso a deposi¢cao e acumulo das placas amildides/peptideo AR no cérebro
tém sido acompanhadas por reacées oxidativas, que na presenca de fons Cu®* séo
facilitadas devido a coordenagao do metal ao peptideo AB, que promove a producéo
de EROs (LINDER, 2012; KEPP, 2017; GONZALEZ et al., 2018). Ja no caso da ELA
o desequilibro de fons Cu®" esta relacionado a uma mutacdo na enzima Cu/Zn
Superoxido dismutase 1 (SOD 1) resultando no aumento das concentracbes de
superoéxido, que através de sua toxicidade, impulsiona a degeneracdo de neurdnios
saudaveis (PALLOTTA; ANDRADE; BISPO, 2012; BARROS, 2017).

Em contrapartida, fons Zn?* s&o essenciais para diversos processos
bioldgicos, dentre eles: divisdo e crescimento celular, cicatrizacdo e resposta imune
(ROOHANI et al., 2013). Metaloproteases ligadas a fons zZn*" s&o secretadas por
algumas espécies de fungos patogénicos e estdo diretamente ligadas a
patogenicidade do fungo invasor (YIKE, 2011). A deuterolisina € um exemplo destas
metaloproteases, que apresenta duas histidinas de ligacdo ao zinco e um glutamato
em seu centro catalitico (LOBODA; KOZtOWSKI; ROWINSKA-ZYREK, 2018).

Alguns metais de transicéo sédo essenciais para invasao de certos patdogenos,
de tal forma, que o hospedeiro reduz os niveis destes ions metalicos livres (p.ex.
Zn?*, Cu** e Mn?") para impedir o crescimento deles em um processo denominado
“Imunidade Nutricional” (tOBODA; KOZtOWSKI; ROWINSKA-ZYREK, 2018). J& a
deficiéncia de fons Zn®* é associada a problemas neuronais, imunes e de
crescimento, que se nao corrigidos podem levar a morte (AGGETT, 1983). Mais
ainda, a absorcdo de fons Cu®* é afetada quando a concentracdo de Zn?* é maior do
que a de fons Cu?* (FISHER; GIROUX; L’ABBE, 1981). Desta forma, o estudo e
desenvolvimento de compostos que quelam estes metais sao relevantes sob o ponto

de vista cientifico e médico.
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d) Bioensaios em meio ndo tamponado ou tamponado

Devido a caracteristica catibnica dos peptideos estudados neste trabalho
(elevadas proporcbes de histidina) e elevada flexibilidade estrutural (elevada
proporcdo de glicina), foram realizados bioensaios em meio tamponando e nao
tamponado para averiguar o efeito do pH e a importancia da protonacdo dos
residuos de histidina em suas atividades. Os testes foram realizados em um meio de
cultura ndo tamponado (meio PDB inalterado com pH 5,1) ou em um meio de cultura
chamado de “tamponado” devido a adi¢ao do tampao Tris-HCI ao meio PDB com pH
final de 7,4. Este tipo de elucidacdo em diferentes pHs se faz importante e é
frequentemente observada na literatura de AMPs catidnicos (WALKENHORST et al.,

2013; MALIK et al., 2016; HOLDBROOK et al., 2018; KHALIL et al., 2018).

e) Agentes antimicrobianos-controle
Os valores das MICs e MFCs da anfotericina B e melitina obtidos estdo
listados na Tabela 15. Ambos os controles foram ativos no meio de cultura PBD nao

tamponado em pH 5,1.

Tabela 15. Anfotericina B e melitina, suas estruturas e seus valores das MICs e MFCs em células de
Candida parapsilosis ATCC 22019 em meio PDB pH 5,1.

Compostos Estrutura ou sequéncia primdria MIC /MFC (umoI.L'l)

nn\‘,/l (”t r‘)n An A.‘m ‘m I[\

Anfotericina B ]
O T on "

[T i i i
/ A O
an,

Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ?*-NH, 3,125/3,125

A anfotericina B € uma molécula anfipatica e ciclica composta de 37 carbonos
e diversos grupos polares (-OH); a melitina é um peptideo anfipatico, naturalmente

amidado e com 26 residuos de aminoacidos (basicos, aromaticos e acidos). A
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anfotericina B é um antifingico da classe dos polienos que forma poros na
membrana plasmatica fungica através da associacdo ao ergosterol. A acdo em
células de C. albicans deste composto se da através da inducdo da via apoptotica
(PHILLIPS; SUDBERY; RAMSDALE, 2003). J4 a melitina € um AMP do veneno da
abelha-europeia (Apis milifera), que em solucdo aquosa forma um tetrdmero
(TREWILLIGER; EISENBERG, 1981). Em 2005, Liu e colaboradores identificaram a
necessidade da hidratacdo celular para a existéncia de tal tetramero e sua acgao
antimicrobiana (LIU et al., 2005), sendo esta também associada a apoptose,
formacdo de poros e producdo de EROs (PARK; LEE, 2010).

A Tabela 16 traz valores de MIC e MFC para os dois compostos, bem como a
espécie de levedura testada, meio de cultura utilizado, tamanho do in6culo, tempo

de incubacéo e temperatura empregados para a obtencao deles.

Tabela 16. Valores de MIC e MFC para Anfotericina B e melitina, espécies de leveduras testadas,
meio de cultura, tamanho do indculo, tempo de incubagdo e temperatura. ND: valores nao
determinados.

MIC / MFC Meio de cu!tu’ra/ -Tempo::le o
Levedura (umo L'l) tamanho do inéculo incubagdo/ Referéncias
) (céls/mL) temperatura/ pH
Anfotericina B
ATCC 0,25 /ND YPD/5x 10 . 24h/37°C/6,5 GRAY et al., 2012
C. albicans 90028 0,25/0,25 RPMI 1640/ 5 x410 48 h /28°C/ 7,0 LYU et al., 2016
27/ND YPD/2x 10 48h/32°C/6,5  SUNG; PARK; LEE, 2008
C. parapsilosis ATCC 5,4/10,8 RPMI 1640 / 1,5x4103 48 h/35°C/7,0 Ll et al., 2008
22019 2/4 PDB/2,5x10 24 h/35°C/5,1 Presente trabalho
Melitina
3,125/3,125 YPD /1x 10° 24 h /28°C/ 7,2 PARK et al., 2008
ATCC 4/8 RPMI 1640/ 5 x4105 48 h/28°C/ 7,0 LYU et al., 2016
C. albicans 90028 8,8/ND YPD/2x 10 \ 48h/32°C/6,5 SUNG; FARK; LEE, 2008
6/ND RPMI 1640 /5 x 10 48h/35°C/7,0 URBAN et al., 2007
1,25/ND YDP /2 x 10° 24h /28°C/ 6,5 LEE et al., 2003
ATCC 3,125/ND YPD/ 2 x 10° ; 24 h /28°C/ 6,5 LEE et al., 2002
C. parapsilosis 22019 64/64 RPMI 1640/ 2,5 x410 24h /35°C/ 7,0 WANG et al., 2015
3,125/3,125 PDB/2,5x 10 24h/35°C/5,1 Presente trabalho

Tais valores diferem em parte dos aqui obtidos, sendo possivel explicar esta

diferenca através da utilizagdo de meios de cultura diferentes, tamanho do indculo,
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tempo de incubacdo, pH e temperatura. Como no presente trabalho, Li e
colaboradores (2008) utilizaram células de C. parapsilosis a 35°C, mas os valores de
MIC e MFC encontrados sdo exatamente o dobro, além de meios de culturas e pHs
diferentes, o tamanho de indculo é menor (1,5 x 10° em relacdo a 2,5 x 10* céls/mL,
respectivamente) e o tempo de incubacao € o dobro.

As MIC e MFC obtidas para a melitina no presente trabalho séo idénticas as
obtidas anteriormente em células de C. albicans (PARK et al., 2008) e em células de
C. parapsilosis (LEE et al., 2002) (3,125 umol.L™), mas diversas as descritas por
Wang e colaboradores (2015) para células de C. parapsilosis (64 e 3,125 umol.L™,
respectivamente). Da mesma forma, esta diferenca pode ser explicada pelos
diferentes meios de culturas (RPMI 1640 e PDB), pH (7,0 e 5,1) e tamanho de
indculo utilizados (2,5 x 10° e 2,5 x 10* céls/mL). Entretanto, por se tratar de um
peptideo catibnico, outra explicacdo possivel € a falta do calculo do contetdo
peptidico (CP) da melitina utilizada nesses diferentes trabalhos. De fato, a presenca
de 4gua de hidratacdo e contra-ions, tais como TFA e ions cloreto e agua afetam a
concentracéo de peptideo na solucéo de teste.

4.2.2. Bioensaios com Chef la ou FAM-Chef la em meio ndo tamponado

a) Na auséncia de ions divalentes metélicos

As concentra¢cdes minimas de inibicdo de crescimento fuangico (MICs) dos
peptideos Chef la e seu analogo fluorescente (FAM-Chef la), bem como os valores
de suas concentracdes minimas fungicidas (MFCs) estdo listados na Tabela 17. A
MIC observada para FAM-Chef la foi inferior a da Chef la. Da mesma maneira, a

MFC do peptideo fluorescente também foi menor.
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Tabela 17. Peptideos, suas sequéncias e seus valores das MICs e MFCs em células de Candida
parapsilosis ATCC 22019 em meio PDB pH 5,1.

Peptideos Sequéncia primaria MiIC (p.moI.L'l) MFC (p.moI.L'l)
Chef la GY-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GHGGGGHG-NH, 25 100
FAM-Chefla  FAM-GY-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GHGGGGHG-NH, 12,5 25

Em trabalho anterior, Park et al. (2000) demonstraram que o peptideo natural
Chef | era ativo frente as bactérias gram-negativas (Erwinia herbicola, Escherichia
coli, Pseudomonas putida, P. syringae, Salmonella typhimurium e Serratia sp.) e
fungos (Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae,
Alternaria alternata, Aspergillus flavus e Fusarium culmorum) com ICso de <2,5 - 62
umol.L™?. Entretanto, em trabalho recente de nosso laboratério, Remuzgo et al.
(2014) obtiveram a Chef | sintética altamente purificada e observaram atividade
frente a fungos (C. albicans MDM8, C. albicans ATCC 90028, C. albicans HU 168 -
resistente a fluconazol, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258, C.
tropicalis Squibb 1600 e S. cerevisiae ATCC 2601) com MICs de 1,56 — 50 umol.L™,
mas nao frente as bacterias gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Micrococcus luteus A270, Enterococcus faecalis ATCC 19433) e gram-negativas (E.
coli SBS 363, Pseudomonas aeruginosa ATCC 14502, Enterobacter cloacae K12,
Serratia marcescens CDC 4124), tampouco em fungos filamentosos (Aspergillus
flavus NCPF 2199 e Aspergillus fumigatus NCPF 2109).

Com relacao aos analogos sintéticos de Chef I, 0 nosso grupo foi pioneiro em
obté-los e testa-los: o amidado (Chef la) foi ativo frente a C. albicans MDM8 (MIC
12,5 pmol.L™Y), C. albicans ATCC 90028 (MIC 12,5 umol.L™), C. albicans HU 168 -
resistente a fluconazol (MIC 25 pmol.L™), C. parapsilosis ATCC 22019 (MIC 6,25
umol.L™), C. krusei ATCC 6258 (MIC 25 umol.L™), C. tropicalis Squibb 1600 (MIC
1,56 pmol.L™") e S. cerevisiae ATCC 2601 (MIC 6,25 pmol.L™). Da mesma forma, seu

analogo fluorescente FAM-Chef la apresentou atividade frente a C. albicans MDM8
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(MIC 3,13 pmol.L™Y), C. albicans ATCC 90028 (MIC 12,5 pmol.L™?) e C. papsilosis
ATCC 22019 (MIC 12,5 umol.LY) (REMUZGO et al., 2014).

No presente trabalho observamos o mesmo, isto €, o analogo fluorescente
FAM-Chef la se mostrou mais ativo que Chef la (MIC 12,5 e 25 pmol.L?,
respectivamente; Tabela 17). A diferenca entre os valores de MIC pode ser
explicada pela utilizacdo de linhagens diferentes de microrganismos e condi¢cGes de
cada teste. Condicbes como temperatura, umidade, tamanho do in6culo, tempo de
incubacéao, pH do meio, concentragao de glicose e a forma de leitura (a “olho nu” ou
espectrofotométrica/endpoint) influenciam os valores de MIC obtidos e podem levar
a resultados discrepantes (REVANKAR et al., 1998; ARTHINGTON-SKAGGS et al.,
2002; COENYE et al.,, 2008). Como ja descrito no item 1.3., a comparacdo de
valores de MIC para mesmos compostos e 0 possivel uso destes como um agente
terapéutico requer muito cuidado e atencéo.

Quanto a atividade candidacida, os resultados confirmaram a maior atividade
da FAM-Chef la, sendo a diferenca com Chef la ainda mais marcante.

b)  Napresenca de ions metalicos divalentes Ca®*, Cu?*, Mg** e Zn?

