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RESUMO 

Reichert, T. Análogos sintéticos da Cheferina I: interação com íons metálicos 
divalentes e o seu efeito na internalização celular e nas atividades anticandida e 
candidacida. 2018. 126p. Dissertação de Mestrado – Programa de Pós-Graduação em 

Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

O desenvolvimento de resistência antimicrobiana e a consequente seleção de 
microrganismos multirresistentes consolidam-se como grandes ameaças à saúde 
global. Neste contexto, a busca por novas drogas antimicrobianas/microbicidas é 
fundamental e compostos como os peptídeos antimicrobianos (AMPs) tornaram-se 
alvos atraentes. Os AMPs são compostos químicos 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 I (Chef I) foi 
isolado das raízes de Capsella bursa-pastoris e é resultado da proteólise de uma 
proteína da família das proteínas ricas em glicina, que em plantas estão 
relacionadas às funções de defesa e cicatrização. O nosso grupo de pesquisa foi 
pioneiro no desenvolvimento e estudo de análogos truncados amidados deste AMP 
atípico rico em glicina (67,9%) e histidina (28,6%), que se mostraram ativos frente às 
diferentes cepas de Candida e a S. cerevisiae pela internalização/ação celular 
acompanhada de manutenção da integridade da membrana plasmática; o análogo 
amidado (Chef Ia) e o análogo marcado com 5(6)-carboxifluoresceína/FAM (FAM-
Chef Ia) tiveram as suas atividades antifúngicas potencializadas por íons Zn2+. Este 
trabalho deu continuidade ao estudo do efeito dos íons metálicos divalentes Zn2+, 
Cu2+, Ca2+ e Mg2+ nas atividades anticandida/fungistática e candidacida/fungicida a 
diferentes pHs e forças iônicas, estruturas e localizações intracelulares destes 
análogos. Os resultados na ausência de íons em pH 5,1 revelaram maior atividade 
do análogo fluorescente em relação à do não fluorescente. Neste mesmo pH, as 
atividades anticandida e candidacida de Chef Ia foram influenciadas negativamente 
pelos íons Ca2+ e Mg2+ (2-4 vezes) enquanto que, na presença de íons Zn2+ as 
atividades anticandida de ambos os análogos foram aumentadas (Chef Ia: 8-64 
vezes; FAM-Chef Ia: 4-32 vezes). Os íons Cu2+ aumentaram a atividade anticandida 
de Chef Ia (2-4 vezes), mas não a do análogo fluorescente, mas as atividades 
candidacidas de ambos foram melhoradas (Chef Ia: 2-8 vezes; FAM-Chef Ia: 2 
vezes). Em pH 5,1, os íons Zn2+ mantiveram a atividade anticandida de Chef Ia em 
alta força iônica, mas só FAM-Chef Ia exibiu atividade candidacida. Em pH 7,4 
ambos análogos foram inativos em baixa e alta forças iônicas na ausência e 
presença de Zn2+ ou Cu2+. As maiores porcentagens de folhas-β-antiparalelas e 
dobras foram observadas no espectro de DC de Chef Ia em pH 7,4, sendo que 
aqueles registrados em pH 5,1 e 7,4 em presença de íons Zn2 e Cu2+ indicaram a 
formação de quelatos estruturalmente distintos. Ambos os peptídeos são 
bioquelantes em potencial, sendo as proporções peptídeo: íon obtidas as seguintes: 
FAM-Chef Ia = 1:2 para Cu2+, 1:10 para Zn2+; Chef Ia = 1:1 para Cu2+. A análise da 
internalização celular de FAM-Chef Ia permitiu a suposição de dois mecanismos de 
internalização (translocação direta e endocitose), sendo que nas células vivas a 
presença de Zn2+ afetou negativamente a translocação direta (p 0,0343) e 
potencializou a endocitose (p 0,0002). 

Palavras-chave: peptídeos antimicrobianos, ação 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 Química, 
Universidade de São Paulo, São 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 I (Shep I) 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 Ia) and its fluorescent analog labeled with 5 (6) -
carboxyfluorescein / FAM (FAM-Chef Ia) had their antifungal activities potentiated by 
Zn2+ ions, so the present work continued examining the effect of the divalent metallic 
ions Zn2+, Cu2+, Ca2+ and Mg2+ 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 Ia anticandidal and candidacidal activities were 
negatively influenced by Ca2+ and Mg2+ ions (2-4 fold), whereas in the presence of 
Zn2+ ions the anticandidal activities of both analogues were increased (Shep Ia: 8-64 
fold, FAM- Shep Ia: 4-32 fold). Cu2+ ions increased Shep Ia anticandidal activity (2-4 
fold) but not that of FAM-Shep Ia, nevertheless, the candidacidal activities of both 
analogues were increased (Shep Ia: 2-8 fold, FAM-Shep Ia: 2 fold). Also at pH 5.1, 
the Zn2+ ions helped retaining the anticandidal activity of Shep Ia at high ionic 
strength, although only FAM-Shep Ia exhibited candidacidal activity. At pH 7.4 both 
analogues were inactive at low and high ionic strengths in the absence or presence 
of Zn2+ or Cu2+. The highest percentages of antiparallel β-sheet and turns were 
observed in Shep Ia CD spectrum at pH 7.4, while those recorded at pH 5.1 and 7.4 
in the presence of Zn2+ or Cu2+ ions indicated the formation of structurally different 
chelates. Both peptides are potential biochelates, with the following peptide:ion 
ratios: FAM-Shep Ia = 1: 2 for Cu2+, 1:10 for Zn2+; Shep Ia = 1: 1 for Cu2+. The 
analysis of the cellular internalization of FAM-Chef Ia allowed the assumption of two 
mechanisms of internalization (direct translocation and endocytosis) and in the living 
cells the presence of Zn2+ 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. Introdução 

1.1. Infecções fúngicas 

A descoberta de drogas antibióticas possibilitou o combate às epidemias 

bacterianas, levando a uma redução significativa das taxas de mortalidade 

(PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012). 

Entretanto, infecções causadas por fungos patogênicos não diminuíram e se 

tornaram cada vez mais frequentes, sendo Candida, Aspergillus e Cryptococcus 

seus principais gêneros causadores (PFALLER; DIEKEMA, 2007).  

De uma maneira geral, os agentes infecciosos podem ser “primários” ou 

“oportunistas”, sendo que no primeiro caso os microrganismos são capazes de 

infectar pessoas saudáveis e no segundo, eles rompem a relação de comensalismo 

com o hospedeiro para infectar indivíduos, que majoritariamente possuem 

imunodeficiência (p.ex. câncer, diabetes, AIDS, transplante de órgãos e outros 

procedimentos cirúrgicos invasivos) (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012; 

KABIR; AHMAD, 2013).  A Tabela 1 relaciona algumas infecções fúngicas, sua 

localização, tipos de patógenos, gêneros mais frequentes e taxas de incidência.  

Tabela 1. Características gerais das principais infecções fúngicas. Adaptado de VANDEPUTTE; 
FERRARI; COSTE, 2012. 

Localização 
Tipo 

patógeno 
Órgão 

Gêneros mais 
frequentes 

Taxa estimada de 
incidência 

(casos/ano) 

Superficial Primário Pele e cabelo 
Malessezia 

Trichophyton 
140.000.000 

Cutânea Primário Pele e unhas 
Epidermophyton 

Microsporum 
1.500.000.000 

Mucosa Oportunista 
Vagina 

Trato digestivo 
Trato urinário e olhos 

Candida 
Aspergillus  
Fusarium 

75.000.000 
9.500.000 
1.000.000 

Sistêmica Oportunista 
Qualquer órgão  

(pulmão, cérebro, corrente 
sanguínea, etc.) 

Candida 
Aspergillus 

Cryptococcus 

300.000 
350.000 

1.000.000 
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O combate aos fungos patogênicos é limitado às três classes principais de 

antifúngicos (azóis, equinocandinas e polienos; Tabela 2), que apresentam 

alvos/ações específicas (Figura 1) envolvendo a estabilidade ou síntese da parede 

celular ou membrana plasmática (PERLIN, 2007).  

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

Agente antifúngico Modo de ação e alvo celular Compostos 

Azóis 
Inibição da síntese de ergosterol, ligação 

à enzima lanosterol 14 -desmetilase 

Cetoconazol 
Fluconazol  
Miconazol 

Equinocandinas 
Inibição da síntese da parede celular, 

ligação à enzima β(1-3) glicano-sintase 

Anidulafungina 
Caspofungina 
Micafungina 

Polienos 
Formação de poros na membrana 

plasmática, ligação a ergosterol  

Anfotericina B 
Natamicina  

Nistatina 

 
Figura 1. Célula fúngica e suas organelas indicando os alvos dos antifúngicos. Adaptado de COWEN; 
STEINBACH, 2008. 
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Além de estas infecções apresentarem profundo impacto à saúde humana 

global, elas também afetam a segurança alimentar e biodiversidade, levando a perda 

anual de aproximadamente 125 milhões de toneladas de arroz, trigo, milho, batata 

ou soja (FISHER et al., 2013). Neste contexto, também podemos incluir as infecções 

fúngicas invasivas (IFI-infecções disseminadas na corrente sanguínea), que além de 

apresentarem difícil diagnóstico, são caracterizadas por elevadas taxas de 

mortalidade (Tabela 3).  

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

 
Gênero mais frequente 

Taxa de mortalidade 
(%) 

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 IFIs apresentaram custo anual estimado em mais de 46 mil dólares nos 

EUA em 2016 (STROLLO et al., 2016) e de 51 mil euros na Europa (DRGONA et al., 

2014). Já o gasto anual com agentes antifúngicos para o Sistema Único de Saúde 

(SUS) do Brasil totalizou mais de 56 mil reais segundo estudo realizado em um 

hospital universitário nos primeiros trimestres dos anos de 2014 a 2016 (SILVA et 

al., 2018). 

Entretanto, diversos fungos patogênicos apresentam resistência aos 

antifúngicos comercias através de mecanismos específicos de resistência, que 

podem envolver uma resistência primária ou adquirida (ODDS, 1993; SANGLARD, 

2002; PATEL; ZARO; SHEN, 2007; PERLIN, 2007; WHO, 2014; HÖFS; 

MOGAVERO; HUBE, 2016; REVIE et al., 2018). Na resistência adquirida há a 

expressão de genótipos selecionados, isto é os genes responsáveis pela resistência 
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são selecionados ao longo do tempo, através da seleção natural, e passam a ser 

expressos em todas as gerações seguintes deste patógeno, que além de resistente 

representa uma preocupação à saúde global (SANGLARD, 2002; SOBEL; AKINS, 

2017).  