Remuzgo et al. (2014) observaram influéncia positiva dos fons zZn* (10
umol.L™Y) na atividade do analogo Chef la frente as células de Candida albicans
(MDM8, ATCC 90028 e HU 168/resistente a fluconazol), sendo que a presenca
destes ions o tornou 2 a 8 vezes mais potente (REMUZGO et al., 2014). Por essa
razdo, no presente trabalho foi realizada uma analise mais detalhada deste tipo de
influéncia. Os resultados com os valores das MICs e MFCs encontrados estdo na

Tabela 18.
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Tabela 18. Valores das MICs e MFCs obtidos para Chef la e FAM-Chef la frente a C. parapsilosis em
meio PDB (pH 5,1) na auséncia e presenca dos ions divalentes.
MIC (umol.L™) / MFC (umol.L™)

Chefla + 0 umol.L'1 10 |.lmoI.L'1 25 umoI.L'1 50 plmoI.L'1 100 p.moI.L'1
Calcio (CaCl,) 25/100 50/>100 100/>100 100/>100 >100/>100
Cobre (CuCl,) 25/100 25/100 25/50 12,5/12,5 6,25/12,5

Magnésio (MgCl,) 25/100 50/>100 50/>100 50/>100 100/>100
Zinco (ZnCl,) 25/100 3,125/>100 0,78/>100 0,78/>100 0,39/>100

FAM-Chef I R R . . .
(it 0 pmol.L 10 umol.L to25 pmol.L ' 50 pmol.L ' 100 umol.L !

Cobre (CuCl,) 12,5/25 12,5/100 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5
Zinco (ZnCly) 12,5/25 3,125/25 0,78/25 0,78/25 0,39/25

Os resultados indicaram que a Chef la teve sua atividade negativamente
influenciada pelos fons divalentes Ca** e Mg?*. De fato, na presenca dos ions Ca?*
os valores de MIC aumentaram de 2 a 4 vezes a partir de 10 pmol.L™ e 25 pmol.L™,
respectivamente, sendo que na presenca de 100 pmol.L™ de CaCl, o peptideo
perdeu a sua atividade; nas concentracdes de 10, 25 e 50 umol.L™ de MgCl, os
valores de MIC aumentaram em 2 vezes, sendo que na concentra¢do de 100 pmol.L"
! Mg** a atividade de inibicdo de crescimento do peptideo foi mais afetada (aumento
de 4 vezes na MIC).

Ja os valores de MFC do peptideo Chef la na presenca de Ca* e Mg
evidenciaram que nas concentracdes testadas destes ions o peptideo Chef la foi
capaz de inibir o crescimento de C. parapsilosis nos valores descritos na Tabela 18.
Tais resultados podem ter relagdo com o conhecimento de que a atividade
antimicrobiana de peptideos catibnicos € antagonizada em presenca dos cations
divalentes Mg* e Ca*" (em concentracées fisioldgicas de 1-2 mmol.L™) e céations
monovalentes como Na* e K* (100 mmol.L™") (HANCOCK; SAHL, 2006).

De fato, é possivel encontrar diversos trabalhos que evidenciam essa

influéncia negativa destes cations. Por exemplo, Wu et al. (1999) observaram o

efeito dos ions K* nas atividades de alguns AMPs catiénicos, tendo notado que para
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0s peptideos com estrutura a-hélice (CP26, CEME, CEMA e CP29) os ions K" néo
afetaram suas atividades, mas para outros como 0s peptideos gramicidina S e
indolicidina ocorreu aumento das MICs de 2 a 4 vezes em presenca de 100 mmol.L™
de K* (WU et al., 1999). lijima et al.(1993) observaram a influéncia negativa de Ca**
e Mg®" na atividade anticandida do peptideo rico em glicina e histidina AFP (Tabela
6), sendo que na concentracédo de 2 mmol.L™ dos sais CaCl, e MgCl, a atividade do
peptideo foi totalmente perdida (11JIMA; KURATA; NATORI, 1993). Da mesma forma,
a atividade do analogo truncado do peptideo rico em histidina MUC7 (MUC7 — 20
mer ou mucina salivar humana/ Tabela 6), MUC7-12mer, frente a C. albicans foi
reduzida em presenca de fons Ca?* e Mg?* a 1 mmol.L™ (BOBEK; SITU, 2003).
Similarmente, a atividade do peptideo HP 2-20 (AKKVFKRLEKLFSKIQNDK'®)
caracterizado por formar poros em membrana plasmatica de C. albicans, foi perdida
na concentracdo de 3 mmol.L™* dos fons Ca®" e Mg®* (LEE et al., 2002; PARK et al.,
2008). J4 a adicéo de fons Ca®* e Mg®* bloquearam a acao da lactoferrina (Tabela 5)
ao dificultar a sua interacdo com os lipopolissacarideos (LPS) de membrana
plasmatica de células de E. coli (FARNAUD; EVANS, 2003). Assim os resultados
obtidos neste trabalho, em presenca dos fons Ca*" e Mg?*, corroboram com aqueles
descritos na literatura para AMPs catiénicos e/ou ricos em histidina e/ou glicina.

Em contrapartida, os fons metalicos Zn**, Mn®** e Cu®* podem ter influéncia
positiva na atividade de diversos AMPs catibnicos, dependendo diretamente da
composicdo de residuos de aminoacidos e da estrutura do peptideo (LIBARDO et
al., 2014; ALEXANDER; THOMPSON; COWAN, 2018). Os resultados demonstram
que os fons Cu®" e Zn** afetaram diferentemente a atividade dos peptideos Chef la e

FAM-Chef la, influenciando suas atividades fungistaticas/anticandida (Tabela 18).
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De fato, enquanto a atividade do peptideo FAM-Chef la ndo foi afetada nas
concentracdes testadas de ions Cu®*, a de Chef la foi influenciada positivamente em
concentracdes iguais ou superiores a 50 pmol.L™ de Cu®*, onde observamos um
decréscimo de 2 a 4 vezes nos valores de MIC (50 e 100 pmol.L™? de Cu?,
respectivamente. Na presenca de fons Zn** foi possivel observar melhor esta
influéncia positiva, pois para ambos os peptideos observamos decréscimo nas MICs,
sendo que na presenca de 10 pmol.L™ de Zn?* os valores de MIC decresceram em 4
e 8 vezes para FAM-Chef la e Chef la, respectivamente. A 25 e 50 pmol.L™ de
ZnCl,, os valores das MICs diminuiram em 16 e 32 vezes, sendo que em 100
umol.L™ este decréscimo foi de 32 e 64 vezes, respectivamente. Tais diminuicées
dos valores de MICs permitem inferir uma maior influéncia dos fons Zn** sobre a
atividade anticandida do peptideo Chef la em relacdo aos ions Cu®*.

Estes resultados estdo de acordo com os da literatura referentes a peptideos
ricos em histidina e peptideos com a capacidade de coordenar zinco, tais como
bacitracina A, dermcidina, clavanina A, kappacina e calprotectina (ALEXANDER,;
THOMPSON; COWAN, 2018). A bacitracina A € um AMP ciclico que na presenca de
fons Mn** inibe o crescimento de S. aureus e Enterococcus spp. Entretanto, sua
acdo antimicrobiana provém da ligacdo do peptideo aos ions Zn**, Na* e & molécula
de bactoprenol, essencial para a biossintese de parede celular bacteriana
(STORMS; STROMINGER, 1973).

Os fons Zn?* também sdo fundamentais para a acdo antimicrobiana do AMP
dermcidina (DCD-1L: SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVK
DVLDSVL*). Estes ions sdo responsaveis pela estabilizacdo do canal formado na
membrana plasmatica pela sua acdo, sendo ele formado por trés dimeros

antiparalelos de a-hélice do peptideo inserido perpendicularmente a membrana
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plasmatica (BECUCCI et al.,, 2014; ALEXANDER; THOMPSON; COWAN, 2018).
Similarmente, a atividade antibacteriana da clavanina A (ClavA/Tabela 6) também é
influenciada positivamente por fons Zn**, que potencializam a despolarizacdo de
membrana, fluxo extracelular de ions K™ e a formacéo de poros (JULIANO et al.,
2017). O quelato Zn-ClavA induz a morte celular de E. coli através de danos ao DNA
plasmidial (LEE; CHO; LEHRER, 1997; JULIANO et al., 2017).

Outro exemplo da influéncia dos fons Zn®* na atividade de AMP catiénico é a
kappacina/k-caseina nao glicosilada (MAIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTTEA
VESTVATLEDSPEVIESPPEINTVQVTSTAV®), antibacteriano que se torna ativo em
pH alcalino (pH 7,2) frente as células de Streptococcus mutans ao interagir com 2
fons Zn®* ou Ca*" (DASHPER et al., 2005). De forma semelhante, a calprotectina
que contém duas cadeias polipeptidicas s6 exibe atividade frente a C. albicans na
presenca de Zn** (30 pmol.L™}), sendo este fon responséavel pela formacéo de seu
heterodimero (MRP8-MRP14) e consequente atividade anticandida (SOHNLE et al.,
2000).

Com relacdo as MFCs de Chef la, os fons divalentes metalicos testados Ca?",
Mg** e Zn®* nao influenciaram positivamente sua atividade candidacida. O mesmo
ndo ocorreu em concentracdes iguais ou superiores a 25 umol.L™* de Cu?*, pois a
Chef la exibiu atividade fungicida/candidacida influenciada positivamente (diminuicdo
de 2 a 4 vezes da MFC).

Quanto ao analogo fluorescente FAM-Chef la, a sua atividade candidacida
ndo foi influenciada na presenca de zn* (MFC: 25 pmol.L™), ao contrario do que
ocorreu com a sua atividade anticandida. Os fons Cu®* influenciaram de forma
singular sua atividade: negativamente em 10 umol.L™ de Cu®** (aumento de 4 vezes

da MFC, indicando atividade anticandida) e positivamente a partir de 25 pmol.L™ de
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Cu?* (diminuicdo de 2 vezes da MFC, indicando atividade candidacida). Assim, de
forma geral, observou-se um padrdo similar de influéncia dos fons Cu® nas
atividades candidacidas dos peptideos Chef la e FAM-Chef la, o mesmo néo
ocorrendo com fons Zn?*.

Tais observacdes estdo em sintonia com estudos anteriores que verificaram a
influéncia de ions divalentes nas atividades de AMPs ricos em histidina. Dentre eles,
estdo as histatinas, em especial a Hst 5 (Tabela 6), que apresenta maior atividade
frente & C. albicans (MELINO et al., 1999) e liga Cu?** e Ni** com alta afinidade
devido ao motivo N-terminal ATCUN (Figura 19), que sera discutido mais
profundamente no item 4.5. dessa dissertacdo. Devido a presenca do sitio de
ligacdo a Zn?* (descrito como: HEXXH) as histatinas também quelam fons Zn?*

(MELINO et al., 1999; BREWER; LAJOIE, 2000).

| pepribeo |

Figura 19. Esquema do motivo ATCUN de um peptideo. Adaptado de GONZALEZ et al., 2018.

De fato, Melino e colaboradores (1999) verificaram que a coordenacdo entre
fons Zn** e a Hst 5 é responsavel pela sua maior estruturagcdo em a-hélice em pH
7,3. Esses autores observaram que na presenca de fons Zn?* o peptideo induziu a
fusdo de lipossomos e se tornou mais ativo frente a C. albicans, sendo a ordem de
influéncia positiva dos ions divalentes metalicos testados a seguinte:
Zn**>Cu?*>Mg*>Ca*" (MELINO et al., 1999). A acéo bactericida frente & E. faecalis
da Hst 5 também foi aumentada na presenca de fons Zn?* e diminuida em presenca

de Ca®" e Mg®", todos em 50 umol.L™* (RYDENGARD et al., 2006). A quelacdo de
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fons Fe*" ou Zn** & Hst 5 também a tornou resistente & acéo proteolitica da tripsina
(PURI et al., 2015).

De uma maneira geral, a acdo da Hst 5 em células de Candida albicans é
descrita pelos seguintes eventos: associacdo ao componente da parede celular
(laminarina / p1-3 glicano), acumulo intracelular, inibicdo da fosforilagcdo oxidativa na
mitocondria, extravasamento extracelular de ATP, interferéncia na enzima SOD
(desequilibrio no estresse oxidativo) e ligacdo ao DNA associada a atividade
nuclease em presenca de fons Cu®* ou Zn** (GYURKO et al., 2000; MELINO et al.,
2006, 2014; JANG et al., 2010; PURI; EDGERTON, 2014). Em presenca de Zn** a
Hst 5 se dimeriza e causa a fusdo de membrana com formacéo de poros, o0 que
explica o aumento de sua atividade quando em presenca destes ions (MELINO et
al., 2014).

A literatura também apresenta outros exemplos. Cole e colaboradores (2001)
estudaram a acdo de ions divalentes metéalicos na atividade do peptideo calcitermina
(VAIALKAAHYHTHKE®™), um derivado da proteina calgranulina C, tendo observado
que a presenca de fons Zn®* (100 pmol.L™) era capaz de recuperar a atividade do
peptideo frente as células de Listeria monocytogenes e aumenta-la frente as células
de E. coli (2 a 4 vezes). Eles também observaram uma influéncia negativa dos ions
Ca?" e Mg?* na atividade da calcitermina, sendo que em 1 mmol.L™ desses ions o
peptideo tornou-se inativo (COLE et al., 2001). Seis anos depois, Wei e
colaboradores (2007) descreveram o aumento da atividade frente as células de C.
albicans (diminuicdo de 2 vezes da MIC) do analogo truncado MUC7 12-mer em
presenca dos fons Zn?*. Esses autores também observaram que a atividade
antifingica do peptideo, mais alta em pHs 7-9, foi afetada negativamente por ions

Ca®* (aumento de 4 vezes da MIC) e ficou inalterada em presenca de fons Mg?* (até
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5 mmol.L") (WEI; CAMPAGNA; BOBEK, 2007). Sete anos depois, Walkenhorst e
colaboradores descreveram sinergismo entre o peptideo antimicrobiano catiénico
ARVA (RRGWALRLVLAY*-NH,) e os fons Cu?* e Zn** na inibicdo de crescimento
de C. albicans, P. aeruginosa e S. aureus (WALKENHORST; SUNDRUD;
LAVIOLETTE, 2014). Mais recentemente, Juliano e colaboradores (2017) também
evidenciaram a influéncia dos fons Ca**, Cu** e Zn®" na atividade do peptideo ClavA
(Tabela 6) frente as células de E. coli (MIC 64 pmol.L™), pois notaram a perda de
atividade do peptideo na presenca de fons Ca?* na relacdo 2 metal: 1 peptideo e o
seu aumento na presenca dos fons Cu®* e Zn** (diminuicdo da MIC em 2 e 16 vezes,
respectivamente) (JULIANO et al., 2017).

Por outro lado, a microplusina (HHQELCTKGDDALVTELECIRLRISPETNAA
FDNAVQQLNCLNRACAYRKMCATNNLEQAMSVYFTNEQIKEIHDAATACDPEAHHE
HDH®) é um peptideo anidnico descrito como rico em cisteina e em histidina (suas
porcées N- e C-terminais) e quelante de fons Cu?* que ndo apresentou alteracdes de
atividade frente a Micrococcus luteus na presenca dos fons zZn**, Ca®** ou Mg*".
Entretanto, ele tem a sua atividade diminuida em presenca de ions Cu®** (aumento
de 8 vezes a MIC), sendo importante ressaltar que ele teve sua acao antibacteriana
atribuida a “inanicdo/privacdo” de ions Cu®" (SILVA et al., 2009). Igualmente, o
andlogo truncado e amidado da Hst 5, P113 ou Demegen (Hst 54;s:
AKRHHGYKRKFH'?-NH,) teve sua atividade em células de C. albicans perdida na
presenca de Cu®** (MIC > 500 pg/mL) e aumentada na presenca de ions Zn?'
(reducéo de 15 vezes da MIC). O estudo ainda enfatizou a possibilidade de estes
ions atuarem como agonistas in vivo e do P113 levar a morte celular por coordenar
estes ions tornando-os indisponiveis (semelhante a microplusina) (PORCIATTI et al.,

2010).
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Sumarizando, é possivel notar diversos padrdoes de influéncias dos ions
metélicos Ca?*, Cu®*, Fe*", Mg®*, Mn?*, Na* e Zn*" nas atividades dos AMPs aqui
analisados e descritos, o que ratificam os resultados obtidos com os analogos Chef
la e FAM-Chef la.

4.2.3. Bioensaios com Chef la ou FAM-Chef la em meio tamponado

A fim de averiguar o estado de protonacdo dos oito residuos de histidina
presentes nos peptideos Chef la e FAM-Chef la, optou-se pelo uso do pH 7,4
através da adicdo do tampéo Tris-HCl ao meio de cultura PDB (como descrito no
item 4.2.1.). Entretanto, nenhum dos peptideos apresentou atividade neste meio
tamponado (Tabela 19), corroborando os demais encontrados na literatura para
AMPs ricos em histidina (p.ex. MUC7, HSWYG, Hst 5 e LAH4) que mostram que, de
maneira geral, as atividades antimicrobianas destes AMPs sdo aumentadas em pH
acidos e reduzidas em pH alcalinos principalmente devido a protonacdo dos grupos
imidazélicos que Ihes conferem maior carga liquida (SATYANARAYANA et al., 2000;
AISENBREY; BECHINGER, 2014; WANG, 2014; NICOL et al., 2018).

Tabela 19. Valores das MICs e MFCs de Chef la e FAM-Chef la em meio PDB tamponado (pH 7,4)

frente a C. parapsilosis na auséncia ou presenca de Cu** e Zn**. ND: ndo determinado.
MIC (umol.L™) / MFC (umol.L™)

Ehelok 0 umol.L* 10 pmol.L* 25 umol.L” 50 pmoll? 100 pmol.L™
Cobre (CuCly) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 100/>100
Zinco (ZnCl,) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 25/>100

FAM-Chef la + 0 umol.L* 10 pmol.L* 25 pmol.L™* 50 pmol.L™ 100 pmol.L™
Cobre (CuCly) >100/>100 ND ND >100/>100 >100/>100
Zinco (ZnCl,) >100/>100 ND ND >100/>100 >100/>100

O efeito do pH na atividade antimicrobiana do peptideo rico em histidina
ClavA foi examinado por Lee e colaboradores (1997), que o testaram e seu analogo
amidado (ClavA-NH,) nos pH 5,5, pH 6,5 e pH 7,4, verificando maior atividade frente

a E. coli, Listeria monocytogenes, S. aureus e C. albicans em pH 5,5 do que em pH
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7,4, sendo que nenhum dos dois foi capaz de permeabilizar as membranas de E. coli
em pH 7,4 (LEE; CHO; LEHRER, 1997). De forma semelhante, as gaduscidinas 1 e
2 (Gad 1 e Gad2/Tabela 6) apresentam atividades antimicrobianas dependentes de
pH, pois estudo de 2015 evidenciou maior atividade de Gad 2 em pH acido (pH 5)
que em pH alcalino (pH 7) frente as células de E. coli, bem como capacidade de
matar linhagens de células cancerigenas (carcinoma, ovario e prostata) através da
formacdo de poros e rompimento da membrana celular (MCDONALD et al., 2015).
Outro exemplo € o peptideo calcitermina, estudado por Cole et al., 2001, que € mais
ativo em pH 5,4, (E. coli e L. monocytogenes) e inativo em pH 7,4 (COLE et al.,
2001).

Aisenbrey e Bechinger (2014) demonstraram a influéncia dos ions K* na
orientacdo e atividade antimicrobiana do peptideo rico em histidina (LAH4/Tabela 6)
gue atua através de insercdes na bicamada lipidica. Os resultados demonstraram
que LAH4 foi mais ativo em pH menores que 5 do que em pH superiores a pH 7
(AISENBREY; BECHINGER, 2014). Devemos citar, entretanto, alguns AMPs que
sdo mais ativos em pH alcalinos como o MUC7 20-mer/Tabela 6, que apresentou
maior atividade anticandida para C. albicans em pH 7 - 9 do que em pH 5 - 6 (WEI,
CAMPAGNA; BOBEK, 2007). Outro exemplo é o peptideo dermcidina/ Tabela 6, que
exibiu melhor estabilizacdo dos dimeros de a-hélice em pH 7,0 na presenca de ions
Zn** (BECUCCI et al., 2014).

Portanto, os resultados obtidos em meio ndo tamponado em pH 5,1 (Tabela
18) e em meio tamponado em pH 7,4 na presenca de ions Zn*" e Cu®* mostrados na
Tabela 19 concordam com aqueles os citados acima, pois como € possivel notar,
em 100 umol.L™ de Cu?* ou Zn?' a atividade anticandida do peptideo Chef la foi

restaurada (MIC 100 e 25 pmol.L™?, respectivamente), o que n&o ocorreu para FAM-
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Chef la. No meio tamponado em pH 7,4 nenhum dos peptideos apresentou atividade
candidacida na auséncia ou presenca dos ions, sugerindo que para cada peptideo
houve a formacdo de quelatos estruturalmente diferentes na presenca de cada ion
aumentando ou diminuindo sua atividade frente as células de C. parapsilosis. Ainda
€ importante mencionar que Kulon e colaboradores (2008) estudaram a capacidade
de coordenacédo do peptideo Demegen - P113 (analogo truncado da Hst 5) com ions
Cu?* em diferentes pHs e com maior estabilidade e atividade em pHs 5 - 6.

Em geral, biomoléculas que contém histidinas envolvidas na coordenacédo de
fons zn**, cu®, Fe*, Ni** e Mn?** se mostram mais ativos em pH &cidos
principalmente devido a protonacéo desses residuos, que favorecem a coordenacao
(LEE; CHO; LEHRER, 1997; COLE et al., 2001; LOBODA; KOZLOWSKI;
ROWINSKA-ZYREK, 2018). Situacbes similares foram evidenciadas em algumas
proteinas humanas que reconhecem peptideoglicanos (WANG et al., 2007), como a
glicoproteina rica em histidina (HRG) que se liga a heparina e Zn* (MORGAN, 1981;
RYDENGARD et al., 2007). A ligacdo da HRG a heparina depende da protonacg&o
dos residuos de histidina (13% de sua composi¢cédo) em pH acido, que na presenca
dos fons Zn?" sofre uma mudanca conformacional que resulta em uma ligacdo de
maior afinidade a heparina (JONES; HULETT; PARISH, 2005).

Segundo a PhytAMP (base de dados de AMPs de plantas/ HAMMAMI et al.,
2009), o ponto isoelétrico (pl) do peptideo Chef | € 8,04. Se levarmos em conta 0s
valores de pKas descritos na Tabela 20, € possivel calcula-lo para seus analogos
chegando a 9,62 para Chef la e 8,24 para o analogo fluorescente FAM-Chef la. A
Tabela 21, portanto, traz as cargas liquidas dos analogos nos pHs de estudo 5,1 e

pH 7,4.
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Tabela 20. Relagdo dos valores de pKa dos grupos ionizdveis presentes nos peptideos estudados.
Referéncias (1): (NELSON; COX, 2002) (2): (MOLECULAR PROBES, 2010)

Grupos pKa Ref.
yCOOH 2,35 1
Histidina 6,0 (pKg) 1
5(6)-carboxifluoresceina ou FAM 6,4 2
aoNH, 9,87 1
Tirosina 10,07 (pKR) 1

Tabela 21. Cargas liquidas estimadas dos peptideos Chef la e FAM-Chef la nos pHs 5,1 e 7,4, bem
como os estados de protonacdo previsto de suas histidinas.

pH 5,1 pH 7,4

Carga Estado das Carga Estado das

liquida histidinas liquida histidinas
Chef la +9 Protonadas +1 Desprotonadas
FAM-Chef la +9 Protonadas 0 Desprotonadas

Em resumo, os resultados aqui descritos estdo de acordo com os da literatura
ao indicarem que a acao antimicrobiana dos peptideos estudados séo favorecidas
em pH 5,1 e, principalmente, quando coordenados com fons Cu®* ou Zn?*. De fato, a
protonacdo dos residuos de histidina parece ser um fator limitante para a atividade
biologica dos peptideos Chef la e FAM-Chef la nos pHs estudados.

4.2.4. Bioensaios com Chef la ou FAM-Chef la em meios ndo tamponado ou
tamponados de alta forca ibnica
e Naauséncia/presenca dos fons Zn** ou Cu?*

Por se tratar de peptideos catidnicos era esperado que as suas atividades
antifangicas fossem alteradas em presenca de NaCl. Esta alteracdo ocorre,
principalmente, devido ao enfraquecimento das interacGes eletrostaticas entre o
AMP e os grupos anidnicos da membrana celular, primeira etapa do modo de acao
de AMPs (vide item 1.2.). Os ensaios realizados em pH 5,1 e 7,4 na auséncia dos
fons Cu®** e Zn?* evidenciaram inatividade. Ambos os peptideos s6 foram ativos em
pH 5,1 na presencados ions (Tabela 22).

Resultados semelhantes foram encontrados por Remuzgo e colaboradores

(2014) para Chef la, pois somente em 17,1 mmol.L™ de NaCl o peptideo foi ativo
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(MIC 50 pmol.L™") frente as células de C. albicans MDMS8. Contudo, em
concentracdes iguais ou superiores a 34,3 mmol.L™ de NaCl o peptideo perdeu
totalmente sua atividade (REMUZGO et al., 2014).

Diversos resultados da literatura encontrados para peptideos ricos em glicina
e/ou histidina ratificam tais resultados como, por exemplo, os obtidos para o
peptideo AFP (Tabela 6), que teve sua atividade abolida frente & C. albicans na
concentracéo de 154 mmol.L™* de NaCl (IIJIMA; KURATA; NATORI, 1993).
Tabela 22. Valores das MICs e MFCs da Chef la e FAM-Chef la frente a C. parapsilosis em presenga de
NacCl (42,8 - 154 mmol.LY), pH 5,1, na auséncia e presenca de Cu®* e Zn**. ND: n3o determinado.

MIC (umol.L™) / MFC (umol.LY)
Chef la + 0 umol.L™ 10 pmol.l™ 25 pumol.L” 50 pmol.L* 100 umol.L™

42,8 mmol.L”! NaCl +
Cobre (CuCl,) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100

Zinco (ZnCl,) >100/>100 >100/>100 3,125/>100 1,56/>100 0,78/>100
85,6 mmol.L™" NaCl +

Cobre (CuCly) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 50/>100

Zinco (ZnCl,) >100/>100 12,5/>100 3,125/>100 1,56/>100 0,78/>100

154 mmol.L” NaCl +
Cobre (CuCl,)  >100/>100  >100/>100  >100/>100 >100/>100 >100/>100
Zinco (ZnCl,)  >100/>100  >100/>100  1,56/>100 0,78/>100 0,78/>100

FAM-Chefla+ Opmoll® 10pmoll® 25umoll™ 50 pmol.l* 100 pmol.L™

42,8 mmol.L”! NaCl +

Zinco (znCl)  >100/>100 ND ND ND 1,56/3,125
85,6 mmol.L” NaCl +

Zinco (ZnCl)  >100/>100 ND ND ND 1,56/3,125
154 mmol.L™ NaCl +

Zinco (znCl)  >100/>100 ND ND ND 3,125/3,125

Da mesma forma, o analogo MUC7 12-mer, rico em histidina, teve sua
atividade afetada a partir de 50 mmol.L™ de NaCl, sendo praticamente perdida em
150 mmol.L* (10% de perda da viabilidade celular de C. albicans)(WEI;
CAMPAGNA; BOBEK, 2007). Similarmente, os peptideos ClavA (Tabela 6) e seu
analogo amidado foram inativos frente as células de E. coli (LEE; CHO; LEHRER,

1997) em NaCl 300 mmol.L™, bem como o peptideo magainina-1 foi inativo em NaCl
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100 mmol.L™. O peptideo tenecin 3 (Tabela 6) também perdeu sua atividade frente &
C. albicans e S. cerevisiae na presenca de NaCl 150 mmol.L?, reforcando a
influéncia negativa destes ions monovalentes na atividade dos peptideos ricos em
glicina e/ou histidina (KIM et al., 2001).