De uma forma geral, alguns mecanismos de resistência envolvem a anulação 

dos efeitos da droga antimicrobiana na célula, tais como alterações 

estruturais/químicas no alvo ou metabólicas, através da diminuição da toxicidade do 

fármaco. Outras estratégias podem envolver uma maior expressão de 

transportadores membranares, a fim de ejetar o fármaco para fora da célula e/ou 

ativação de cascatas de transdução de sinal, que aumentam/melhoram a resposta 

do patógeno frente à droga antimicrobiana (PERLIN, 2007; COWEN; STEINBACH, 

2008; REVIE et al., 2018).  

Neste contexto, o aparecimento de espécies com alto grau de resistência, 

como os microrganismos “multidrug resistant”, representam uma grande ameaça à 

saúde global e a prevalência destes patógenos ocasionará 10 milhões de 

mortes/ano até o ano de 2050, sendo 4,73 milhões destes provenientes da Ásia e 

4,15 milhões da África (Figura 2) (O’NEILL, 2014, 2016; DA CUNHA et al., 2017). 

Um exemplo recente é o surgimento da Candida auris, uma levedura 

multirresistente ligada às IFIs, que além de elevadas taxas de mortalidade, 

apresenta cepas com resistência a todas as classes de antifúngicos comerciais 

(LOCKHART et al., 2017; UPPULURI; KHAN; EDWARDS, 2017; KORDALEWSKA et 

al., 2018; REVIE et al., 2018). Em março de 2017, através de um comunicado de 

risco, a ANVISA informou os surtos e enfatizou o perigo e a importância na 

identificação e combate deste patógeno (BRASIL. ANVISA., 2017).   
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Figura 2. Escala global de mortes atribuídas à resistência antimicrobiana (AMR) em 2050. Retirado 
de: O’NEILL, 2014. 

1.1.1. A problemática do gênero Candida 

O gênero Candida se apresenta predominantemente sob a forma 

leveduriforme (leveduras unicelulares de 4 a 6 µm; Figura 1), se reproduz por 

brotamento de forma assexuada, sendo, atualmente, conhecidas 150 espécies deste 

gênero (CHAFFIN et al., 1998; PINHATI, 2015). Estes microrganismos são comuns 

na microbiota humana, sendo encontrados no tubo gastrointestinal em 20% a 80% 

da população adulta saudável e sobrevivem através de uma relação 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 gênero Candida são predominantemente 

comensais e se tornam patogênicas oportunistas através de alterações nos 

mecanismos de defesa do hospedeiro e/ou comprometimento de barreiras 

anatômicas e/ou procedimentos cirúrgicos invasivos, originando uma infecção por 

Candida ou candidíase (COLOMBO; GUIMARÃES, 2007). Os três tipos mais 

frequentes de candidíase incluem a esofagiana, vulvovaginal e invasiva/candidemia 

(IFIs). Elas acometem diferentes tipos de pacientes e, na sua maioria, envolvem 
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predominantemente a C. albicans (SOBEL; AKINS, 2017). Entretanto, nos últimos 

anos, esta última vem sendo ocasionada por espécies não-albicans (Tabela 4) 

(UPPULURI; KHAN; EDWARDS, 2017).  

Tabela 4. Tipos de candidíase seus grupos alvos e os patógenos relacionados. (SOBEL; AKINS, 2017) 
Candidíase Grupo alvo Agente 

Esofagiana Imunodeficientes Candida albicans 

Vulvovaginal Imunocompetentes C. albicans 

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

C. parapsilosis; C. tropicalis 

As taxas de incidência de candidemia variam conforme a região geográfica, 

clima e centro médico avaliado. O Brasil se destaca pela elevada taxa de incidência 

desta infecção (0,33-5,3 casos em 1.000) (COLOMBO et al., 2006; HINRICHSEN et 

al., 2008) em relação às demais áreas geográficas, sendo que dentre as regiões 

apresentadas a Europa apresenta uma menor taxa de incidência, de 0,22-1,87 

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

 
Figura 3. Taxas de incidência (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 mínimos e máximos.  

É importante ressaltar, que os dados nacionais e populacionais são baseados 

em hospitais isolados e as discrepâncias entre incidência e epidemiologia ressaltam 

a necessidade de uma vigilância contínua a fim de monitorar as tendências de 
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incidência, distribuição de espécies e perfil de suscetibilidade às drogas antifúngicas 

(COLOMBO et al., 2006; YAPAR, 2014).  

Globalmente os casos de candidemia acarretam no aumento do período de 

internação hospitalar do paciente e resultam em maiores gastos para os cofres 

públicos. Em nosso país, a candidemia apresenta taxas de mortalidade próximas 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 importância médica/social e o estudo para o combate destes patógenos é 

fundamental e deve ser estimulada. Mais ainda, diversos estudos evidenciam a 

predominância 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 Ásia 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. Peptídeos Antimicrobianos (AMPs) 

Neste cenário, o desenvolvimento de novas drogas terapêuticas vem sendo 

encorajado e os peptídeos antimicrobianos (AMPs) emergem como uma alternativa 

interessante (LI et al., 2012; DUTTA; DAS, 2016). Os AMPs são compostos químicos 

produzidos por todos os seres vivos que contém de 2 a 50 resíduos de aminoácidos 

e tem a capacidade de inibir o crescimento e/ou matar diversos microrganismos 

(bactérias, leveduras, vírus 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 secundárias (folha β, α-hélice, estendida/ randômica ou loop), com base 

em seus alvos biológicos (antiviral, antibacteriano, antifúngico ou antiparasitário), 

com base em seus mecanismos de ação (AMPs ativos em membrana ou com alvos 

intracelulares) e, por fim, com base na presença de certos resíduos de aminoácidos 

(ricos em prolina, histidina, glicina, etc.) ou em suas cargas líquidas (AMPs neutros, 

aniônicos ou catiônicos) (BROGDEN, 2005; BAHAR; REN, 2013; BECHINGER; 

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

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

A ação antimicrobiana destes compostos é resultado da atividade direta na 

parede celular/membrana plasmática e/ou em alvos intracelulares (p.ex. síntese de 

biopolímeros envolvidos em funções intracelulares vitais). São descritos diversos 

mecanismos de ações para os AMPs (Figura 5), sendo que para aqueles com ação 

direta em parede celular/membrana plasmática, são aceitos três principais modelos 

de ação: poro toroidal, ripas de barril e carpete, sendo que nos dois primeiros 

modelos há a necessidade de formação de poros (HANCOCK; DIAMOND, 2000; 

BECHINGER; GORR, 2017).  
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A maioria dos AMPs catiônicos exibe um equilíbrio entre os resíduos de 

aminoácidos básicos (polares) e os hidrofóbicos (apolares), que possibilitam a 

formação de uma estrutura anfipática (Figura 5), sendo que o ponto crucial para 

estes AMPs é a interação eletrostática entre o peptídeo e os constituintes da 

membrana plasmática carregados negativamente (fosfolipídios) (PÄRN; ERISTE; 

LANGEL, 2015). No modelo poro toroidal os peptídeos se inserem verticalmente à 

membrana causando a desorganização lipídica (Figura 5). 

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

barril através da disposição de suas regiões hidrofóbicas orientadas para o núcleo 

lipídico da bicamada, isto é, o peptídeo se insere na membrana de forma a não 

 

 
Figura 5. Representação esquemática de alguns dos modelos de ação aceitos para os AMPs. Retirado 
de: NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011. 
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promover a desorganização lipídica, como é o caso do modelo poro toroidal (Figura 

5). O AMP alameticina é o único peptídeo descrito com tal modelo de ação (HANEY; 

MANSOUR; HANCOCK, 2017).  

Já no modelo carpete os AMPs se dispõem paralelamente a membrana 

plasmática até formarem um agregado com alta densidade (carpete) (Figura 5). Em 

uma concentração criticamente alta de AMP, a estrutura da bicamada é perdida (por 

efeitos eletrostáticos ou detergentes/ detergent-like), levando à formação de 

fragmentos da membrana ou micelas. 

Nos três modelos aceitos o AMP leva à morte por extravasamento do 

conteúdo citoplasmático e/ou de íons como cloro, potássio e sódio e/ou ocasionando 

desequilíbrio osmótico celular (LI et al., 2017). Entretanto, alguns AMPs são capazes 

de penetrar a célula sem causar danos à membrana plasmática (Cell-Penetrating 

Peptides – CPPs).  Para eles são aceitos dois mecanismos de ação celular (Figura 

6): modo independente de energia (formação de poros transientes/temporários, 

micelas invertidas e translocação) e modo dependente de energia (macropinocitose 

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

Figura 6. Representação esquemática de dos modos de ação dependente (esq.) 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 terapêutico devido à sua capacidade 

de carregar diversos cargos. A diversidade de cargos vai desde proteínas 

(WHEELER; DUNSMORE; WONG, 2003; GROS et al., 2006; DESHAYES et al., 

2008; LEHTO et al., 2017), peptídeos (SIMÕES et al., 1998; GUPTA; LEVCHENKO; 

TORCHILIN, 2005; TURNER et al., 2005; SHIRAISHI; BENDIFALLAH; NIELSEN, 

2006), oligonucleotídeos antisense (JÄRVER; MÄGER; LANGEL, 2010; TRABULO 

et al., 2010; KANG et al., 2017), lipossomos (TSENG; LIU; HONG, 2002; HYNDMAN 

et al., 2004; ZHANG et al., 2006), nanopartículas (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) à plasmídeos (MORRIS et al., 

1999; MARTIN; RICE, 2007; VELDHOEN; LAUFER; RESTLE, 2008).  

Diversos CPPs possuem alvos intracelulares, podemos citar, dentre eles, a -

defensina 1 humana (HNP-1), histatinas e indolicidina (Figura 4). Estes três CPPs 

são parte do sistema imune inato, sendo isolados de neutrófilos 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 síntese de 

macromoléculas e induzindo a apoptose celular (ZHANG; WANG; XU, 2016). Dentre 

as histatinas, a histatina 5 (Hst 5) é o peptídeo com maior atividade frente à C. 

albicans (MELINO et al., 1999). Este AMP atua na mitocôndria 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, responsável pela 

periodontite (NISHIKATA et al., 1991). Já a indolicidina, além de interagir com o 

complexo Ca2+-Calmodulina, também inibe a síntese proteínas em células de E. Coli 
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através do bloqueio da síntese de mRNA, levando à morte celular 

(SUBBALAKSHMI; SITARAN, 1998; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006).  

Estes exemplos de ações intracelulares podem ser interessantes para a 

construção de conjugados com ações e alvos específicos (OKUDA-SHINAGAWA et 

al., 2017). A Tabela 5 traz uma relação de alguns AMPs e CPPs mais estudados, 

bem como suas propriedades e modelos de ação.   

1.2.1. AMPs ricos em glicina e histidina 

Os AMPs ricos em glicina são abundantes na natureza e produzidos por 

vegetais e animais (SACHETTO-MARTINS; FRANCO; DE OLIVEIRA, 2000; 

VERDON et al., 2016), mas muito pouco estudados. Suas sequências de 

aminoácidos são frequentemente encontradas no interior das proteínas ricas em 

glicina (GRP) em domínios com repetições específicas de glicina (MANGEON; 

JUNQUEIRA; SACHETTO-MARTINS, 2010). Em plantas a expressão de GRPs está 

associada a mecanismos de defesa (NAWROT et al., 2014) e a fatores abióticos e 

bióticos, tais como: luz, frio, excesso de sais, água e infecções (KELLER; SAUER; 

LAMB, 1988; PARK et al., 2000; RINGLI; KELLER; RYSER, 2001; MOUSAVI; 

HOTTA, 2005).  

Já os AMPs ricos em histidina são de grande interesse científico devido à sua 

ação antimicrobiana dependente de pH e capacidade de transportar ácidos 

nucléicos, plasmídeos e siRNA para dentro de células (XU et al., 2016; MOULAY et 

al., 2017). O conhecimento da influência dos íons metálicos divalentes na atividade 

destes AMPs (MELINO et al., 1999) tem aumentado o interesse por compreender e 

aprimorar de forma positiva as influências causadas por íons como: Ca2+, Co2+, Cu2+, 
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Tabela 5. Relação de alguns AMPs e CPPs com suas sequências primárias, números de resíduos, modelo de ação aceito e fonte isolada. 

Peptídeos Sequência primária 
Nº de 

resíduos 
Estrutura 

secundária 
Modelo de ação 

Organismo/local de 
origem 

Referências 

Perturbação de membrana plasmática (AMPs) 

Alameticina 
AcUPUAUAQUVUGLUPVUUEQX 

(U:ácido -aminoisobutírico; X:L-fenilalaninol) 
21 -hélice 

Ripas de barril 
Poro toroidal 

Trichoderma viride 
LAVER, 1994; ZHANG; ZHAO; 

ZHENG, 2014 

-defensina 
(HNP1) 

AC1YC2RIPAC3IAGERRYGTC2IYQGRLWAFC3C1 30 Folha-β pregueada Poro toroidal Neutrófilos humanos ZHANG; ZHAO; ZHENG, 2014 

Gomesina 
ZC1RRLC2YKQRC2VTYC1RGR 
(Z: ácido L-piroglutâmico) 

18 β-hairpin Poro toroidal Acanthoscurria gomesiana 

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

ZHENG, 2014 

Hb40-61a e 48-61a 
KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH2 e 

LSHGSAQVKGHGAK-NH2 
22 e 14 

Composta ( -hélice 
e β-hairpin) 

Carpete/ação 
detergente 

Fragmento de hemoglobina 
carrapato bovino 

(Boophilus microplus) 

MACHADO et al., 2007 

Magainina-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS 23 -hélice Poro toroidal Xenopus laevis ZHANG; ZHAO; ZHENG, 2014 

Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2 26 -hélice Poro toroidal Apis mellifera YANG et al., 2001 

Protegrina-1 RGGRLC1YC2RRRFC2VC1VGR-NH2 18 β-hairpin Poro toroidal Leucócitos suínos 
QU; HARWIG; SHAFER, 1997 
ZHANG; ZHAO; ZHENG, 2014 

Penetração celular (CPPs) 

Histatina 5 (Hst5) DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY 24 -hélice 
Endocitose 

Translocação  
Saliva humana 

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

Indiolicidina ILPWKWPWWPWRR-NH2 13 Estendida 
Poro transiente 

Translocação  
Neutrófilos bovinos 

FALLA; KARUNARATNE; 
HANCOCK, 1996; 

ROKITSKAYA et al., 2011 

Lactoferricina KCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDS 25 
Composta ( -hélice 

e folha-β pregueada) 
Poro transiente Leite e secreções exócrinas 

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

LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 37 -hélice Poro transiente Neutrófilos humanos 
WANG et al., 2015; 

SHAHMIRI et al., 2016 

Penetratina RQIKIWFQNRRMKWKKK 17 Folha-β pregueada 
Endocitose 

Translocação  
Fragmento proteína 

Drosophila 
EIRÍKSDÓTTIR et al., 2010 

TAT48-57 e 48-60 

 
GRKKRRQRRR e GRKKRRQRRRPPQ 

 
10 e 13 Estendida 

Endocitose 
Translocação  

Fragmento proteína vírus 
HIV 

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

EIRÍKSDÓTTIR et al., 2010; 
MADANI et al., 2011 
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Mg2+, Ni2+ e Zn2+ (DESCHAMPS et al., 2005; KACPRZYK et al., 2007; PURI et al., 

2015; PRIEBATSCH et al., 2017). Sugere-se que a ligação destes íons confira maior 

carga positiva aos AMPs, que passam a interagir mais eficientemente com as 

membranas carregadas negativamente dos microrganismos (dada presença dos 

fosfolipídios), potencializando suas ações, como é o caso do peptídeo catiônico Hst 

5, que tem sua ação potencializada ao coordenar com íons Cu2+, Zn2+ e até Fe3+ 

(MELINO et al., 1999; RYDENGÅRD; ANDERSSON NORDAHL; SCHMIDTCHEN, 

2006; PURI; EDGERTON, 2014; WANG, 2014). Também é proposto que estes 

AMPs sejam regulados in vivo pela ligação aos íons e pH do meio. Outra possível 

explicação é a mudança conformacional gerada no AMP pela coordenação com o 

íon (BOBEK; SITU, 2003; WEI; CAMPAGNA; BOBEK, 2007; PURI et al., 2015).  

A Tabela 6 mostra uma relação dos peptídeos ricos em glicina, histidina e 

aqueles ricos em ambos. As cheferinas I e II são os AMPs com maior porcentagem 

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

1.2.2. Cheferina I 

 A Cheferina I (Chef I) contém 28 resíduos de aminoácidos (Figura 7), sendo 

eles 1 tirosina, 19 glicinas e 8 histidinas e parte deles organizada em 6 repetições da 

sequência Gly-Gly-His (GGH).  

A Chef I foi isolada das raízes da planta Capsella bursa-pastoris da família 

Brassicaceae e é o resultado, assim como a Cheferina II, da proteólise do 

polipeptídeo shep-GRP. Park e colaboradores (2000) descreveram sua atividade 

frente às 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 dicroísmo circular (DC) das cheferinas I e II revelaram
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Tabela 6. Relação de AMPs peptídeos ricos em glicina, histidina e ricos em ambos, suas sequências peptídicas 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](HERBINIÈRE et 
al., 2005) [7] (PARK et al., 2000) [8] (BURÉ 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 Sequência primária 
 

Ref. 

AMPs ricos em Glicina Gly (%)  

Acantoscurrina  
(Acanto 1) 

DVYKGGGGGRYGGGRYGGGGGYGGGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGGLGGGGLGGGGLGGGGLGGGKGLGGGGLGGGGLGGGGLGGGGLGG
GKGLGGGGLGGGGLGGGRGGGYGGGGGYGGGYGGGYGGGKYK

132
 

72,3 1 

Hyastatina ESFLKSKTGYQGVQTLPGFIGGSQPHLGGGIGGGRPFISQPNLGGGIGGGI
51

-NH2 33,3 2 

Procamabarina 
HRPYGGSKGGIGGGHGGGSGGFGGGGGFGGGGLGGGKPIGIGGGGGFGGGSGFGGGVGLKPNVGGGGGFGGGGGGFGGGIGLKPNVGGGGGF
GGGIGLKPNVGGGGGFGGGGGGFGGGGGGFGGGFGGGKLIGGGIGWRRWWLCRKQRLRKVNHL

155
 

57,4 3 

YD1 APKGVQGPNG
10

 30 4 

AMPs ricos em Glicina e Histidina G/H(%)  

AFP QHGHGGQDQHGYGHGQQAVYGKGHEGHGVNNLGQDGHGQHGYAHGHSDQHGHGGQHGQHDGYKNRGY
67

 31,3/20,9 5 

Armadilidina H GHLGRPYIGGGGGFNRGGGFHRGGGFHRGGGFHSGGGFHRGGGFHSGGSFGYR
53

 47,2/11,3 6  

Cheferina I GYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG
28

 67,9/28,6 7 

Cheferina II GYHGGHGGHGGGYNGGGGHGGHGGGYNGGGHHGGGGHG
38

  65,8/21,1 7 

H5WYG GLFHAIAHFIHGGWHGLIHGWYG
23

 26/21,7 8 

His5-bys GHGGGHGGGHGGGHGGSASAAAHAAAG
27

 48,1/18,5 9 

Holotricina 3 YGPGDGHGGGHGGGHGGGHGNGQGGGHGHGPGGGFGGGHGGGHGGGGRGGGGSGGGGSPGHGAGGGYPGGHGGGHHGGYQTHGY
84

 63,1/15,5 10 

Tenecina 3 DHHDGHLGGHQTGHQGGQQGGHLGGQQGGHLGGHQGGQPGGHLGGHQGGIGGTGGQQHGQHGPGTGAGHQGGYKTHGH
78

 43,6/19,2 11 

AMPs ricos em Histidina His (%)  

Clavanina A VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF
23

-NH2 10 12 

Hst 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
24

 29,2 13 

LAH4 KKALLALALHHLAHLALHLALALKKA
26

 15,4 14 

MUC7 LAHQKPFIRKSYKCLHKRCR
20

 10 15 

Piscidina 1 FFHHIFRGIVHVGKTIHRLVTG
22

-NH2 18,2 16 

Piscidina 3 FIHHIFRGIVHAGRSIGRFLTG
22

-NH2 13,6 16 

Gaduscidina 1 FIHHIIGWISHGVRAIHRAIH
21

-NH2 23,8 17 

Gaduscidina 2 FLHHIVGLIHHGLSLFGDR
19

-NH2 21 17 
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Figura 7. Sequência de aminoácidos da Cheferina I, estando os resíduos de histidina em vermelho e as repetições do motivo GGH em azul. 
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estruturas em folhas β com 33% e 25%, respectivamente (PARK et al., 2000).  

Neste cenário, interessados nesta classe singular de AMPs, nosso grupo de 

pesquisa realizou estudos direcionados ao conhecimento das propriedades e 

relação estrutura-atividade da Chef I (REMUZGO, 2008; REMUZGO et al., 2009;  

REMUZGO et al.,  2014) desenvolvendo análogos sintéticos N- e C- truncados e/ou 

amidados. Os resultados encontrados corroboraram a atividade frente às bactérias 

gram-positivas e leveduras, mas não frente às bactérias gram-negativas, sendo que 

os espectros de DC demonstraram que na presença de 60% trifluoroetanol em 

fosfato-borato-citrato 10 mmol.L-1, a Chef I amidada exibe conformação em folha-β 

pregueada e dobra-β (REMUZGO et al., 2014).  