Ja com relacdo aos AMPs catidnicos, podemos citar o do peptideo catiénico
HP (2-20) (AKKVFKRLEKLFSKIQNDK'), inativo frente & C. albicans em presenca
de NaCl 135 mmol.L* (PARK et al., 2008) e o peptideo anfipatico calcitermina
(VAIALKAAHYHTHKE™) inativo frente & E. coli em NaCl 100 mmol.L™* (COLE et al.,
2001). Por outro lado, sabe-se que os derivados sintéticos de cecropina e melitina
(CEME, CEMA, CP26, CP29, CP201 e CP208) estudados por Friedrich e
colaboradores (1999) tiveram mantidas a atividade de permeabilizacdo celular em
Pseudomonas aeruginosa a 300 mmol.L™ de NaCl (FRIEDRICH et al., 1999) e que o
peptideo P18 (derivado de cecropina A e magainina 2) foi capaz de matar C.
albicans na presenca de 100-200 mmol.L™ de NaCl, (SHIN et al., 2002). Da mesma
forma, as seis catelicidinas estudadas por Travis e colaboradores (2000), que
incluem LL-37 e CAP18, foram ativas em 25 a 175 mmol.L™* de NaCl (TRAVIS et al.,
2000), apesar de a primeira ter sido inativada frente a Actinobacillus
actinomycetemcomitans em 140 mmol.L™* NaCl e concentracées superiores do sal
(TANAKA; MIYASAKI; LEHRER, 2000).

Resumidamente, os resultados em altas salinidade e forca idnica obtidos no
presente trabalho na auséncia dos fons Cu?* e Zn** estdo em concordancia com os
resultados encontrados na literatura para peptideos ricos em histidina e/ou glicina.
Como mostra a Tabela 22 em NaCl 42,8 mmol.L™ e nas concentracdes testadas de
Cu?*, o peptideo Chef la ndo foi ativo. Na mesma concentracdo de NaCl ele foi

capaz de recuperar sua atividade a partir de 25 umol.L™* de Zn?* (MIC 3,125 pumol.L"
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1, tendo sido observada a diminuicéo da MIC de 2 e 4 vezes em 50 e 100 pmol.L™
do metal, respectivamente). Em NaCl 85,6 mmol.L™ os fons Cu?* (100 umol.L™)
foram capazes de recuperar a atividade anticandida do peptideo (MIC 50 pmol.L™), o
mesmo ocorrendo com fons Zn?* a partir de 10 pmol.L™ (diminuicdo da MIC de 4, 8 e
16 vezes em 25, 50 e 100 pmol.L™ de Zn**, respectivamente). Finalmente, em NaCl
154 mmol.L™* em presenca dos ions Cu?* Chef la se mostrou inativo, oposto ao que
ocorre nas mesmas condicdes em presenca de ions Zn?*, sendo que a partir de 25
umol.L* de Zn*" a MIC foi de 1,56 umol.L™ . Com relacdo aos valores de MFC os
resultados também mostrados na Tabela 22, indicaram inatividade candidacida do
peptideo Chef la em todas as concentracdes de NaCl testadas.

Quanto ao peptideo FAM-Chef la, ele foi ensaiado apenas em 100 pmol.L™ de
Zn?" nas trés concentracdes de NaCl ja citadas acima. Em todas elas, o peptideo foi
ativo na presenca de Zn**, as MICs foram de 1,56 - 3,125umol.L™ evidenciando mais
uma vez sua influéncia positiva na atividade anticandida. Com relagéo aos valores
de MFC os resultados obtidos indicaram atividade fungicida/candidacida significativa
(3,125 pmol.L™) do peptideo FAM-Chef la quando em presenca de 100 pmol.L™* Zn?*
nas concentracdes de NacCl testadas.

Em conjunto, os resultados obtidos na presenca de zinco evidenciam a
importancia do metal para a atividade fungicida de um peptideo rico em histidina e
glicina (FAM-Chef Ia) tanto em baixa e alta forca ibnica.

4.3. Andlise do efeito de FAM-Chef la em células vivas ou fixadas de C.
parapsilosis

o Na auséncia/presenca de fons Zn**

As andlises das células previamente incubadas com o peptideo (0,5 MIC 6,25

pumol.L™ ou 1 MIC 12,5 umol.L™) e o marcador de vactiolo CMAC-Blue (25 umol.L™)
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na auséncia ou presenca de 10 umol.L™* de ZnCl, evidenciaram a internalizagéo do
peptideo fluorescente tanto em células fixadas em formaldeido 3,7 % (Figuras 20 e
21, Apéndices 1-4 e 7) quanto em células vivas (Figura 22, Apéndices 5-7). Foram
observados dois padrdes de localizacao celular, sendo o primeiro a concentracao no
vacuolo (Figuras 20-22, setas cheias +) e o outro, distribuicdo por todo o contetudo

interno celular (citoplasma/ Figuras 20-22, setas simples—).

Figura 20. Células fixadas de C. parapsilosis apds incuba¢do do marcador de vacuolo celular CMAC-
Blue (azul/ 25 pmol.L') com o peptideo marcado FAM-Chef la [verde/ 0,5 MIC (A) e 1 MIC (B)] na
auséncia de ions ZnCl,, evidenciando localizagGes no vacutolo (setas cheias =*), citoplasma (setas
simples—>) e, em alguns casos, colocaliza¢do dos marcadores (setas ponta redonda -#). A esquerda:
sobreposicdo dos canais cinza, azul e verde; a direita: sobreposi¢do dos canais azul e verde. Barra
inferior direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J.

Colocalizagbes do peptideo com o marcador de vacuolo celular foram
observadas nas células fixadas e vivas na auséncia ou presenca de fons Zn?'
(Figuras 20-22, setas ponta redonda -®). Porém, nas células vivas e na auséncia
de fons Zn?* foi observada somente uma unidade com colocalizacdo (Apéndices 5 e

7), resultado diferente daqueles observados nas mesmas condicbes em células

fixadas (Apéndices 2 e 7).
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Figura 21. Células fixadas de C. parapsilosis apds incubacdo do marcador de vacuolo celular CMAC-
Blue (azul/ 25 umol.L-1) com o peptideo marcado FAM-Chef la [verde/ 0,5 MIC (A) e 1 MIC (B)] e 10
umol.L* de ZnCl,, evidenciando localizagdes no vactolo (setas cheias =), citoplasma (setas
simples—>) e, em alguns casos, colocalizagdo dos marcadores (setas ponta redonda ). A esquerda:
sobreposicdo dos canais cinza, azul e verde; a direita: sobreposicdo dos canais azul e verde. Barra
inferior direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image T,

24

0 SV asem Zn

Figura 22. Células vivas de C. parapsilosis apds incuba¢do do marcador de vacuolo celular CMAC-Blue
(azul/ 25 umol.L™") com o peptideo marcado FAM-Chef la (verde/ 1 MIC: 12 umol.L™") na auséncia (em
cima) ou presenca (embaixo) de 10 pmol.L™ de ZnCl,, evidenciando localizacdes no vactolo (setas
cheias ) ou citoplasma (setas simples->). A esquerda: sobreposi¢do dos canais cinza, azul e verde; a
direita: sobreposicdo dos canais azul e verde. Barra inferior direita: 10um. Imagens obtidas através
do programa Fiji - Image S
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Em todas as anélises o numero total de células marcadas em azul (CMAC-
Blue) foi maior do que o de células marcadas em verde (FAM-Chef la) (Tabela 23),
variando de 2 a 3 vezes mais nas células fixadas (0,5 ou 1 MIC e auséncia ou
presenca de ZnCl,, respectivamente) e de 5 a 9 vezes mais nas células vivas
(auséncia e presenca de ZnCl,, respectivamente). As colocalizacbes nas células
fixadas foram expressivas tanto na auséncia (2 vezes/1 MIC) e presenca de ZnCl; (2
vezes/0,5 MIC), entretanto, nas células vivas, estas colocalizacbes foram mais

expressivas na presenca de ZnCl,.

Tabela 23. Relacdo dos valores totais de células azuis (A), verdes (V), ndo coradas (S), total e azuis
pertencentes a verde/colocalizacdo azul e verde (AeV) para células fixadas (0,5 e 1 MIC) e vivas na
auséncia ou presenca de ZnCl,.

A Vv S AeV | Total

Células fixadas
Semzn®* 136 78 202 18 | 434
Comzn®* 148 57 193 31 | 429
Semzn®* 173 101 108 48 | 430
Comzn®™ 127 64 116 27 | 334
Células vivas
Semzn®* 760 155 549 1 | 1465
Comzn®* 938 103 471 26 | 1538

0,5 MIC

1 MIC

1 MIC

Ao comparar o numero de células totais fixadas e vivas analisadas na
auséncia de ZnCl, (1 MIC), percebe-se que o primeiro caso representa um pouco
mais de um terco do numero total de células vivas analisadas. J4 na presenca de
ZnCl,, o valor total de células fixadas analisadas representa mais de um quarto do
valor total de células vivas. Por isso, andlises estatisticas foram realizadas, bem
como célculos do tamanho amostral adequado, a fim de assegurar resultados
estatisticamente confidveis e concretos.

Para se realizar a analise estatistica € necessario definir o tipo de teste de
hipétese mais adequado para cada amostra, tendo sido realizados testes de

normalidade (teste D’Agostino, amostras k) para as amostras (Anexo 7) das
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seguintes variaveis: azuis (A), verdes (V) e colocalizactes (AeV). A Tabela 24 traz o

resultado dos testes de normalidade com os p-valores encontrados para todas as

amostras.

Tabela 24. Rela¢do dos p-valores para os testes de normalidade D'Agostino, valores significativos

estdo em negrito (nivel de significancia de 0,05).

Azul (A)
\ p-valor
Células fixadas
Semzn™ | >0,05
IMIC com zn? >0,05
Células vivas
Sem zn™ | >0,05
IMIC comzn? >0,05
Verde (V)
‘ p-valor
Células fixadas
Sem zn** | >0,05
0,5 MiC Comzn** | <0,05
Sem zn™ | >0,05
IMIC com zn® <0,05
Células vivas
Sem zn™ | >0,05
IMIC comzn? >0,05

Colocalizagdes (AeV)

‘ p-valor
Células fixadas
Sem zn** | >0,05
O5SMIC om zn2* >0,05
Semzn™ | <0,01
1mic Com zn** | 50,05
Células vivas
Semzn™ | <0,01
IMIC om zn? >0,05

De posse desses resultados, foram realizados calculos do tamanho amostral

adequado e teste de hipétese adequado. A maioria das amostras nao apresentaram

distribuicdo normal e para essas foram realizados os testes ndo-paramétricos de

Mann-Whitney e Qui-quadrado. J& as amostras da variavel verde (V) na presenca de

Zn** e nas concentracdes de 0,5 e 1 MIC apresentaram distribuicdo normal e para

essas, portanto, foi realizado o teste paramétrico do Teste t.

A Tabela 25 traz os resultados dos testes de hipéteses realizados.
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Tabela 25. Resultados dos calculos de tamanho amostral, teste de hipdteses (p-valores) e poder dos
testes para as varidveis: "colocalizacdes" e "auséncia/presenca de Zn’"" ou “concentra¢des do
peptideo de 0,5 e 1 MIC"; "células verdes/ sem colocalizagdes" e "auséncia/presenca de Zn*"" ou
“concentracdes do peptideo de 0,5 e 1 MIC"; "células azuis" e "células fixadas e ndo fixadas".

Colocalizagoes (AeV)

Tamanho amostral
Obtido Poder do teste p-valor
2+ 2+ Calculado
Sem Zn“ /com Zn
e  Células fixadas
0,5 MIC 18/31 31/31 78% (18/18)* 0,4057
1 MIC 48/27 8/8 95% 0,0191
e  Células vivas
1MIC | 1/26 33 | 78% (1/1)* 0,0002
Obtido
0,5 MIC e 1MIC
e  (Células fixadas
Sem zn** 18/48 2/2 95% 0,0015
Com zn* 31/27 o/ Tamanho amostral ndo se aplica, teste é inviavel 0,8206
Células verdes (V)
Obtido
Sem Zn**/com Zn**
e  Células fixadas
0,5 MIC 78/57 16/16 95% 0,0963
1 MIC 101/64 5/5 95% 0,0140
e  Células vivas
1MIC | 155/103 7/7 | 95% 0,0343
Obtido
0,5 MIC/ 1MIC
e  (Células fixadas
Ssemzn®™ | 78/101 16/16 95% 0,0890
Com Zn** 57/64 648/648 12% (57/57)* 0,6463
Células azuis (A)
Obtido
Fixadas/Vivas
Semzn® | 173/127 | 55/55 95% 0,0002
Com Zn** 760/938 | 363/363 95% 0,0002

Obs.: *Poder dos testes obtidos para os tamanhos amostrais indicados entre parénteses. Para cada
teste foi levado em conta um dos conjuntos das hipéteses (hipdtese nula: a presenca de zinco/
concentracdo de peptideo/ ndo afeta os resultados (u;=p,); hipdtese alternativa: a presenga de
zinco/ concentracdo de peptideo/ afeta os resultados (p;#L,).

No teste realizado entre as variaveis “colocalizagdes” (AeV) e “auséncia ou
presenca de Zn?", observou-se que a presenca de fons Zn** afetou as
colocalizacbes observadas para as amostras de 1 MIC (fixadas e vivas), mas nao

para as de 0,5 MIC fixadas. Desta forma, pode-se dizer que a presenca do peptideo

FAM-Chef la no vacuolo das células esta diretamente relacionada a presencga de
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fons Zn**, sendo este resultado mais confiavel para as amostras fixadas, onde o
poder do teste é de 95%.

Na auséncia de zZn** as colocalizacbes dependeram da concentracdo do
peptideo e foram influenciadas na MIC. Com relacédo & presenca de Zn?*, o teste de
hipétese nédo elucidou a influéncia ou ndo da concentracdo do peptideo na variavel
“colocalizagdes”, uma vez que o calculo do tamanho amostral necessario (oo/oo)
tornou o teste inviavel.

Outro teste de hipoétese foi realizado a fim de averiguar a internalizacdo do
peptideo nas células de C. parapsilosis para as variaveis “células verdes/ sem

2+n

colocalizacédo” e “auséncia ou presenga de Zn Os fons Zn** afetaram a
internalizacdo de FAM-Chef la na MIC (fixadas e vivas) e ndo afetaram para as de
0,5 MIC fixadas, sendo que o poder dos testes obtidos foi de 95% para todas as
amostras testadas. Tais resultados sdo similares aqueles obtidos no teste de
hipétese com a variavel “colocalizagdes”, indicando que as localizacbes
intracelulares do peptideo FAM-Chef la observadas neste trabalho (vacuolo ou
citoplasma) foram afetadas pela presenca de fons Zn*".

Para a variavel “células verdes/ sem colocalizagbes” a concentracao de
peptideo ndo afetou os resultados obtidos na auséncia ou presenca de Zn?*. Estes
resultados demonstram que a localizacdo citoplasmatica de FAM-Chef la nao
dependeu da concentragdo de peptideo nas células fixadas. Com a finalidade de
verificar a influéncia da fixagcdo com formaldeido (3,7%) na acdo do marcador de
vacuolo um ultimo teste de hipoétese foi realizado entre as variaveis “células azuis” e
‘células fixadas e nado fixadas”. Os resultados indicaram que a fixagdo com

formaldeido afetou a acdo do marcador de vacuolo celular (CMAC-Blue) tanto na

auséncia quanto na presenca de Zn**.
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Entretanto, as analises usando o teste do Qui-quadrado revelaram que as
diferencas observadas entre as categorias de células analisadas (Tabela 26) foram
significativas somente para as amostras na MIC, tanto para células vivas (p-

valor<0,0001) quanto para as fixadas (p-valor 0,0222).

Tabela 26. Tabelas de contingéncia (2x4) utilizadas nos testes do Qui-quadrado para células fixadas
(0,5 e 1IMIC) e vivas (1MIC) com os valores de células azuis (A), verdes (V), ndo coradas (S), azuis
pertencentes a verde/colocalizacdo azul e verde (AeV), total e os p-valores obtidos.

Células fixadas (0,5 MIC)

A \Y; S Aev | Total
Semzn® 136 78 202 18 434

Comzn® 148 57 193 31 429
Total 284 135 395 49 863

p-valor 0,0602

Células fixadas (1 MIC)

A v S Aev | Total
Semzn® 173 101 108 48 430
Comzn®™ 127 64 116 27 334
Total 300 165 224 75 764

p-valor 0,0222

Células vivas 1 MIC

A Y S Aev | Total

Semzn® 760 155 549 1 1465

Comzn® 938 103 471 26 | 1538
Total 1698 258 1020 27 | 3003
p-valor <0,0001

Assim, as andlises estatisticas feitas revelaram que:

— A concentracdo do peptideo (1/2 ou 1 MIC) nao interferiu na sua localizagcéo
intracelular (p-valor 0,0602);

— As diferencas observadas entre as categorias de células analisadas (verdes,
azuis e colocalizagfes) foram significativas para as analises feitas com o peptideo
fluorescente na MIC, tanto em células vivas (p-valor<0,0001) quanto fixadas (p-
valor 0,0222);

— A fixacdo com formaldeido (3,7%) afetou a acdo do marcador de vacuolo CMAC-

Blue (p-valor 0,0002);
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— Os fons Zn?* nas células fixadas influenciaram negativamente as localizacées do
peptideo citoplasmatica e vacuolar (p-valores 0,0014 e 0,0191, respectivamente);

— Nas células vivas a presenca dos fons Zn?' influenciou negativamente a
localizacdo do peptideo citoplasmética (p-valor 0,0343) e, positivamente a
vacuolar (p-valor 0,0002);

Dentre os mecanismos de ac¢ao celulares descritos para os peptideos que nao
perturbam a membrana plasmatica (CPPs) temos a translocacdo direta
(independente de energia) e a endocitose (dependente de energia). Hallbrink e
colaboradores (2001) investigaram a internalizacdo e cinética de alguns deles
(penetratina, TAT4s60 € MAP) e atribuiram uma relacdo positiva direta entre o
potencial de distlrbio de membrana e o momento hidrofébico peptidico (HALLBRINK
et al., 2001). Zaro e Shen (2003) verificaram a entrada do peptideo TAT4757 em
células eucaridticas e atribuiram o mecanismo de translocagdo como dependente a
um sitio de ligacdo/ligante na endocitose e ao numero de cargas positivas do
peptideo (ZARO; SHEN, 2003).

A translocacao direta e endocitose sdo mecanismos de acao descritos para o
peptideo Hst 5. Jang e colaboradores (2010) o estudaram e descreveram que
somente a translocacéo direta, e ndo a endocitose, foi capaz de matar células de C.
albicans. Esses autores observaram que a entrada do peptideo nas células era
concentracdo-dependente e que somente acima de certo limiar ocorreu a entrada de
iodeto de propideo (IP), tendo concluido que a translocacdo em si ndao era
responsavel pela perturbacdo na membrana e sim, a alta densidade de peptideo,
gue causava os dobramento e posterior rompimento da bicamada lipidica (JANG et
al., 2010). Resultados semelhantes ja tinham sido encontrados por Remuzgo (2009)

com o peptideo Chef la quando observou que o peptideo penetrava as células de C.
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albicans MDM8 e somente acarretava a entrada de IP em concentragées maiores ou
iguais a 2,5 x MIC de Chef la.

De uma maneira geral, os resultados do presente trabalho sugeriram dois
mecanismos de acdo para o peptideo FAM-Chef la: a translocagcdo direta e a
endocitose. Através das andlises estatisticas, poderiamos inferir que 0 mecanismo
seria a translocacédo direta, porém, ambos 0s mecanismos parecem acontecer nas
células analisadas e, portanto, o resultado do efeito dos fons Zn?* aqui observado
nao exclui a endocitose. De fato, um trabalho anterior a este evidenciou que a
internalizacdo do peptideo FAM-Chef la em células de C. albicans MDM8 ocorria
através de mecanismo dependente de energia e temperatura (REMUZGO, 2009).

Juliano e colaboradores (2017) investigaram a localizacdo intracelular do
peptideo ClavA (Tabela 6) em presenca de fons Zn?* (proporcédo 1:2 de peptideo e
metal) e observaram uma localizacao intracelular diferente daquela descrita para o
peptideo sozinho (LEE; CHO; LEHRER, 1997), pois 80% das células bacterianas
analisadas apresentavam o composto Zn-ClavA ligado a membrana celular e
concentrados em um unico “loci” por célula. Eles também observaram que o
peptideo ClavA na presenca de Zn?* apresentou atividade nucledsica e,
possivelmente, o DNA como alvo intracelular, tendo concluido que Zn-ClavA atuou
em células de E. coli através do mecanismo carpete/’detergente-like” (Figura 5).

Com base nas informacg0es ja listadas na introducéo desta dissertacédo (item
1.2.), diversos peptideos tiveram o0s seus mecanismos de agdo estudados, dentre
eles os ricos em histidina e/ou glicina como o peptideo tenecina 3 (Tabela 6), que
apresenta mecanismo de acdo dependente de energia e temperatura (endocitose)
ocasionando a morte celular em C. albicans, enquanto que o do peptideo MUC 7 20-

mer (Tabela 6) foi descrito por atuar de forma independente de energia e sem
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perturbacdo de membrana (translocacao direta) (KIM et al., 2001; BOBEK; SITU,
2003).

Por outro lado, a Hst (Tabela 6) e seu analogo N-terminal (regido rica em
glicina) foram descritos com a capacidade de se ligar a quitina, indicando um
possivel ligante deste peptideo nas células estudadas (C. albicans, E. coli e S.
cerevisae) e mecanismos de internalizacdo por translocacao direta ou endocitose
(SPERSTAD et al., 2009). Ja o peptideo AFP (Tabela 6) foi descrito como capaz de
se ligar as células de C. albicans, causar efluxo do conteudo intracelular e, por
consequéncia, inviabiliza-las (I1JIMA; KURATA; NATORI, 1993). O peptideo YD1
(Tabela 6) foi relatado por inviabilizar as células de E. coli através da translocacao
direta e associacdo ao DNA (RAHMAN et al., 2017).

Cabe ainda comentar que o0s peptideos que possuem a capacidade de
penetrar a célula através da endocitose também apresentam capacidade
endossomolitica, como por exemplo, os CPPs ricos em histidina HSWYG e LAH4,
gue apresentam alto grau de transfec¢cdo de DNA e demais cargos intracelulares e
sdo caracterizados pela sua capacidade de romper a membrana do endossomo.
Uma vez dentro do endossomo (pH 4-7) os residuos de histidina sdo protonados e
possibilitam o rompimento da membrana endossomal e liberagéo intracelular dos
cargos (MANN et al., 2008).

4.4. Analises por espectroscopia de dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular (DC) da Chef la foram obtidos na auséncia e
presenca dos fons Cu?* e Zn?* (0 - 100 pmol.L™Y) em pH 5,0 e pH 7,4 (Figura 23A). A
Tabela 27 lista todas as bandas observadas. As bandas positivas de 192 e 223 sdo
indicativas da presenca de estruturas em folha-B pregueada e dobras B (CHANG;

WU; YANG, 1978; POWERS; ROZEK; HANCOCK, 2004; DONG et al., 2012).
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Tabela 27. Relagdo das bandas maximas e minimas (nm) obtidas nos espectros de DC da Chef la em
pH 5,0 na auséncia e presenca de ions Cu®* ou Zn** e na auséncia destes em pH 7,4.
Bandas
Positivas (nm) ‘ Negativas (nm)

Chef la pH 5,0

opumol.Ll™  zn* oucu™ 192; 223 210; 235
20 pmol.L! 191; 235 208; 235
50 umol.L™” Zncl, 191; 223 208; 237; 248
100 pmol.L™ 192; 221 207; 214; 241
20 pmol.L! 190; 215 205; 237
50 umol.L™” Cucl, 198; 218 190; 210; 239
100 pmol.L™ 200; 216 190; 214; 237
CheflapH 7,4
opumol.L™  zn* ou cu®™ 195;219 | 190;205; 242

Ambos os ions influenciaram diferentemente os espectros de Chef la em pH
5,0, sendo que a partir de 50 pmol.L™ dos fons foram observadas alteracdes e
deslocamentos das bandas indicativas de estruturas [, visto que na presenca de
fons Zn** ocorreu estabilizacéo de estruturas em folha-B pregueada (Figura 23B) e
na presenca de fons Cu®', estabilizacdo de estruturas em dobra-B (Figura 23C)
(CHANG; WU; YANG, 1978). Estes resultados estdo de acordo com os encontrados
na literatura para o peptideo Chef |. Park e colaboradores (2000) investigaram a
estrutura secundaria do peptideo Chef | por dicroismo circular (DC), sendo que na
presenca de 50% TFE em pH 7,4 os autores obtiveram a porcentagem de 33,3%
para folhas B e 77,7% para estruturas aleatérias (PARK et al., 2000). Em trabalho
posterior do nosso grupo de pesquisa, espectros do andlogo amidado (Chef la)
evidenciaram resultados semelhantes, pois na presenca de 60% TFE (pH 5,0) os
autores também observaram estruturagdo em folhas B pregueadas e dobras 3
(REMUZGO et al., 2014).

Contudo, os resultados em pH 7,4 na presenca de ions Zn** (Figura 23D) e
Cu?* (Figura 23E) ndo foram conclusivos quanto & estrutura secundaria do peptideo

nas condi¢cdes de andlise, bem como os valores de Anaxe min dOS espectros obtidos.
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Figura 23. Espectros de DC da Chef la pH 5,0 e pH 7,4 (A) e na presenga de ZnCl, ou CuCl, em pH 5,0 (B e C, respectivamente) ou em pH 7,4 (D e E,

respectivamente).
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Desta forma, a fim de tentar interpretar as diferencas observadas em pH 7,4
utilizamos a base de dados “BeStSel” e os resultados destas analises estdo na
Tabela 28, que lista as porcentagens de estruturas secundarias previstas para cada
espectro da Chef la nos dois pHs estudados (pH 5,0 e 7,4), sendo altas as de
“dobras”, “folha B antiparalela” e “outras estruturas” nos dois pHs tanto na auséncia

guanto presenca dos ions metalicos divalentes.

Tabela 28. Porcentagens das estruturas secundarias através da analise dos espectros DC de Chef la
empH5,0e7,4.