 No nosso laboratório, o análogo amidado da Cheferina I (Chef Ia) foi ativo 

contra Candida albicans MDM8, ATCC90028, e C. albicans HU168, resistente a 

fluconazol. Esse análogo também exibiu maior resistência às variações da força 

iônica do meio, baixa atividade hemolítica e maior (2 a 8 vezes) atividade 

anticandida na presença de 10 µmol.L-1 de ZnCl2. Os resultados obtidos em testes 

usando as sondas fluorescentes SYTO 9 e iodeto de propídeo e o análogo marcado 

com o fluorescente carboxifluoresceína (FAM-Chef Ia) sugeriram que o análogo Chef 

Ia não permeabilizava a membrana celular da levedura Candida albicans MDM8 e 

que seu mecanismo de ação mais provável seria a penetração celular dependente 

de temperatura/energia, como a endocitose (REMUZGO, 2008; REMUZGO et al., 

2014).  

Deste modo, levantamos a hipótese de que a Chef I, apresente suas 

atividades anticandida e candidacida aumentadas na presença de outros íons 

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

continuado. 

1.2.3. Determinação in vitro e in vivo dos modos de ação de AMPs e/ou CPPs 

A determinação experimental in vitro dos modos de ação de AMPs varia 

conforme o peptídeo, seu alvo (membrana e/ou alvo intracelular) e a célula estudada 

(procariótica ou eucariótica), uma vez que a composição dos constituintes de parede 

celular ou membranares de bactérias/procariotos difere fortemente da composição 

membranar observada em células eucarióticas (LE; FANG; SEKARANC, 2017).  

Assim, para a determinação do modo de ação de peptídeos, que possuem a 

membrana plasmática como alvo são utilizados, frequentemente, modelos 

membranares simplificados como, por exemplo, as vesículas microscópicas 

fosfolipídicas/lipossomas. Nestes modelos, propriedades como número de 

bicacamadas (uni ou multilamelar), carga e composição lipídica, viscosidade 

membranar e presença ou não de esteróis, podem ser alteradas e modificadas 

conforme a necessidade do experimento, possibilitando uma melhor mimetização 

das membranas celulares de interesse. De maneira geral, as bicamadas lipídicas 

destas vesículas são produzidas através de uma mistura definida de lipídios de 

membrana (Figura 8), que são separadas por um meio aquoso (BATISTA; 

CARVALHO; MAGALHÃES, 2007; MARQUETTE; BECHINGER, 2018).  

Dentre os principais tipos de lipossomas devemos citar as vesículas 

unilamelares grandes (LUVs – diâmetro maior ou superior a 100 nm), vesículas 

unilamelares pequenas (SUVs – diâmetro de 20-50 nm) e as vesículas unilamelares 

gigantes (GUVs – diâmetro maior que 1 µm) (Figura 9) (SAPALA; DHAWAN; 

HARIDAS, 2017).  
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Figura 8. Relação de fosfolipídios de membrana utilizados na construção de vesículas lipossomais, 
suas temperaturas de transição de fase (Tc) e suas cargas.  Extraído de BATISTA; CARVALHO, 
MAGALHÃES, 2007. 

 
Figura 9. Vesículas fosfolipídicas unilamelares, seus diâmetros, classificação e esquematização de 
suas bicamadas lipídicas. Adaptado de: SAPALA; DHAWAN; HARIDAS, 2017. 

Diversas técnicas são utilizadas na detecção e determinação in vitro dos 

modos de ação de peptídeos, dentre elas podemos citar a espectroscopia de 

fluorescência, que permite inferir a localização do peptídeo (na membrana ou 

citoplasma) através de apagadores de fluorescência/quenchers ou vazamento de 

sonda fluorescente específica (p. ex. calceína ou carboxifluoresceína), sendo esta 

técnica também útil para a detecção de alvos intracelulares, normalmente aliados a 

ensaios de afinidade ou até imunoprecipitação. Da mesma forma, podemos citar a 

transferência de energia de ressonância de fluorescência (FRET), microscopia 

confocal, ressonância magnética nuclear (RMN) e dicroísmo circular (LORIN et al., 

2012; TORCATO; CASTANHO; HENRIQUES, 2012). 



32 
 

 
 

A determinação in vivo destes modos de ação pode envolver células humanas 

(p.ex. eritrócitos) ou bactérias/demais microrganismos, que variam conforme o 

interesse empírico. De uma maneira geral, para sua determinação in vivo são 

utilizados análogos derivatizados do peptídeo de interesse (p.ex. adição de 

fluoróforos à sequência peptídica) ou sondas fluorescentes dispersas no meio 

externo ou interno da célula de interesse (REMUZGO, 2009; TORCATO; 

CASTANHO; HENRIQUES, 2012).   

Dentre as técnicas utilizadas nesta detecção podemos citar a espectroscopia 

de fluorescência, que envolve tanto a citometria de fluxo (Fluorescence-Activated 

Cell Sorter/ FACS) e a técnica de recuperação de fluorescência após photobleaching 

(Fluorescence recovery after photobleaching/ FRAP). Da mesma forma, a 

microscopia eletrônica de transmissão (TEM) e microscopia de força atômica 

(Atomic force microscopy/ AFM) também são utilizadas na detecção in vivo e, 

normalmente, permitem a visualização da superfície celular (SPINDLER et al., 2011; 

SUN; SUN; HUANG, 2016; MARQUETTE; BECHINGER, 2018). 

Contudo, algumas limitações são encontradas tanto nos experimentos in vitro 

quando in vivo, que envolvem o número de moléculas de peptídeo acessíveis, a 

curta escala de tempo para a observação do fenômeno e o reduzido tamanho dos 

fragmentos de membrana, para o primeiro caso, e a dificuldade em diferenciar a 

fluorescência intrínseca do peptídeo da fluorescência intrínseca da célula estudada, 

para o segundo caso (TORCATO; CASTANHO; HENRIQUES, 2012; MARQUETTE; 

BECHINGER, 2018). 

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

deve ser cuidadosamente analisada.  
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1.3. Potencial terapêutico dos peptídeos  

O real potencial terapêutico dos peptídeos ainda não é totalmente conhecido. 

Na década de 1920 através da obtenção de insulina por pâncreas suínos, este 

potencial começou a ser explorado e vem sendo, desde então, encorajado pela 

produção de peptídeos como o peptídeo adrenocorticotrófico (ACTH), a calcitonina, 

a ocitocina e a vasopressina sintéticas (LAU; DUNN, 2018). 

O crescimento exponencial do número de casos de resistência antimicrobiana 

também impulsionou o estudo dos AMPs. Estima-se que mais de 70% das bactérias 

patogênicas conhecidas são resistentes a um tipo de antibiótico (WATKINS; 

BONOMO, 2016).  

 O passo inicial para o uso clínico de AMPs geralmente envolve uma triagem 

in vitro das propriedades antibacterianas e/ou antifúngicas usando concentrações 

inibitórias mínimas (MICs) ou concentrações mínimas microbicidas (MMCs). 

Entretanto, a predição exata destas propriedades in vivo se torna muito difícil, devido 

à alta sensibilidade destas propriedades às condições ambientais. Alguns AMPs 

apresentam estas propriedades diminuídas na presença de meios com alta força 

iônica in vivo (p. ex.: soluções salinas fisiológicas) e se tornam candidatos às drogas 

de uso tópico (MAHLAPUU et al., 2016). 

 A Tabela 7 lista as vantagens, dificuldades e estratégias do uso terapêutico 

de AMPs, sendo importante ressaltar que, o presente trabalho propõe uma 

estratégia para contornar a diminuição de atividade em meios com alta força 

iônica/concentração de sais, através da coordenação de um AMP catiônico com íons 

metálicos divalentes (Zn2+ e Cu2+).  
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Tabela 7. Relação de vantagens, dificuldades  e estratégias para o uso terapêutico de AMPs (MARR; 
GOODERHAM; HANCOCK, 2006; FOSGERAU; HOFFMANN, 2015; MAHLAPUU et al., 2016). 

Vantagens Dificuldades Estratégias 

Amplo espectro de ação 
Baixa disponibilidade metabólica 

(ação de proteases e 
carboxipeptidases) 

 Ciclização dos AMPs 

 Incorporação de D-aminoácidos 
e/ou análogos de aminoácidos 
não usuais 

 Bloqueio das extremidades C ou 
N-terminal por modificações 
como N-acetilação e C- amidação 

Menor resistência antimicrobiana 
Menor atividade em meios de alta 

força iônica in vivo 

Atuação sinérgica com antibióticos Custo elevado 

Design de novas drogas Produção de um peptídeo com 
5000 Da é 10 vezes mais caro que 
a produção de uma molécula de 

500 Da 

Drug-delivery através de conjugados 
peptídicos multifuncionais 

Os casos de resistência antimicrobiana a AMPs são poucos se comparados 

aos de antibióticos convencionais. Ainda assim, os mecanismos dessa resistência 

vêm sendo elucidados, sendo que em fungos eles envolvem a expressão de 

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

regulação das vias de sinalização (Figura 10). 

 
Figura 10. Célula de C. albicans e as estratégias de resistência a AMPs. Adaptado de SWIDERGALL; 
ERNST, 2014. 

Dentre as proteínas efetoras podemos citar a expressão das proteases 

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

Msb2* (domínio da Msb2 resultante da ação das proteases aspárticas 

secretadas/Sap). No primeiro caso, as proteases Sap 9 e Sap 10 degradam os 
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AMPs, já no segundo caso, as glicoproteínas inviabilizam os peptídeos através da 

ligação destes às suas superfícies (Figura 10). Outra estratégia envolve a 

expressão do transportador Flu1, presente nos microrganismos multirresistentes, 

que promove o efluxo celular do AMP e diminui sua toxicidade (SWIDERGALL; 

ERNST, 2014).  

Algumas modificações na sinalização celular são responsáveis por esta 

resistência, como por exemplo, a expressão da proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK) Hog1, que tem sua expressão associada à resposta ao estresse, 

morfogênese e biossíntese da parede celular (MONGE, 2006; SWIDERGALL; 

ERNST, 2014). A expressão desta proteína e sua forma fosforilada (Hog1-P) esta 

relacionada à presença de certos AMPs que induzem o estresse oxidativo (p. ex. 

histatinas), sendo que a sua expressão ativa genes responsáveis pela resposta 

oxidativa e induz a produção de antioxidantes como a catalase, superóxido 

dismutase e glutationa (CANNON et al., 2007; SWIDERGALL; ERNST, 2014).  

Apesar disso, nesta última década, observamos uma notável expansão no 

estudo e desenvolvimento de drogas peptídicas (DA CUNHA et al., 2017), sendo 

que diversos destes compostos se encontram em testes clínicos (Tabela 8). Nos 

últimos oito anos foram criadas 26 patentes que envolvem o uso terapêutico de 

AMPs (KANG et al., 2017).  

Um exemplo recente da pesquisa de peptídeos com fins terapêuticos é o 

grupo de análogos do “peptídeo-1 semelhante ao glucagon" (GLP-1) utilizados para 

o tratamento do diabetes mellitus tipo 2, que alcançou vendas globais superiores a  

2,6 bilhões de dólares em 2013, com Victoza® (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015). 

Outro exemplo envolve o medicamento à base de peptídeos utilizado para o 

tratamento do câncer de próstata, Lupron®, que alcançou vendas globais de mais de 
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2,3 bilhões de dólares em 2011 (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015). Segundo os 

mesmos autores, o mercado global de medicamentos peptídicos aumentará de 14,1 

bilhões de dólares em 2011 para 25,4 bilhões em 2018.  

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

Medicamento AMP de origem Fase Administração Indicação 

Novexatin  
(NP-213) 

Defensinas 
humanas 

II Tópica 
Infecção fúngica de unhas por 

Onychomycosis 

Omiganan 
 (MBI 226, CLS0001) 

Indolicidina 

II 

Tópica 

Tratamento de Acne vulgaris 

III 
Assepsia tópica da pele; prevenção 

de infecções em cateteres; 
tratamento de rosácea 

hLF1-11 

Lactoferricina 

I/II Intravenosa 

Assepsia em pacientes 
imunocomprometidos para receber 

transplantes de células 
hematopoiéticas 

PXL01 II 
Hidrogel ácido 

hialurônico 
Prevenção da formação de 

aderências pós-cirúrgicas em 
cirurgias da mão 

OP-145 LL-37 I/II Gotas 
auriculares 

Infecção de ouvido crônica 

Pexiganan  
(MSI-78) 

Magainina III Tópica Ulcerações e infecções em pés de 
pacientes diabéticos 

Iseganan  
(IB-367) 

Protegrina-1 III 
Bucal 

(bochechos) 
Prevenção da mucosite induzida por 

quimioterapia 

1.4. A importância da síntese de peptídeos para AMPs/CPPs 

Como descrito, desde 1920, os peptídeos se tornaram alvo de grande 

interesse científico, sendo necessário o estudo e desenvolvimento de novas 

metodologias que possibilitassem o isolamento, caracterização, purificação e 

identificação destes compostos in vivo. Da mesma forma, a necessidade do 

conhecimento de suas propriedades fisiológicas, físico-químicas e farmacológicas 

impulsionou o desenvolvimento da síntese de peptídeos in vitro (REMUZGO, 2009; 

HANEY; HANCOCK, 2014).  

O advento da síntese de peptídeos em fase sólida (SPFS) por Robert Bruce 

Merrifield, em 1963, possibilitou a obtenção de peptídeos em maiores quantidades 

que àquelas quando isolados de suas fontes naturais (p.ex., em 1986, para obter 1 
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mg de somatostatina natural eram necessários 100.000 cérebros de carneiro) 

(MACHADO et al., 2004). De fato, a síntese química de peptídeos se tornou o 

método mais utilizado para a obtenção de peptídeos 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 peptídica ligada a uma matriz sólida insolúvel, que por subsequentes adições 

de aminoácidos geram o peptídeo desejado (MERRIFIELD, 1963). 

Uma vez que a atividade biológica dos AMPs/CPPs é estritamente 

relacionada à sua sequência de aminoácidos, tanto os peptídeos naturais (isolados 

in vivo) quanto os sintéticos (produzidos in vitro) apresentam a mesma atividade 

biológica. Neste contexto, destacam-se os peptídeos sintéticos, que graças à SPFS, 

podem ter a potência de suas atividades antimicrobianas moduladas (através da 

síntese de análogos truncados) e suas relações estrutura-atividade elucidadas 

(HANEY; MANSOUR; HANCOCK, 2017).  

Além disso, a SPFS possibilita a inserção de aminoácidos não usuais à 

cadeia peptídica (p.ex. D-aminoácidos – vide Tabela 7) para desenvolver análogos 

que apresentem características “chaves” como: menor suscetibilidade às enzimas 

proteolíticas, baixa atividade hemolítica e estabilidade em meios de alta força iônica 

e condições fisiológicas (LI et al., 2017). Nas últimas décadas, os avanços na área 

de síntese orgânica e química estrutural possibilitaram à SPFS a inserção de 

modificações pós-traducionais ao peptídeo sintético, que antes não eram possíveis 

(Tabela 9) (BEHRENDT; OFFER, 2016).  

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

como solubilidade e estabilidade fisiológica/proteolítica destes peptídeos bioativos 
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possibilitam o desenvolvimento de novas drogas farmacológicas (HANEY; 

HANCOCK, 2014; GUIDOTTI; BRAMBILLA; ROSSI, 2017).  

Tabela 9. Modificações pós-traducionais disponíveis na SPFS (BEHRENDT; OFFER, 2016). 
 Modificações pós-traducionais 

Citrulinação Substituição da arginina por citrulina 
Farnesilação Adição de grupo isoprenilo a resíduos de cisteína 
Fosforilação Adição de grupo fosfato (PO4) a aminoácido (eucariotos em serina, treonina ou tirosina) 
Glicosilação Adição de carboidratos 
Metilação Adição de grupo metil (CH3) a resíduos de arginina ou lisina 

Ponte 
dissulfeto 

Ligações covalentes entre dois grupos sulfidril (-SH), normalmente pela cadeia lateral 
de cisteínas 

Sulfatação Adição de grupos sulfatos (SO4) a resíduos de tirosina 

2. Objetivos 

Este trabalho teve como objetivo aprofundar o entendimento (i) da ação 

antifúngica e fungicida do AMP atípico sintético Chef Ia e do seu análogo 

fluorescente e (ii) da interação de ambos com íons metálicos divalentes, o que está 

diretamente relacionado à potenciais aplicações farmacológicas. Para tanto: 

a. Purificamos e caracterizamos quimicamente análogos sintéticos da Chef Ia 

disponíveis em nosso laboratório.  

b. Determinamos as atividades anticandida e candidacida da Chef Ia e FAM-

Chef Ia frente às células de C. parapsilosis ATCC 22019 na ausência e presença 

dos cátions divalentes metálicos Zn2+, Mg2+, Cu2+ e Ca2+ em meios de baixa ou 

alta força iônica. 

c.  Examinamos o efeito dos íons Zn2+ e Cu2+ na estrutura secundária da Chef Ia. 

d.  Estudamos a interação do peptídeo Chef Ia com íons Cu2+ e de seu análogo 

fluorescente FAM-Chef Ia com íons Zn2+ e Cu2+ na tentativa de verificar 

coordenação/quelação e a razão estequiométrica peptídeo: íon de cada um. 

e. Realizamos análises por DC em condições específicas e construímos um 

modelo espacial teórico do peptídeo Chef I que possibilitasse a visualização dos 

resultados obtidos. 
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f.  Realizamos ensaios preliminares na tentativa de determinar a localização 

intracelular do análogo fluorescente FAM-Chef Ia com o auxílio do marcador de 

vacúolo 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 biológicos foram: meios PDB (pH = 5,1± 

0,2), peptona, ágar e dextrose da Synth ou BD (EUA). Os sais carbonato de sódio 

(Na2CO3), cloreto de cálcio (CaCl2), cloreto de cobre (CuCl2), cloreto de sódio 

(NaCl), cloreto de magnésio (MgCl2), cloreto de zinco (ZnCl2) e os constituintes dos 

tampões fosfato-borato-citrato (PCB), acetato de sódio, 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 vacúolo CMAC-Blue foi adquirido da Molecular Probes (EUA). O 

protetor de fluorescência VectaShield foi adquirido da Vector Laboratories (EUA). As 

lâminas e lamínulas utilizadas para os ensaios de fluorescência foram provenientes 

da ProLab (Brasil) e Synth (Brasil), respectivamente. Para os ensaios de atividade 

antifúngica foram utilizadas placas de Petri de vidro (diâmetro de 6 cm) provenientes 

da Synth (Brasil). Para os ensaios de localização intracelular foram utilizadas placas 

de Petri para aplicações microscópicas (diâmetro de 3,5 cm e fundo de vidro com 

espessura de 175 µm) provenientes da Cell View (Áustria).  

Para as análises de dicroísmo circular (DC) foi utilizada uma cubeta de 

quartzo (volume máximo de 350 µL e caminho ótico de 1mm) da Hellma Analytics 
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(EUA). Para RP-HPLC foram utilizadas as colunas C18 analítica (0,46 cm x 25,0 cm, 

5 μm e 300 Å), preparativa (2,2 cm x 25 cm,10 µm e 300Å) e semi-preparativa (1,0 

cm x 25,0 cm, 5 μm e 300 Å) da Grace Vydac (EUA). 

Os solventes e reagentes usados DCM (diclorometano), DMF (N, N’-

dimetilformamida), MeOH, etanol 96% extra puro, formaldeído, éter diisopropílico, 

BOP (hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris(dimetilamino)fosfônico, DMSO 

(dimetilsulfóxido), 4-metilpiperidina, triisopropilsilano (TIS), ninidrina, trifluoretanol 

(TFE), ACN (acetonitrila; grau cromatográfico) e TFA (ácido trifluoroacético; grau 

cromatográfico)  eram provenientes da Merck KGaA (Alemanha), Sigma Chemical 

Co. (EUA) ou Applied Biosystems. 

3.2. Métodos Preparativos 

3.2.1. Síntese de Peptidil-Resinas e FAM-Peptidil-resina 

A síntese das peptidil-resinas dos análogos de Chef I foram realizadas 

anteriormente a este trabalho e estão listadas na Tabela 10.  

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

Cheferina I Síntese Manual 

Fmoc - Chef I CLEAR ácida 195,67mg 2006/11 

Cheferina Ia  

Fmoc - Chef I CLEAR amida 521,16 mg 2007/ 

FAM- Cheferina I a  

FAM - Chef Ia  977,46mg  

FAM - Chef I (6-28)a 504,65mg 2009/9 

FAM - Chef I (3-28)a 663,87mg 2009/9.1 

Estas sínteses foram realizada manualmente por SPFS passo a passo na 

resina CLEAR ácida (Figura 11) ou amida a 60 ⁰C usando a estratégia Fmoc (9-

fluorenilmetiloxicarbonil) e os protocolos estabelecidos em nosso laboratório 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 está sumarizada na Figura 12.  

 
Figura 11. Estrutura reticulada da resina CLEAR® e seus grupos funcionais (à direita). Estrutura das 
resinas CLEAR® ácida e amida (à esquerda)(PEPTIDES INTERNATIONAL, 2017). 

 
Figura 12. Representação esquemática da síntese de peptídeos em fase sólida. Adaptado de 
CARVALHO, 2012. 