Chef la
pH ZnCl, (umol.LY) CuCly (umol.L™) pH  ZnCly(pmol.L?)  CuCl, (umol.L™)
% 5,0 20 50 100 20 50 100 74 20 50 100 20 50 100
Dobras 13,6 16,2 139 15,7 199 11 11,8 19,1 16 18,5 16,1 23,7 11 17,8
Folha B Antiparalela 46 56,7 48 42,7 55,8 40,2 53,9 56,3 54,2 60,2 72,7 76,3 32,7 68,6
Folha B Paralela 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hélice 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Outros 40,4 27,1 38,1 41,6 24,3 48,8 34,3 24,6 29,7 21,2 11,2 0 56,3 135

A porcentagem de “outras estruturas” parece estar diretamente relacionada a
atividade anticandida de Chef la sozinha em pH 5,0 (40,4%). Na concentracdo de
100 pmol.L™* de fons Zn** neste pH, notamos porcentagens similares de “folha B
antiparalela” e “outras estruturas” aquelas observadas no espectro de Chef la
sozinha (42,7 e 46%, para “folha B antiparalela” e 41,6 e 40,4% para “outras
estruturas”, respectivamente). Ja na concentragdo de 100 pmol.L™ de fons Cu®**
notamos uma menor porcentagem de “dobras” e “outras estruturas” (pH 5,0) e,
portanto, maiores proporgcdes de “folha B antiparalela” que aquelas observadas na
auséncia destes ions. Portanto, a analise por “BeStSel” se mostrou condizente com
as andlises dos espectros em pH 5,0 descritos anteriormente para os fons Zn**, mas
ndo para os fons Cu?*, pois 0s espectros mostraram uma menor proporcao de

“dobras” e maiores proporcées de “folha B antiparalela”.
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Nas concentracées de 25 e 50 pmol.L™ de fons Zn®* a atividade anticandida
de Chef la ndo foi afetada (MIC 0,78 pmol.L™/Tabela 18) indicando que uma maior
porcentagem de “folha (B antiparalela” ndo estaria relacionada ao aumento de
atividade, pois os valores de MIC observados foram os mesmos (MIC 0,78 pmol.L
YTabela 18) e as porcentagens desta estrutura ndo (56,7% e 48%,
respectivamente). A influéncia positiva destes ions em pH 5,0, parece estar
relacionada ao aumento das porcentagens de “outras estruturas” na concentragao
de 100 pmol.L™* de fons Zn** com 41,6% e valor de MIC de 0,39 umol.L? (Tabela
18).

Em concentracdes inferiores a 50 pmol.L™* de fons Cu?* apenas a atividade
candidacida de Chef la foi afetada (diminuicdo de 2 vezes a MFC em 25 umol.L™ de
Cu?/Tabela 18); somente a partir de 50 pmol.L?, os fons Cu?" afetaram
positivamente a atividade anticandida de Chef la, diminuindo de 2 a 4 vezes a MIC
(Tabela 18). Ao analisarmos as estruturas secundarias observadas a partir 50
pmol.L™" de fons Cu®* notamos que uma menor porcentagem de “dobras” e maiores
porcentagens de “outras estruturas” coincidiram com a diminuicdo dos valores de
MIC e MFC.

Juliano e colaboradores (2017) encontraram resultados semelhantes com o
peptideo ClavA (Tabela 6) na auséncia e na presenca de fons Zn?*, tendo
observado estrutura secundaria definida por DC na presenca 50% TFE em pH 5,5,
bem como mudancas espectrais apés adicdo de Zn?* devido ao aumento na
percentagem de a-hélice; os resultados indicaram formacdo de composto de
coordenacao com estrutura “amarrada” pelos ions Zn?* (JULIANO et al., 2017). Este
tipo de estruturagdo com estabilizacdo de folhas B na presenca de ions metalicos

divalentes também foi observada com os peptideos de estrutura B-hairpin



96

KHYTVSINGKKITVHI® e HKHYTVSINGKKITVHI*" na presenca de 10 equiv. de
ZnCl, (PLATT; SEARLE; CHUNG, 2001).

A andlise do espectro de Chef la em pH 7,4 forneceu uma maior porcentagem
de “dobras” e “folhas B antiparalelas” em relagao a do espectro em pH 5,0 (Tabela
28). Nas maiores concentracdes de Zn®** e Cu®" foram detectadas elevadas
porcentagens de “folha B antiparalela” (72,7% e 68,8%, respectivamente) e
porcentagens similares de “dobras” (16,1 e 17,8%, respectivamente) e “outras
estruturas” (11,2 e 13,5%, respectivamente). Desta forma, em pH 7,4 a menor
porcentagem de “outras estruturas” parece estar relacionada a auséncia de atividade
candidacida do peptideo Chef la em pH 7,4, mesmo em presenca de Zn** e Cu?".

Uma alta porcentagem de “folha B antiparalela” parece ser fundamental para
atividade anticandida de Chef la na presenca de fons Zn®** em pH 7,4, entretanto, o
mesmo n&o se aplica & presenca de fons Cu®*, uma vez que a maior porcentagem
de “folha B antiparalela” observada (76,3%) coincidiu com a inatividade do peptideo
em pH 7,4 a 20 pmol.L™ de fons Cu?" (MIC >100 pmol.L™Y/Tabela 19). Somente em
porcentagens similares de “dobras” e “outras estruturas” o peptideo Chef la foi ativo
(MIC 100 pmol.L™/Tabela 19) nesse pH, indicando a necessidade de flexibilidade
estrutural para sua atividade em presenca de fons Cu?*.

As analises por “BeStSel” dos espectros na auséncia e presenca de ions Cu?*
ou Zn?" evidenciaram porcentagens diferentes para os trés tipos de folhas B. A
Tabela 29 traz estes resultados: na auséncia dos ions metalicos observa-se maiores
porcentagens de folha 3 antiparalela relaxada (Figura 24) em pHs 5,0 e 7,4, mas na
presenca de Cu®* ou Zn®* essas porcentagens aumentaram, sendo que em pH 5,0 a
maior porcentagem observada foi na maior concentragéo de fons Cu?* (100 pmol.L™

com 35,6%) e 0 mesmo ocorreu em pH 7,4 com os fons Zn?* (100 pmol.L™* com
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42,7%). Com base nesses resultados pode ser sugerido que a atividade de Chef la €

exibida com maiores porcentagens de folha 3 antiparalela relaxada.

Tabela 29. Porcentagens de estruturacdo nos diferentes tipos de folha B através da andlise dos
espectros DC de Chef la em pH 5,0 e pH 7,4 na presenca de Cu®*ou Zn**.

Folha B (%)

Chefla pH 5,0

0 umol.L* zn* ZnCl, (umol.LY) CuCl, (umol.L™)
ou Cu®* 20 50 100 20 50 100
Antiparalela relaxada 24,2 33,8 32,2 29 32,7 28,8 35,6
Paralela direita 17,6 17,8 10,9 9,3 19,6 6,1 12,2
Paralela esquerda 4,2 51 4,9 4,4 3,5 52 6,2
CheflapH 7,4
Antiparalela relaxada 33,7 40,8 394 42,7 38,7 19,7 409
Paralela direita 19 7,9 16,8 23,8 37,6 6,9 21,3
Paralela esquerda 3,6 5,6 4 6,2 0 6,1 64
A

Figura 24. Tipos de folha B pregueada (A) antiparalela relaxada ou “hairpin” (B) paralela direita (C)
paralela esquerda. Adaptado de MARTEL, P. Universidade de Algarve, Portugal. Disponivel em <
http://w3.ualg.pt/~pmartel/cadeiras/be/aulas_9.pdf>. Acesso em: 26/06/18.

Em resumo, os fons Cu?* e Zn?" parecem afetar diferentemente a Chef la nos
pHs estudados, provavelmente por “amarrarem” diferentemente o peptideo
formando quelatos distintos.

Estudo realizado em 2009 evidenciou uma mudanc¢a conformacional do
peptideo HSWYG (Tabela 6) na presenca de fons Zn?"; os autores observaram a
substituicdo de estruturas B em pH alcalino por estruturas randémicas em pH
levemente &cido (pH 6,0) (BURE et al., 2009). Resultados semelhantes foram
encontrados por Porciatti e colaboradores (2010) ao estudar o analogo truncado da
Hst 5 por DC e RMN, pois o espectro de DC do peptideo na presenca de fons zZn?*

em 50% e 90% de TFE e pH 7 foi significativamente diferente daquele do peptideo
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livre, sendo possivel inferir que a ligacdo de fons Zn?* foi acompanhada por
transicOes estruturais. Neste trabalho os autores também associaram a presenca
destes ions a perda das bandas caracteristicas de a-hélice, indicando outra
estruturacéo/formacédo de quelato na presenca dos fons Zn?* (PORCIATTI et al.,
2010).

Devido a grande flexibilidade estrutural dos peptideos ricos em glicina, a
determinacdo de suas estruturas secundarias é parcial e pouco expressiva quando
comparada as demais classes de AMPs (REMUZGO et al., 2014; VERDON et al.,
2016). De fato, tentativas anteriores ao presente estudo de examinar o
comportamento estrutural da Chef la experimentalmente por H-RMN na auséncia e
na presenca de TFE nao foram bem sucedidas, o que corroborava o fato dos
espectros de DC das histatinas 3 e 5 registrados na presenca dos fons Cu®*, Ni** e
Zn** em pH 7,4 ndo terem sido conclusivos quanto a&s estruturas secundarias
(BREWER; LAJOIE, 2000). Posteriormente, resultados semelhantes também foram
encontrados no estudo do peptideo Armadilidina H (Tabela 6), em que os autores
nao conseguiram identificar estruturas secundarias por DC e RMN, mesmo em
ambientes miméticos ao da membrana celular (VERDON et al., 2016).

4.5. Modelo espacial teérico do peptideo Chef | e ainteragdo com Zn*? e Cu?*
Na impossibilidade de obter uma estrutura através de dados experimentais,
foi investigada a possibilidade de conseguir um modelo tedrico. A Figura 25 mostra
a disposicdo espacial dos residuos de aminoacidos, bem como a presenc¢a de uma
folna B pregueada antiparalela unida por uma dobra B, relaxada ou “hairpin” na
estrutura obtida. As distancias entre os nitrogénios dos anéis imidazolicos das
histidinas nesta regido indicam provavel sitio de coordenacgédo dos metais divalentes.

Certamente, histidinas s&o reconhecidas como bons ligantes de Cu®*, Mg®*, Mn?",
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Figura 25. A e B: Estrutura do modelo espacial tedrico do peptideo Chef I, seus residuos de
aminodacidos e ligacGes de hidrogénio em branco, bem como as folha B pregueadas antiparalelas
previstas, em verde, nos residuos H5 a G7; G12 a H14, e a dobra B envolvendo os residuos H8 a H11
prevista. C: as distancias entre os nitrogénios dos anéis imidazélicos das histidinas.

Ni** e Zn®" e diversos metalopeptideos s&o descritos na literatura (ALEXANDER;
THOMPSON; COWAN, 2018; tOBODA; KOZt OWSKI; ROWINSKA-ZYREK, 2018),
sendo os motivos N-terminais XH e XXH sitios de ligacéo de alta afinidade para ions
Cu?*(GONZALEZ et al., 2018) e o HEXXH, sitio de ligacdo especifico de fons
Zn**(MELINO et al., 1999).

O motivo XXH é conhecido como ATCUN (“Amino-terminal copper and nickel
binding unit’), sendo “X” qualquer outro residuo de amino&cido. E encontrado em
diversas proteinas, dentre elas a albumina (Figura 19 — item 4.2.2.b) e, por se tratar
de um motivo N-terminal, ndo ocorre em regibes de a-hélice ou folha f
(SANKARARAMAKRISHNAN; VERMA; KUMAR, 2004). Muitos grupos de pesquisa
vém estudando e os motivos ATCUN porgue eles estdo associados a producgéo de

EROs (principalmente radicais HO+) que causam danos ao DNA (HARFORD;
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SARKAR, 1997; ALEXANDER; THOMPSON; COWAN, 2018) e alguns deles, como
€ 0 caso do motivo GGH, exibem atividade antitumoral (KIMOTO et al., 1983).

Libardo e colaboradores (2014) adicionaram as sequéncias dos peptideos
anoplin (GLLKRIKTLL'-NH,), pré-apoptético (PAP; KLAKLAKKLAKLAK-NH,) e sh-
buforin (RAGLQFPVGRVHRLLRK-NH,) os motivos ATCUN (“DAH” ou “GGH” ou
“VIH"), tendo demonstrado que a atividade bactericida (B. subtilis e E. coli) destes
AMPs modificados foi aumentada em presenca de fons Cu®* na proporcdo 1:1
(LIBARDO et al., 2014). Em estudos recentes, o motivo ATCUN GGH foi descrito
como quelante de fons K*, Ca®*, Ni**, Mg®" e Cu?*, sendo que na presenca de ions
Cu?* 0 GGH foi capaz de induzir o estresse oxidativo e a quebra de DNA (JOYNER;
REICHFIELD; COWAN, 2011; HU et al., 2016). Quando conjugado a sequéncia do
peptideo “octreotide”, que possui como alvo células tumorais, a presenca de ions
Cu?* levou ao aumento de estabilidade em plasma sanguineo e de atividade
antitumoral (MIYAMOTO et al., 2016).

Dentre os metalopeptideos conhecidos, ClavA, Hst 5, P113 e dermcidina
também coordenam metais divalentes através de seus residuos de histidina. A
ClavA (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF?) coordena fons Zn?' através de seus
residuos Hisl7 e His21 (aumentando a porcentagem de a-hélice) e o quelato
resultante foi capaz de despolarizar a membrana de B. subtilis mais rapidamente em
menores concentracdes do que o peptideo (JULIANO et al., 2017). A Hst 5
(DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSH RGY?*-NH,) na presenca de ions Cu®" ou Ni?*
induz a producdo de EROs e danos a membrana mitocondrial/fosfolipidios, devido
ao motivo ATCUN “DSH” em sua sequéncia peptidica que possibilita a coordenagao
de tais ions em geometria quadrada planar distorcida (HARFORD; SARKAR, 1997;

MELINO et al., 2014; GONZALEZ et al., 2018). De fato, elevada atividade pro-
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oxidante da Hst 5 foi observada quando em presenca de ions Cu?* (CABRAS et al.,
2007). Da mesma forma, a ligacdo de fons Zn?* & Hst 5 potencializou sua atividade e
despolarizacdo de membrana em E. fecaelis e C. albicans, através da coordenacédo
deste metal ao sitio de ligacdo HEXXH (Hisl1l5, Glul6, Lys17, Hisl8 e Hisl9,
respectivamente) (MELINO et al., 1999).

O anélogo P113 (Hst 54.15: AKRHHGYKRKFH'-NH,) coordena com ions Cu?*
e Zn** via residuos Alal, His4, His5 e His12, sendo os dois quelatos formados
completamente diferentes, indicando diferentes geometrias de coordenacdo para
cada metal (HARDING, 2002; PORCIATTI et al., 2010). Finalmente, dermcidina (SSL
LEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVL48) coordena-se
a fons Zn?* através dos seus residuos Glu5, Asp9, His38 e Asp42 (BECUCCI et al.,
2014). Sendo assim, o modelo tedrico aqui obtido parece ser adequado, bem como
as suposicoes de sitios de coordenacao de metais.
4.6. Estudo dainteracdo dos peptideos FAM-Chef la e Chef la com fons Cu?*

por espectroscopia eletrénica no ultravioletal/visivel e por fluorimetria

O espectro eletrénico UV/visivel de Cu(Chef la) mostrou um deslocamento
hipsocromico em relacdo ao espectro de CuCl,, uma vez que estas solugdes
apresentaram Amax €m 762 nm e em 846 nm, respectivamente (Figura 26). Como
este tipo de deslocamento ocorre através “da mudanca de absorcdo para um
comprimento de onda mais curto devido a substituicdo ou efeito solvente” (IUPAC,
1997), esses resultados possibilitaram inferir a ocorréncia de coordenacéo do ligante

(Chef la) com o fon metélico (Cu?*).
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Figura 26. Espectro da absorcdo (400-900 nm) das solucGes de Chef la, CuCl, e Cu(Chef la) todas na
concentracdo de 3, 15 mmol.L™ em tamp3o HBS, pH 7,4, e seus respectivos Amsx.

Os experimentos realizados usando o complexo Cobre-calceina (CuCA)
mostraram menor estabilidade do mesmo na presenca de Chef la do que na
presenca de L-His, sendo que 50% de recuperacdo de fluorescéncia de calceina
ocorreu em 25 e 39,5 pmolL™, respectivamente (Figura 27A). A maior
concentracdo de L-His testada (158 pymol.L™") n&o foi capaz de recuperar totalmente
a fluorescéncia da calceina. Tal diferenca pode ser atribuida ao fato de as histidinas
livres e presentes na cadeia peptidica experimentarem condi¢cdes/ambientes
diferentes enquanto na solugao empregada.

Em ensaio posterior em que a concentracdo do peptideo Chef la variou de 0 a
5 pumol.L™ foi observado que em Oh certa fluorescéncia da calceina era recuperada
num primeiro contato com o AMP, mas que em 24 h em 1 umol.L™* do mesmo, tal
recuperacdo era muito mais significativa (Figura 27B), indicando que a Chef la
pudesse ser um bom quelante de fons Cu?* com capacidade de sequestrar todo o
metal da calceina, sonda comercial amplamente utilizada (FURRY, 1985). De fato, a
partir deste resultado concluimos que a Chef la é um quelante de cobre (Il) na

proporcao de 1:1.



103

) t=24h
T 2 c' - =
3 l 2
- e
B 2
o i 3 t=0h
[
2 x : Chefis 1 :
3 1 5
z . =3 e
3 3
" W
= =
H g
w w
Y T by v Y - Y
0 w @ 0 120 150 0 2 4
ymol.L Chef fa (umol.L")

Figura 27. Espectros da fluorescéncia da calceina na presenca de (A) Chef la e His-L (0-158 umol.L™) e
(B) Chef Ia (0-5 pmol.L™) nos tempos Oh e 24 h.

Nos experimentos adicionais feitos com o analogo fluorescente FAM-Chef la
observamos o oposto: supressdo da molécula fluorescente ligada covalentemente
ao N-terminal do peptideo na presenca do ion divalente metélico. A fluorescéncia de
FAM-Chef la foi totalmente suprimida na presenca de 2 pmol.L™* de Cu®*, indicando

uma raz&o molar de 1:2 (Figura 28A).
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Figura 28. (A) Supressdo da fluorescéncia relativa do peptideo FAM-Chef la e da molécula FAM [5(6)-
carboxifluoresceina] em presenca de ions Cu®* (0-10 pmol.L™) e (B) Zn** (0-100 umol.L™).

Entretanto, na presenca de ions Zn*" e Cu®" foi observada a supresséo da
fluorescéncia da FAM-Chef la por fons Cu?* (a partir de 10 ymol.L™ de Zn?"),
evidenciando a competicdo entre os diferentes ions pelo ligante/peptideo (Figura
29) e, portanto, uma interacdo entre os ions Zn** e FAM-Chef la suficientemente

estavel para impedir a quelacdo do peptideo com fons Cu®". De fato, isso foi



104

confirmado através dos resultados obtidos na incubacéo do peptideo com fons Zn**

(Figura 28B) que revelou uma proporcéo de 1:10 entre FAM-Chef la e fons Zn*".

—a=Zn" Oymol L’
—a=20"1 ymol L

o~ Zn" 10 umol L'
20" 100 pmol L

Fluorescéncia Relativa FAM-Chef iz (u.a.)

Cu” (umol.L’)

Figura 29. Supress3o da fluorescéncia relativa do peptideo FAM-Chef la em presenca de ions Cu®* (0-
10 pmol.L'") e Zn** (0-100 pmol.L'?).

Esses resultados sdo importantes porque, nos ultimos anos, o estudo de
metalopeptideos tem despertado grande interesse na comunidade cientifica. De fato,
varios sdo os exemplos de AMPs que quelam ions metalicos, sendo aceitas duas
utilidades para a interacdo do metal com os mesmos. A primeira é a aquisicdo de
carga e/ou estrutura que desencadeie a atividade antimicrobiana do peptideo; a
segunda utilidade tem a ver com o modo de ag&do do metalo-AMP, que ao quelar o
metal torna-o menos ou totalmente indisponivel para o microrganismo causando
morte celular (ALEXANDER; THOMPSON; COWAN, 2018; GONZALEZ et al., 2018;
t OBODA; KOZt OWSKI; ROWINSKA-ZYREK, 2018).

Além disso, os resultados acima descritos condizem com os da literatura,
principalmente, aqueles referentes aos metalopeptideos ricos em histidina. Por
exemplo, Brewer & Lajoie (2000) evidenciou a ligacdo dos fons de Cu®** e Zn** as
histatinas 3 e 5 através de analises por ESI-MS, tendo demonstrado que a histatina
3 foi capaz de coordenar de 2-5 fons Cu?* e de 1-2 fons Zn**, bem como que a Hst 5

coordenou com 1-4 jons Cu?* e 1-2 ions Zn?* (BREWER; LAJOIE, 2000). Em 2005,
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foi descrito que a glicoproteina humana rica em histidina (HRG) coordena a ions
Zn** nas proporgbes de 1:1 e 1:10, dependendo da necessidade metabolica e
concentracbes disponiveis (JONES; HULETT; PARISH, 2005). Outro exemplo
envolve o peptideo Demegen - P113 (Hst 54.15) capaz de coordenar a ions Cu®" em
diferentes pHs na proporcéo de 1:1 (KULON et al., 2008).

Em 2009, Buré e colaboradores evidenciaram a mudanca conformacional do
peptideo rico em histidina HSWYG na presenca de fons Zn?*, tendo proposto a
proporcdo de 1:1 (BURE et al., 2009). Em estudo realizado em 2010, Porciatti e
colaboradores observaram que os quelatos formados pelo P113 com os fons Cu®* e
Zn** foram completamente diferentes; em ambos os casos, a coordenacdo aos
metais ndo favoreceu a atividade antimicrobiana do peptideo normalmente ativo
frente a bactérias e fungos, levando a conclusdo de que os quelatos formados néo
possibilitaram a entrada do peptideo na célula (PORCIATTI et al., 2010). Por outro
lado, Puri e colaboradores (2015) evidenciaram a coordenacdo da Hst 5 a fons Fe**
na propor¢cdo de 1:10, sendo que esta quelagdo conferiu estabilidade frente a
tripsina mas induziu a perda de estrutura e atividade bioldgica. Os autores também
observaram que o anélogo fluorescente FITC-Hst 5 coordenou a fons Zn** e Fe**, na
proporcao de 1:1 e teve sua atividade antimicrobiana frente a C. albicans aumentada
(PURI et al., 2015).

Quanto ao motivo presente repetidamente na Chef | e nos seus analogos aqui
estudados, um estudo de 2016 investigou a coordenacao do tripeptideo GGH a ions
Cu?*, tendo demonstrado através da espectroscopia UV-Vis, que o tripeptideo é
capaz de quelar ions na proporcao de 4:1 e, por isso, ele seria um bom candidato ao
tratamento de Alzheimer necessarios para a agregacgao dos peptideos AR amildéides

(vide item 4.2.1.; HU et al., 2016). Assim, nossos resultados apontam para a
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necessidade de investigar a possibilidade de a Chef la aqui estudada ser fonte de
inspiracdo para o desenho de quelantes deste metal, o que ja esta sendo feito pelo
NOsSso grupo de pesquisa.

Em 2001, Lodyga-Chruscinska e colaboradores propuseram uma nova classe
de peptideos quelantes de Cu®": os peptideos tetrazélicos, em especial o Ala-Ala-
(CNy)-Ala-Ala, tendo demonstrado através dos espectros de UV-Vis que ele era
capaz de quelar tal ion na propor¢éo de 1:1 (LODYGA-CHRUSCINSKA et al., 2001).
Posteriormente, foram estudados peptideos com tal capacidade que foram isolados
por RP-HPLC com uma coluna Cig contendo fons Cu?* a partir de hidrolisados de
sementes de girassois (MEGIAS et al., 2007). A microplusina foi descrita em 2009
como um peptideo quelante de fons Cu?* que leva a morte celular através da
“inanicdo” de ions Cu?* na proporcéo de 1:1 (SILVA et al., 2009).

Atualmente, o estudo da possibilidade de aumentar a atividade e estabilidade
de AMPs na presenca de ions metalicos divalentes e a procura por sondas
intracelulares destes fons, principalmente fons Cu®* (associado a angiogénese e
progressao tumoral — vide item 4.2.1.), vem sendo intensificados (LIBARDO et al.,
2014; DENOYER et al., 2015; GONZALEZ et al., 2018; tOBODA; KOZLOWSKI;
ROWINSKA-ZYREK, 2018). Da mesma forma, a doenca de Alzheimer também tem
sido associada a um desequilibrio destes fons, em especial Zn**, Fe** e Cu?*, que
sdo acumulados nas placas amiloides depositadas no cérebro através da
coordenagao com o peptideo AR (CHEN et al., 2006; HU et al., 2016; KEPP, 2017).

Um representante de tentativa de aplicacdo que novos agentes quelantes do
cobre para o tratamento de cancer é o tetratiomolibdato de amonio (TM), que por
possui rapida acao e tolerancia, vém exibindo bons resultados no combate a doenca

pelos efeitos anti-fibréticos e anti-inflamatorios através da inibicdo de citocinas pro-
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fibréticas e pré-inflamatérias (YU; COWAN, 2017) e diminuicdo da progresséo
tumoral pela reducdo de angiogénese (YANG; BIERBACH, 2017). A importancia
destes ions para a quimioterapia € expressiva. Ja foram descritos casos de
resisténcia a quimioterapicos (p. ex. cisplatina para cancer de colo de Utero) atraves
da expressao de transportadores de cobre que alteram a homeostase e inviabilizam
a acao do quimioterapico (SANTINI et al., 2014; WEHBE et al., 2017).

Assim sendo, os resultados do estudo aqui descrito s&o cientificamente

relevantes e estudos futuros da Chef la e seus analogos devem ser continuados.

5. Conclusoées

» Confirmando resultados anteriores do nosso grupo (REMUZGO, 2009;
REMUZGO et al., 2014), os peptideos sintéticos Chef la e FAM-Chef la foram
capazes de inibir o crescimento e matar células de Candida parapsilosis ATCC
22019 em pH 5,1, sendo um fator limitante para estas atividades a protonacao de
seus oito residuos de histidina. De fato, esses AMPs sintéticos foram inativos em pH
7,4, corroborando com os resultados encontrados na literatura para peptideos ricos
em histidina.

» A CheflaempH 5,1:

— Exibiu atividade fungistatica/anticandida a 25 pmol.L™ e fungicida/candidacida a
partir de 100 pmol.L™, sendo tal propriedade negativamente influenciada por ions
Ca?" e Mg®* (aumento da MIC de 2-4 vezes) que levaram & total perda de atividade
anticandida em 100 pmol.L™ de Ca?*;

— Os fons Zn?** extinguiram sua atividade candidacida (MFC> 100 pmol.L™),
porém influenciaram positivamente e de forma progressiva a sua atividade

anticandida (diminuicdo da MIC de 8-64 vezes);
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— Os fons Cu®" influenciaram positivamente sua atividade anticandida (diminuicao
da MIC de 2-4 vezes) e candidacida (diminuicdo da MFC de 2-8 vezes).