A resina usada é composta por uma unidade de reticulação de unidades de 

etilenoglicol (-CH2-CH2-O-) e porção amida (PEPTIDES INTERNATIONAL, 2017), 

que serve como alça para funcionalização 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 são utilizados nas reações de acoplamento para que a 

-carboxila do aminoácido a ser acoplado esteja ativada, isto é, se torne mais reativa 

e capaz de realizar um ataque nucelofílico no grupo amino-  desprotegido do 

aminoácido ligado à resina. Após diversos ciclos de desproteção e acomplamento o 

produto final é uma peptidil-resina (peptídeo de interesse ligado à resina com seu 

grupo amino-  protegido, bem como suas cadeias laterais reativas) (AMBLARD et 

al., 2006; COIN; BEYERMANN; BIENERT, 2007). 

Para cada reação de desproteção ou acoplamento são realizados testes de 

ninidrina, que consiste na reação da ninidrina com aminas primárias, que quando 

presentes reagem produzindo uma coloração azulada (teste positivo, indicando uma 

desproteção) e quando ausentes, uma coloração amarelada (teste negativo, 

indicando um acoplamento) (KAISER et al., 1970). Após o acoplamento do último 

derivado de aminoácido (N-terminal da sequência), as resinas Nα-Fmoc-peptidil-

CLEAR amida ou ácida foram secas sob vácuo, caracterizadas e estocadas a 4 ⁰C. 

No caso de marcação com 5(6)-carboxifluoresceína (FAM), ela foi realizada 

durante o processo de síntese, após o acoplamento do último resíduo de 

aminoácido. 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 filtração, lavagem com 

DMF, DCM e seca à vácuo para posterior estocagem. Da mesma forma, esse 

procedimento foi feito anteriormente a este trabalho.  

3.2.2. Clivagem dos peptídeos das Resinas e Desproteção Total 

Uma vez finalizada a síntese é necessário desligar o peptídeo bruto da peptiil-

resina, bem como remover os grupos protetores tanto das cadeias laterais quanto o 
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Fmoc do grupo amino-  do primeiro resíduo de aminoácido (Figura 13) (AMBLARD 

et al., 2006).  

 

Figura 13. Representação esquemática da clivagem e desproteção total na SPFS. resina;  

protetores de cadeias laterais reativas;  grupo Fmoc. Adaptado de CARVALHO, 2012. 

Estas remoções ocorrem simultaneamente na presença de meio ácido (TFA) 

e na presença de scavengers, para impedir que os protetores das cadeias laterais 

reajam com os resíduos de aminoácidos (PEARSON, DANIEL et al., 1989). Nesta 

etapa, além da resina levou-se em conta principalmente a sequência peptídica para 

a escolha da solução (CHAN; WHITE, 2000). Todas as peptidil-resinas reagiram com 

95% TFA, 2,5% água, 2,5% TIS (300 rpm, 37 °C por 2 h). Em seguida, para cada 

reação, o peptídeo foi precipitado por éter diisopropílico e extraído usando uma 

solução A (0,1% TFA em água) e uma solução B (60% ACN em água contendo 

0,09% de TFA). O peptídeo bruto foi liofilizado e o material seco resultante foi 

pesado. Os valores iniciais e o rendimento destas reações estão descritos na Tabela 

11 no item 4.1.  

3.3. Métodos analíticos  

3.3.1. Caracterização dos peptídeos brutos e purificados 

Análises foram realizadas para confirmar a presença dos peptídeos desejados 

nos materiais brutos ou purificados e para determinar as condições de purificação 

para cada um (Tabelas 11 e 12 no item 4.1.).  

a) Cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa (RP-HPLC) 

(HODGES; BURKE, LORNE; MANT, 1988; MANT; HODGES, 1991)  
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Foi empregado um cromatógrafo LDC Analytical, composto por bombas 

ConstaMetric 3200 e 3500, injetor Rheodyne 7125, integrador DataJet, detector UV 

MILTON ROY –SpectroMonitor 3100, utilizando uma coluna Vydac C18 analítica 

(0,45 cm x 25,0 cm, 5 μm e 300 Å), fluxo de 1,0mL/min, comprimento de onda de 

detecção de 210 nm e o seguinte gradiente linear: 5 a 95% de B, em que o solvente 

A era 0,1% TFA/água e o solvente B, 30% ACN/0,09%TFA/água. 

b) Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC/ESI-MS) (MACHADO et al., 2012) 

 Foi empregado um sistema de RP-HPLC da Shimadzu Corporation (Kyoto, 

Japão, fluxo 0,2 mL/min) composto por um degaseificador modelo DGU-20A3, duas 

bombas modelo LC-20AD, um injetor Rheodyne 8125, um forno de coluna modelo 

CTO-20A, uma pré-coluna C18 (5,0 mm x 2,0 mm; 4,6 mm) Shim-pack GVP-ODS e 

uma coluna C18 (150 mm x 2 mm; diâmetro da partícula = 4,6 µm e diâmetro do poro 

12 nm) Shim-pack VP-ODS acoplada a um espectrômetro de massas AmaZon X da 

Bruker Daltonics (Alemanha) com fonte de ionização de tipo “eletrospray”, modo ESI 

positivo e com analisador do tipo Ion-Trap. Para análises de LC foram usadas as 

condições analíticas citadas acima e para a análise dos espectros foi utilizado o 

software HyStar 3.2.  

c) Hidrólise total e análise de aminoácidos dos hidrolisados 

(HEINRIKSON; MEREDITH, 1984; MARTENS; LOEFFELMANN, 2003; 

RIGOBELLO-MASINI et al., 2008)  

Os peptídeos foram condicionados à estação de trabalho Pico-Tag (Waters-

Millipore) e expostos a vapor proveniente de ácido clorídrico a 110 ⁰C por 24 h em 

atmosfera inerte. Posteriormente, as amostras foram secas em dessecador à vácuo. 

Os hidrolisados secos foram dissolvidos em água e analisados no analisador de 
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aminoácidos da Dionex BioLC®Chromatography System (Dionex, EUA). Neste 

aparelho os aminoácidos livres são separados por cromatografia de troca iônica, 

utilizando uma coluna AminoPac PA10 (2,0 cm x 25 cm) da Dionex e detectados por 

amperometria integrada com detector eletroquímico ED50. O programa Chromeleon 

foi utilizado para tratamento de dados.  

3.4. Purificação dos Peptídeos Brutos 

De posse do peptídeo bruto é necessária sua purificação, isto é a remoção de 

compostos que não são o peptídeo de interesse. Um elevado grau de pureza (>95%) 

também é desejável, principalmente devido ao uso destinado deste peptídeo, como 

por exemplo, testes antimicrobianos. Para isso são utilizadas técnicas de 

cromatografia líquida, como a de fase reversa, troca iônica, exclusão 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 purificação de peptídeos, 

sendo que com o advento do espectrômetro de massas, a purificação de peptídeos 

pode ocorrer via RP-HPLC acoplada à espectrometria de massas (MACHADO et al., 

2004). 

Foi empregada a Cromatografia Liquida de Alta Eficiência em Fase Reversa 

(RP-HPLC), utilizado um sistema de Waters, modelo 600E preparativo, composto de 

uma bomba quaternária (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 C18 10 µm, 300 Å, 2,2 cm x 25 

cm). As purificações 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 purificação de peptídeos consiste na junção de frações que 

contém o peptídeo de interesse e liofilização destas para obtenção do peptídeo 

purificado. Por fim, o peptídeo purificado foi caracterizado quanto à composição de 

seus resíduos de aminoácidos através da análise de aminoácidos (CARVALHO, 

2012).   

3.5. Ensaios Biológicos  

3.5.1. Atividade Antifúngica (FEHLBAUM et al., 1994; HETRU; BULET, 1997; 

CLSI, 2002) 

A atividade antifúngica foi realizada segundo o método de microdiluição em 

caldo (CLSI/M27-A2 – vide item 4.2.1.b). Para isso, em cada poço de uma 

microplaca de 96 poços foram pipetados 10 µL de uma série de diluições de 

peptídeo (1,95 µmol.L-1 - 1,0 mmol.L-1), 10 µL de água e 80 µL de uma suspensão de 

leveduras (Abs595nm = 0,001) com concentração final de 2,5 x 104 células/mL em 

meio PDB (Figura 14).  

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

Como controle positivo para o crescimento fúngico foram usados 20 µL de 

água e 80 µL de inóculo e para o controle negativo, foram utilizados 100µL do meio 

PDB, anfotericina B (0,078 µmol.L-1 - 40 µmol.L-1) e melitina (1,95 µmol.L-1 - 1,0 

mmol.L-1). A placa foi mantida em uma estufa a 35 ⁰C por 24h, sem agitação e sob 

uma atmosfera úmida. O crescimento microbiano foi quantificado pelo incremento da 
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absorbância a 595 nm em um leitor de ELISA (Labsystem iEMS Analyser). O valor 

da Concentração Mínima Inibitória (MIC) correspondeu à menor concentração do 

peptídeo que visualmente ocasionou 100% de inibição no crescimento dos fungos 

após incubação (EHRET-SABATIER et al., 1996). Os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

Os efeitos na concentração de sal e de íons metálicos divalentes foram 

determinados com a substituição da água por soluções de CaCl2, CuCl2, MgCl2 e 

ZnCl2 nas concertações finais de 10, 25, 50 e 100 µmol.L-1. 

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

As mesmas etapas descritas anteriormente para a atividade antifúngica foram 

seguidas, porém executadas na presença do tampão Tris 10 mmol.L-1 (pH 7,4) 

preparado junto ao meio de cultura PDB. A fim de averiguar o possível efeito dos 

íons metálicos divalentes a água foi substituída pelas soluções de CuCl2 e ZnCl2 nas 

concentrações finais de 10 µmol.L-1, 25 µmol.L-1, 50 µmol.L-1 e 100 µmol.L-1 para 

Chef Ia e 50 µmol.L-1 e 100 µmol.L-1 para FAM-Chef Ia. 

3.5.3. Atividade Antifúngica em alta força iônica com meio tamponado e não 

tamponado (KACPRZYK et al., 2007)  

A fim de averiguar o possível efeito dos íons metálicos divalentes na atividade 

antifúngica dos peptídeos em alta força iônica, foram utilizados meios de cultura 

tamponados com tampão Tris 10 mmol.L-1 (pH 7,4) com concentrações finais de 

NaCl (42,8 mmol.L-1, 85,6 e 154 mmol.L-1). Igualmente, foram utilizados meios de 

cultura não tamponados (pH 5,1) na presença das mesmas concentrações finais de 

NaCl (42,8 mmol.L-1, 85,6 e 154 mmol.L-1). Ao montar a placa do teste a água foi 

substituída pelas soluções de CuCl2 e ZnCl2 nas concentrações finais 10 µmol.L-1, 
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25 µmol.L-1, 50 µmol.L-1 e 100 µmol.L-1 para Chef Ia e 100 µmol.L-1 para FAM-Chef 

Ia. 