» O analogo FAM-Chef la em pH 5,1:

- Foi mais ativo devido a hidrofobicidade do marcador fluorescente [5(6)-
carboxifluoresceina], confirmando nossos resultados de estudo anterior (REMUZGO
et al., 2014), tendo sido observada neste estudo atividade fungistatica/anticandida a
12,5 umol.L™* e fungicida/candidacida a 25 umol.L™;

- Os fons Zn** ndo afetaram sua atividade candidacida (MFC de 25 umol.L™),
mas sim a sua capacidade de inibir o crescimento das células de C. parapsilosis,
sendo tal influéncia positiva (diminuicdo da MIC de 4-32 vezes);

- Os fons Cu?* atuaram de forma oposta, ndo afetando sua atividade
anticandida (MIC de 12,5 pmol.L™), mas influenciando positivamente a candidacida
(diminuicdo da MIC de 2 vezes).

» Ambos os peptideos em pH 7,4 foram inativos tanto na auséncia ou presenca
destes ions, com excecdo da Chef la que apresentou atividade anticandida na
presenca de 100 pmol.L™ de zZn* ou Cu?** (MICs de 25 e 100 pmol.L?,
respectivamente).

» Tanto em pH 5,1 quanto em 7,4 e na auséncia de ions metélicos divalentes, a
influéncia negativa do aumento da salinidade na atividade antimicrobiana foi
confirmada através da inatividade dos peptideos estudados em 154, 85,6 e 42,8
mmol.L™ de NaCl, corroborando os resultados de estudos prévios com peptideos
ricos em histidina e/ou glicina.

» O estudo do aumento da salinidade do meio em pH 5,1 revelou que:
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- Os fons Zn** restauraram a atividade anticandida da Chef la em todas as
concentracfes de NaCl testadas, sendo esta atividade mais positivamente afetada
em 85,6 mmol.L™* NaCl (diminuicdo da MIC de 4-16 vezes);

- Os fons Cu?" ndo restauraram a atividade de Chef la, exceto em 85,6
mmol.L™* de NaCl e 100 pmol.L™* de Cu?*, que apresentou atividade anticandida
(MIC 50 umol.L™);

- O aumento da forca iGnica ndo afetou a atividade candidacida de FAM-Chef
la na presenca de Zn?* (MFC de 3,125 pmol.L™). Entretanto, na maior concentragao
de NaCl testada (154 mmol.L™) sua atividade anticandida foi aumentada 2 vezes na
presenca de 100 pmol.L™ Zn?* (MIC de 1,56 pumol.L™).

» Em resumo, em pH 5,1 e 154 mmol.L™" de NaCl os dois peptideos exibiram
atividade anticandida em presenca de 100 umol.L™ de Zn**. Entretanto somente o
anélogo fluorescente FAM-Chef la, foi capaz de matar as células de C. parapsilosis
em baixa, moderada e alta forca ibnica.

» Os ensaios de internalizacdo celular de FAM-Chef la em pH 5,1 evidenciaram
uma influéncia negativa da fixacdo com formaldeido (3,7%) a acdo do marcador de
vacuolo celular CMAC-Blue (p-valor 0,0002). Os resultados obtidos permitiram a
suposicdo de dois possiveis mecanismos de acdo: a translocacdo direta e a
endocitose, sendo que estas acdes ndo dependeram da concentracdo do peptideo
(p 0,0602).

— As diferencas observadas entre as categorias de células analisadas (verdes, azuis
e colocalizacfes) foram significativas a 1 MIC tanto em células vivas (p<0,0001)
quanto fixadas (p 0,0222), sendo que para as primeiras os fons Zn®* influenciaram
negativamente as localizacbes do peptideo citoplasmatica/translocacdo e

vacuolar/endocitose (p-valores 0,0014 e 0,0191, respectivamente). J& nas células
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vivas estes ions influenciaram negativamente a localizac&o citoplasmatica (p-valor

0,0343) e, positivamente a vacuolar (p-valor 0,0002);

» As analises dos espectros de DC de Chef la (pH 5,0 e 7,4) evidenciaram que:

- Em pH 5,0 o espectro de Chef la exibiu folhas B e dobras B, corroborando
com resultados anteriores do laboratorio;

- Neste pH e na presenca de ions Zn** sua atividade anticandida parece estar
diretamente relacionada a maior porcentagem da categoria “outras estruturas” e
nao a maior proporcao de “folha B antiparalela”;

- Nesse caso, a atividade candidacida em presenca de fons Cu®" coincidiu &
maior porcentagem de “outras estruturas” e menores porcentagens de “dobras (3”;

— Em conjunto, tais resultados indicaram que, neste pH, a atividade
candidacida ndo parece estar estritamente relacionada a estrutura do peptideo em
presenca destes ions metalicos. E possivel que o(s) alvo(os) intracelular(es) na
presenca de fons Cu®" difiram daqueles em presenca de fons Zn** e que os
guelatos do peptideo formados com ele sejam distintos;

- As maiores porcentagens de “dobras” e “folhas [ antiparalelas” foram
observadas em pH 7,4. Entretanto, a menor porcentagem de “outras estruturas”
coincide com auséncia de atividade candidacida do peptideo neste pH;

- Em ambos os pHs analisados foram observadas as maiores porcentagens
do tipo de folha B antiparalela relaxada, que coincide com o modelo espacial tedrico
obtido para a Chef | neste trabalho.

» Os resultados de fluorimetria revelaram ambos o0s peptideos como
bioquelantes em potencial, sendo um deles um quelante para fons Cu®" na
proporcao 1:1 (Chef la) e o outro um quelante fluorescente (FAM-Chef la) para ions

Cu?" e Zn?*" nas proporcées 1:2 e 1:10, respectivamente.
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» De forma geral, os resultados até agora obtidos ndo nos permitiram
estabelecer com certeza os mecanismos de acdo que estes peptideos atuaram na
auséncia e na presenca dos ions metalicos estudados. Entretanto, eles nos
permitiram sugerir as seguintes hipéteses:

- Na auséncia dos fons Cu?* e Zn** o mecanismo de acdo dos peptideos Chef
la e seu andlogo fluorescente FAM-Chef la em células de C. parapsilosis deve
envolver igualmente a translocagéo direta e a endocitose;

- Na presenca de fons Zn** os peptideos parecem atuar predominante por
endocitose que acaba por nao induzir a morte celular, corroborando com o
mecanismo do peptideo rico em histidina, Hst 5, em células de C. albicans (JANG et
al., 2010);

- Ja na presenca dos fons Cu®* eles atuam predominantemente através da
translocacéo direta. E possivel que no espaco intracelular a presenca dos peptideos
e estes ions levem a producdo de EROs e morte celular como descrito para
peptideos com o motivo ATCUN (p.ex. familia das piscidinas, MUC 7 e Hst 5).

» Levando se em conta os resultados apresentados e lembrando que a parte
minima ativa do peptideo amidado Chef la ¢ GGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG-
NH, e foi descrita como Chef I(6-28)a em trabalho nosso anterior (REMUZGO et al.,
2014), podemos concluir que a presenca do motivo ATCUN é fundamental para as
atividades antimicrobianas, bem como que a interacdo com os metais aqui descritos
podem afeta-las através da formacdo de quelatos de estruturas distintas. Uma vez
gue estes peptideos sao antifungicos ativos em pH 5,1 que gquelam os ions
metalicos Cu®* e Zn** em concentraces micromolares, a elucidacdo do modo pelo
gual eles atuam precisa ser elucidado e a manipulacdo da sequéncia de

aminoacidos dos analogos de Chef | com enfoque nas 6 repeticdes do tripeptideo
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GGH, €é de extrema importancia tanto para a area analitica (p.ex. para o
desenvolvimento de sondas intracelulares e biosensores) quanto para a area
biologica/médica (p.ex. desenvolvimento de novos candidacidas e/ou quelantes de
cobre para combate as doencas descritas anteriormente ou, ainda, de novos CPPs).
Estes estudos ja foram iniciados em nosso laboratorio.
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7. Apéndices

Apéndice A - Células fixadas com 0,5 MIC na auséncia de ions Zn**
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Apéndice A. Células fixadas de C. parapsilosis apds incubacdo de marcador de vacuolo celular CMAC-
Blue (azul/25 pmol.L™) com o peptideo marcado FAM-Chef la (verde/ 0,5 MIC: 6,25 umol.L™) a esq.
sobreposicao dos canais cinza, azul e verde; a dir. sobreposi¢cdo dos canais azul e verde. Barra inferior
direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image S
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Apéndice B - Células fixadas com 1 MIC na auséncia de ions Zn*

Continua...
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Apéndice B. Células fixadas de C. parapsilosis apds incuba¢do de marcador de vacuolo celular CMAC-
Blue (azul/25 pmol.L™) com o peptideo marcado FAM-Chef la (verde/1 MIC: 12,5 pmol.L™") a esq.
sobreposicao dos canais cinza, azul e verde; a dir. sobreposi¢cdo dos canais azul e verde. Barra inferior
direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J.
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Apéndice C - Células fixadas com 0,5 MIC na presenca de ions Zn>*
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Apéndice C. Células fixadas de C. parapsilosis apds incubac¢do de marcador de vacuolo celular CMAC-Blue
(azul/25 pmol.L™") com o peptideo marcado FAM-Chef la (verde/0,5 MIC: 6,25 umol.L™) na presenca de 10
|.l.moI.L‘1 de ZnCl, a esq. sobreposi¢do dos canais cinza, azul e verde; a dir. sobreposi¢do dos canais azul e
verde. Barra inferior direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image ,
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Apéndice D - Células fixadas com 1 MIC na presenca de ions Zn**
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Apéndice D. Células fixadas de C. parapsilosis apds incubacdo de marcador de vactolo celular CMAC-Blue
(azul/25 pmol.L'™") com o peptideo marcado FAM-Chef la (verde/1 MIC: 12,5 umol.L™") na presenga de 10
p.moI.L‘1 de ZnCl, a esq. sobreposi¢ao dos canais cinza, azul e verde; a dir. sobreposi¢do dos canais azul e
verde. Barra inferior direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image S
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Apéndice E - Células vivas com 1 MIC na auséncia de ions Zn*

Continua...
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Apéndice E. Células vivas de C. parapsilosis apds incubacdao de marcador de vacuolo celular CMAC-
Blue (azul/25 pmol.L™) com o peptideo marcado FAM-Chef la (verde/1 MIC: 12,5 pmol.L™) a esq.
sobreposicao dos canais cinza, azul e verde; a dir. sobreposi¢cdo dos canais azul e verde. Barra inferior
direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J.
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SRl AN P .
Apéndice F. Células vivas de C. parapsilosis apds incubagdo de marcador de vacuolo celular CMAC-Blue
(azul/25 pmol.L'™") com o peptideo marcado FAM-Chef la (verde/1 MIC: 12,5 umol.L'™") na presenca de 10

p.moI.L‘1 de ZnCl, a esq. sobreposi¢ao dos canais cinza, azul e verde; a dir. sobreposi¢do dos canais azul e
verde. Barra inferior direita: 10um. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J .
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Apéndice G - Relagdo dos valores de células azuis (A), verdes (V), ndo coradas (S), azuis pertencentes a
verde/colocalizagdo azul e verde (AeV) e seus totais.

Células fixadas

Sem zn>*
0,5 MIC
Campos A \' S AeV | Total
| 32 11 28 1 72
1l 24 9 37 4 74
]| 10 4 10 2 26
v 14 5 5 2 26
Y 10 9 31 1 51
Vi 11 7 17 2 37
Vil 9 7 22 3 41
Vi 17 10 24 1 52
I1X 5 7 19 1 32
X 4 9 9 1 23
Total 136 78 202 18 | 434
1 MIC
Campos A \' S AeV | Total
| 8 16 4 30
1l 11 9 5 34
]| 29 11 27 6 73
v 25 7 10 5 47
\) 22 11 15 6 54
Vi 19 7 11 5 42
Vil 15 10 9 5 39
Vil 10 6 0 5 21
I1X 22 13 15 6 56
X 12 11 10 1 34
Total 173 101 108 48 | 430

Com 10 pmol.L* zn**

0,5 MIC
Campos A \' S AeV | Total
| 5 4 11 0 20
] 11 4 12 2 29
]| 12 3 31 1 47
v 18 8 19 7 52
Vv 11 7 19 5 42
\" 17 5 19 5 46
Vil 31 10 20 6 67
Vil 13 6 29 0 48
IX 14 9 17 4 a4
X 16 1 16 1 34
Total 148 57 193 31 | 429
1 MIC

Campos A \' S AeV | Total
Continua...
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| 10 3 15 2 30

] 15 16 19 3 53

]| 18 7 11 6 42

v 14 4 6 3 27

Y 13 5 4 3 25

Vi 5 8 13 1 27

Vil 8 13 5 34

Vi 4 9 1 19

IX 16 5 16 0 37

X 23 4 10 3 40
Total 127 64 116 27 334

Células vivas
Sem zn™*
1 MIC

Campos A \' S AeV | Total
| 82 15 44 0 141

] 8 11 51 0 148

]| 59 9 65 0 133

v 102 19 42 0 163

\'} 55 17 58 0 130

Vi 66 19 63 0 148
Vil 80 19 54 0 153
Vil 81 25 69 0 175
IX 73 6 42 1 122

X 76 15 61 0 152
Total 760 155 549 1 1465

Com 10 pmol.L" zn**
1 MIC

Campos A \' S AeV | Total
| 110 9 34 4 157

1l 80 7 10 2 99

]| 79 11 26 1 117

v 93 10 55 3 161

\'} 154 12 61 3 230

Vi 85 13 116 1 215
Vil 131 9 72 3 215
Vil 77 10 33 5 125
1X 56 16 34 3 109

X 73 6 30 1 110
Total 938 103 471 26 |1538
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