3.5.4. Atividade Fungicida (CLSI, 1999; MACHADO et al., 2007) 

Após o teste em microplaca para a determinação da MIC, o conteúdo dos 

poços (100 µL) que visualmente apresentaram inibição de crescimento foram 

utilizados para plaqueamento em meio sólido (Ágar Sabouraud) e o conteúdo do 

poço da diluição imediatamente inferior à MIC foi usado como controle positivo de 

crescimento. A concentração mínima fungicida (MFC) foi determinada após 

incubação numa estufa a 35 ⁰C por 24 h.  

3.6. Análise do efeito de FAM-Chef Ia 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 peptídeo, células de C. parapsilosis ATCC 22019 foram incubadas por um 

período de 4 h a 35 °C em 5 mL de meio Sabouraud sob agitação de 150 rpm para 

atingir o crescimento celular exponencial (Abs595nm = 0,4; equivalente a 107 

células/mL). Após este período, foi feito o ajuste para 2 x 106 células/mL. Em 

seguida, 200 µL da suspensão de células foram incubadas com o marcador de 

vacúolo CMAC-Blue do kit em tampão PBS (pH 7,4) por 15 min a 35 °C. Após este 

tempo, elas foram centrifugadas por 5 min em 10.000 g e lavadas três vezes com 

PBS. Em seguida, essas suspenções foram incubadas com concentrações do 

peptídeo na ausência e presença de zinco: 

 6, 25 µmol.L-1 (½ MIC) de FAM-Chef Ia 

 12,5 µmol.L-1 (1 MIC) de FAM-Chef Ia  

 1,563 µmol.L-1 (½ MIC) de FAM-Chef Ia com 10 µmol.L-1 de ZnCl2 
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 3,125 µmol.L-1 (1 MIC) de FAM-Chef Ia com 10 µmol.L-1 de ZnCl2 

em meio PDB por um período de 15 min a 35 °C e, posteriormente, lavadas com 

PDB. Por fim, as células foram fixadas com 3,7% de formaldeído/PBS (20 min) 

(REMUZGO et al., 2014). As soluções de peptídeo e ZnCl2 foram incubadas em 

água por um período de 3 a 4h com o triplo das concentrações finais.  

A fim de verificar a influência da fixação com formaldeído na marcação do 

marcador de vacúolo CMAC-Blue, foram realizados testes com as células vivas. 

Para isso os mesmos passos descritos anteriormente foram seguidos até a 

incubação com CMAC-Blue. Em seguida, as células (100 µL) foram transferidas para 

uma placa de Petri com 4 divisões e à estas foram adicionadas as concentrações 

finais de:   

 12,5 µmol.L-1 (1 MIC) de FAM-Chef Ia;  

 3,125 µmol.L-1 (1 MIC) de FAM-Chef Ia com 10 µmol.L-1 de ZnCl2 

As células foram examinadas no microscópio de fluorescência multiusuário 

Nikon Eclipse TE300 do Departamento de Bioquímica do IQ-USP. Para a 

preparação das lâminas foram utilizadas lamínulas recobertas com poli-L-lisina, às 

quais se adicionou, junto às amostras celulares, o protetor de fluorescência 

VectaShield (Vector Laboratories, Inglaterra). As células analisadas foram divididas 

em quatro grupos conforme sua fluorescência: 

 Células verdes: interior citoplasmático em verde, indicativo da presença 

de FAM-Chef Ia; 

 Células azuis: região(ões) intracelular(es) em azul, indicativo(s) da   

presença de CMAC-Blue; 

 Células com colocalização: região intracelular/vacúolo com 

sobreposição dos filtros azul e verde; 
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 Células não coradas.  

Análises estatísticas foram utilizadas para validar a influência do zinco nos 

resultados encontrados, bem como a influência da fixação com formaldeído (3,7%) 

na marcação do marcador de vacúolo 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 não paramétricos para amostras 

independentes (Mann-Whitney e Qui-quadrado); cálculo 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 são 

comparados com os valores críticos estabelecidos (  = 0,05). A hipótese nula (Ho) é 

a hipótese de normalidade da amostra e deve ser rejeitada quando o valor calculado 

é menor ou igual ao valor crítico mínimo e igual ou maior ao valor crítico máximo 

(BUSSAB; MORETTIN, 2003).  

Uma vez calculada a normalidade das amostras tem-se duas opções para 

executar o teste de hipótese: amostras com distribuição normal (paramétricas) ou 

sem distribuição normal (não paramétricas). Para o primeiro tipo de amostras o teste 

utilizado foi o Teste-t para duas amostras independentes, onde o cálculo se baseia 

em informações sobre as médias amostrais e seus respectivos desvios padrões 

informando o poder, nível alfa (  = 0,05) e direcionamento do teste (uni ou bilateral) 

(BUSSAB; MORETTIN, 2003; AYRES; AYRES JR, 2007). 

Já para as amostras que não apresentaram distribuição 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 não, cujos 

valores tenham sido mensurados pelo menos a nível ordinal. Já para o teste do Qui-

quadrado os valores devem ser mensurados a nível ordinal ou nominal e as 
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amostras devem apresentar duas ou mais categorias dispostas em tabelas de 

contingência l x c (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 o número de amostras utilizadas 

era suficiente para obter resultados confiáveis. Todos os dados foram processados 

no programa BioEstat 5.3 (Instituto Mamirauá/ Brasil).  

3.7. Análises por espectroscopia de dicroísmo circular (REMUZGO et al., 2014) 

Os espectros foram adquiridos em um espectropolarímetro do modelo Jasco 

J-815 utilizando uma célula de quartzo como caminho óptico de 1 mm. Foram 

usados 300 µL de uma solução com concentração final de 40 µmol.L-1 de Chef Ia, 

em tampão fosfato-borato-citrato (PBC) 10 mmol.L-1 (pH 5,0 e pH 7,4) na presença 

de 60% trifluoroetanol (TFE). As análises foram realizadas na ausência e presença 

de 20, 50 e 100 µmol.L-1 de CuCl2 ou ZnCl2. Todos os espectros foram medidos 

entre 190-260 nm a 25⁰C e obtidos pela subtração do espectro de tampão com ou 

sem TFE. Para gerar o espectro final foram realizadas oito leituras por amostra. 

Através dos espectros finais, foram realizadas análises específicas a fim de 

inferir a porcentagem de cada estrutura secundária através do programa BeStSel 

(MICSONAI et al., 2015).   

3.8. Modelo espacial teórico do peptídeo Chef I (LOVELL et al., 2003; 

PETTERSEN et al., 2004; LAMIABLE et al., 2016) 

A sequência do peptídeo Chef I foi disponibilizada no PEP-FOLD 3, base de 

dados de predição de modelos espaciais para peptídeos cíclicos ou lineares, que 

conta com um conjunto de base de 56 peptídeos lineares em solução e 34 peptídeos 

cíclicos (THÉVENET et al., 2012; SHEN et al., 2014; LAMIABLE et al., 2016). A 

análise gerou 10 modelos teóricos, que após nova análise 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 resíduos de aminoácidos com 

ângulos ϕ e ψ em regiões conformacionais permitidas no diagrama de 

Ramachandran. O processamento e manipulação do modelo utilizado foram 

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

3.9. Interação dos peptídeos FAM-Chef Ia e Chef Ia com íons Cu2+ por 

espectroscopia eletrônica no ultravioleta/visível e fluorimetria 

Esta parte dos experimentos foi realizada em colaboração com o Prof. Dr. 

Breno P. Espósito do Depto. de Química Fundamental do nosso Instituto. Todas as 

amostras foram analisadas em tampão HBS (HEPES Buffered Saline, HEPES 20 

mmo.L-1, NaCl 150 mmo.L-1 e pH 7,4) tratado com Chelex® (0,01 g.mL-1, para reduzir 

a contaminação por íons metálicos). Os espectros eletrônicos foram obtidos 

utilizando microplacas de plástico de 96 poços em um leitor de microplacas 

SpectraMax M4 (Molecular Devices), de propriedade do Laboratório de Química 

Bioinorgânica e Metalofármacos. Inicialmente, foi realizada uma varredura entre os 

comprimentos de onda 400 e 900 nm para averiguar a complexação entre Chef Ia e 

CuCl2, para tal, as amostras foram analisadas na concentração de 3,15 mmol.L-1 em 

tampão HBS (pH 7,4).  

Diversos íons metálicos, incluindo íons Cu2+, tem a capacidade de suprimir a 

fluorescência da calceína, um ligante orgânico, que quando não complexado, emite 

fluorescência em 520 nm e após ser excitado, em 485 nm (FURRY, 1985). A Figura 

15 exemplifica o ensaio de equilíbrio competitivo com o complexo Cobre-calceína 

(CuCA) (1 μmol.L-1 / HBS) realizado a fim de identificar a afinidade de ligação entre 

cobre e Chef Ia ou L-His (0-158 μmol.L-1).  

Posteriormente, ensaios fluorimétricos também foram aplicados para avaliar:  
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(i) Estequiometria de ligação da FAM-Chef Ia (1 μmol.L-1 / HBS) a cobre (0-10 

μmol.L-1) na ausência e presença de zinco (1, 10 ou 100 μmol.L-1);  

(ii) Estequiometria de ligação da FAM-Chef Ia (1 μmol.L-1 / HBS) a zinco (0-100 

μmol.L-1). 

 
Figura 15. Esquematização do ensaio de equilíbrio competitivo com o complexo Cobre-calceína 
(CuCA) na presença do peptídeo Chef Ia.  Adaptado de REICHERT et al., 2017. Estruturas químicas 
gentilmente cedidas por Prof. Dr. Breno Espósito. 

4. Resultados e Discussão 

4.1. Purificação e caracterização química dos peptídeos  

Os rendimentos das reações de clivagem da resina e desproteção total do 

peptídeo para obtenção dos produtos brutos variaram de 11% (Chef I) a 50% (Chef 

Ia 1ª purificação) (Tabela 11). Todos os análogos, exceto a Chef I, foram purificados 

nas mesmas condições (RP-HPLC em coluna preparativa C18, a um fluxo de 10 

mL/min, solvente A como 0,1% TFA em água, solvente B como 30%ACN/0,09% TFA 

em água, detecção a 210 nm) (Tabela 12). O peptídeo Chef I foi purificado em 

sistema de RP-HPLC usando coluna semi-preparativa C18, fluxo de 3 mL/min, 

solvente A como 0,1% TFA/água, solvente B como 20%ACN/0,09% TFA em água e 

detecção a 210 nm. Todas as purificações foram bem sucedidas, sendo que todos 

os purificados apresentaram graus de pureza superiores ou iguais a 98%. 

Com exceção do peptídeo purificado Chef I (massa final de 2,4 mg) todos os 

outros tiveram seus conteúdos peptídicos (CP) determinados. O peptídeo FAM-Chef 
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I(3-28)a apresentou o menor CP (27,08 %), seguido do análogo FAM-Chef I(6-28)a 

(44,48%). Os conteúdos peptídicos dos análogos Chef Ia e FAM-Chef Ia oscilaram 

em torno de 56% e 58%, respectivamente. É importante ressaltar que, para as duas 

purificações realizadas do peptídeo Chef Ia os CP obtidos foram bastante próximos 

(57,8 % e 56,1 %) e que a diferença se explica pelo fato dos peptídeos brutos 

obtidos procederem de diferentes pesagens de uma mesma peptidil-resina, bem 

como derivar de diferentes purificações com condições desiguais de calor e 

umidade, por exemplo.  

a) Cheferina I e Cheferina I a 

Os perfis cromatográficos e a caracterização química dos peptídeos Chef I e Chef Ia 

brutos e purificados (1ª purificação) estão apresentados na Figura 16. A segunda 

purificação do peptídeo Chef Ia se encontra na Figura 17. Os dados de ESI-MS 

confirmaram as identidades dos peptídeos purificados e os de RP-HPLC, os seus 

altos graus de pureza (Tabela 11).  

a) FAM-Chef Ia, FAM-Chef I(3-28)a e FAM-Chef I(6-28)a 

Da mesma forma, os perfis cromatográficos e a caracterização química dos 

peptídeos FAM-Chef Ia, FAM-Chef I(3-28)a e FAM-Chef I(6-28)a brutos e purificados 

estão representados nas Figuras 17 e 18. Os dados de ESI-MS também 

confirmaram as identidades dos peptídeos purificados e os seus altos graus de 

pureza (Tabela 11).  

4.2. Bioensaios 

4.2.1. Considerações gerais 

a) Cepa de Candida utilizada 

Inicialmente, os bioensaios foram realizados com o peptídeo Chef Ia 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 peptídeos das resinas e desproteção total, purificação  e caracterização dos peptídeos purificados . 

Peptídeo 

Massa de  
peptidil-resina  

usada 
(mg) 

Bruto 
Recuperado 

 (%) 

Rendimento 
Purificação  

(%) 

Grau de 
Pureza* 

(%) 

LC/ESI-MS  
[M+xH]

 x+
  

esperado/obtido 

Conteúdo 
Peptídico  

(%) 

Chef I 124 18 11 98 788,76/788,3
(3+)

 ND 
Chef Ia (Purif. 1) 147 42 50 98 788,11/788,0

(3+)
 57,8 

Chef Ia (Purif. 2) 338 32 26 99 788,11/788,13
(3+)

 56,1 
FAM-Chef Ia 224 35 14 100 907,88/907,4

(3+)
 58,3 

FAM-Chef I(3-28)a 217 30 41 100 834,47/834,0
(3+)

 27,1 
FAM-Chef I(6-28)a 217 30 22 100 751,05/750,3

(3+)
 44,5 

* Valores obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência com fase reversa (RP-HPLC). ND: Valor não determinado.  

 

Tabela 12. Condições experimentais das purificações realizadas com os peptídeos brutos. 
PEPTÍDEOS 

 Chef Ia Chef I FAM - Chef Ia FAM - Chef I(3-28)a FAM - Chef I(6-28)a 

Coluna Preparativa C18 Semi-preparativa C18 Preparativa C18 Preparativa C18 Preparativa C18 

Solvente A 0.1% TFA em água 0.1% TFA em água 0.1% TFA em água 0.1% TFA em água 0.1% TFA em água 

Solvente B 
30% ACN / 0.09% TFA em 

água 
20% ACN / 0.09% TFA em 

água 
30% ACN / 0.09% TFA em 

água 
30% ACN / 0.09% TFA em 

água 
30% ACN / 0.09% TFA em 

água 

Gradiente 
5-45% - 90min-  

0.44%B/min 
15-55% - 130min - 

0.3%B/min 
40-80% - 90min -

0.44%B/min 
35-75% - 130min -

0.31%B/min 
30-70% - 130min -

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 380µL 69,8mg em 6mL 64,5mg em 6mL 64,7mg em 6mL 

Condição 
Screening 

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

Infusão direta em ESI-MS do 
material coletado 

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

Isocrática de 55% solvente 
B (fluxo de 1.0 mL/min) 

Isocrática de 55% solvente 
B (fluxo de 1.0 mL/min) 
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ATCC 22019. Entretanto, segundo a classificação de agentes de Risco Biológico, a 

C. albicans se enquadra na classe de risco II e deve ser manipulada exclusivamente 

em laboratórios 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 à C. parapsilosis que vinha se mostrando bastante sensível 

aos compostos testados anteriormente em nosso laboratório (Tabela 13). 

Tabela 13. Peptídeos, suas sequências e MICs obtidos em trabalhos anteriores frente às células de 
Candida albicans ATCC 90028 ou C. krusei  ATCC 6578 ou C. parapsilosis ATCC 22019 em meio PDB, 
pH 5,1. Referências: [1]: CARVALHO, 2012; CARVALHO et al., 2015; [2]: presente trabalho; [3]: 
REMUZGO, 2009; REMUZGO et al., 2014. 

Peptídeos Sequência primária 

MIC (µmol.L
-1

) 

Ref. Candida 

albicans krusei parapsilosis 

Hb40-61a KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH2 12,5 50 12,5 

1 
D-Hb40-61a KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH2 12,5 50 12,5 

FAM-Hb40-61a FAM-KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH2 25 100 50 

Hb40-58a KTYFPHFDLSHGSAQVKGH-NH2 50 100 50 

Chef Ia GYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG-NH2 
50 25 25 2 

12,5 25 6,25 
3 

FAM-Chef Ia FAM-GYGGHGGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG-NH2 3,13 12,5 12,5 

Este trabalho de mestrado visou usar prioritariamente células de C. 

parapsilosis como modelo de Candida envolvida em candidíase e/ou candidemia 

(como descrito no item 1.1.1 - TROFA; GÁCSER; NOSANCHUK, 2008; MIRANDA-

CADENA et al., 2018; SOLDINI et al., 2018) para avaliação das atividades 

anticandida/fungistática e candidacida/fungicida dos peptídeos Chef Ia e FAM-Chef 

Ia. 

b) Meios de cultura usados 

Para o estudo de AMPs com carga líquida neutra, muitos trabalhos utilizam 

para os bioensaios o meio RPMI-1640 recomendado pela CLSI (CLSI, 2002). 

Entretanto, para o estudo de AMPs com carga líquida positiva/catiônicos, este meio 

é frequentemente substituído por meios de baixa força iônica, tais como Sabouraud 

dextrose (SDB) e batata dextrose (PDB) afim de minimizar a influência da alta força  
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Figura 16. Perfis de RP-HPLC da Chef I (esq.) e Chef Ia (dir./ Purif.1) brutos e purificados; espectros de massas dos purificados. Condições de RP-HPLC: coluna 
Vydac C18, solvente A: 0,1% TFA em água, solvente B: 20% ACN / 0.09% TFA em água para Chef I e 30% ACN/ 0,09% TFA em água para Chef Ia, λ: 210 nm, 
fluxo: 1 mL/min, gradiente linear: 5 a 95% de B em 30 min. Condições de ESI-MS: voltagem do capilar: 4,5 kV,  modo de ionização: ES+. 
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Figura 17. Perfis de RP-HPLC da Chef Ia (esq./ Purif.2) e FAM-Chef Ia (dir.) brutos e purificados; espectros de massas dos purificados. Condições de RP-HPLC: 
coluna Vydac C18, solvente A: 0,1% TFA em água, solvente B 30% ACN/ 0,09% TFA em água, λ: 210 nm, fluxo: 1 mL/min, gradiente linear: 5 a 95% de B em 30 
min. Condições de ESI-MS: voltagem do capilar: 4,5 kV,  modo de ionização: 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. Condições de 
RP-HPLC: coluna Vydac C18, solvente A: 0,1% TFA em água, solvente B 30% ACN/0,09% TFA em água, λ: 210 nm, fluxo: 1 mL/min, gradiente linear: 5 a 95% de 
B em 30 min. Condições de ESI-MS: voltagem do capilar: 4,5 kV,  modo de ionização: ES+. 
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iônica 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 antifúngica e fungicida dos peptídeos Chef Ia e 

seu análogo fluorescente (FAM-Chef Ia) foram testadas através de testes de 

microdiluição em caldo para inibição antifúngica de leveduras (método M27-A2 da 

CLSI), porém com a alteração acima citada. Os testes foram realizados na ausência 

e presença de meio tamponado. 

c) Íons Ca2+, Cu2+, Mg2+ e Zn2+ usados 

Para o homem, os íons Ca2+ e Mg2+ são essenciais para a manutenção do 

balanço de carga e equilíbrio osmótico, em especial para a osteogênese (ALBEE, 

1920; SURMENEV; SURMENEVA; IVANOVA, 2014) e contração muscular 

(ALTURA; ALTURA, 1974; SZENT-GYÖRGYI, 1975; VALERIA, 2016). Estudos 

relacionam a falta de íons Mg2+ ao desenvolvimento de doenças como aterosclerose, 

hipertensão e osteoporose. Já o aumento intracelular de íons Ca2+ tem sido 

relacionado à obesidade em modelos animais e o aumento da razão Ca2+/Mg2+, 

relacionada a um maior risco cardiovascular (TONICK; MUNEYYIRCI-DELALE, 

2016). A Tabela 14 lista as concentrações destes íons no plasma sanguíneo, com 

especial enfoque para os íons Cu2+ e Zn2+.  

Tabela 14. Concentrações de alguns íons presentes no plasma sanguíneo. Referências [A] WEI et al., 
2007 [B] CATALANI et al., 2018 [C] MAFRA & COZZOLINO, 2004. 

 Plasma (mmoll.L
-1

) Ref. 

Ca
2+

 2,5 A 
Mg

2+
 0,5 – 1,0 A 

Na
+
 140 A 

K
+
 0,03 A 

Cu
2+

 1,6 – 2,4 µmol.L
-1

 B 
Zn

2+
 > 70 mg/dL C 
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Cerca de 80% dos íons Zn2+ se encontra ligado à hemoglobina nos eritrócitos 

(42,2 ± 5,6 mg/g) e à albumina no plasma (cerca de 16%) (MAFRA; COZZOLINO, 

2004). Cerca de 70% dos íons Cu2+ no plasma está ligada à glicoproteína 

ceruloplasmina, envolvida no metabolismo de ferro e caracterizada por sua atividade 

oxidase dependente de íons Cu2+ (CATALANI et al., 2018). Os íons Cu2+ são 

fundamentais para a respiração celular, proteção contra o estresse oxidativo e 

crescimento normal das células, sendo essenciais em reações catalisadas por 

diversas enzimas funcionando como seus cofatores, como por exemplo: 

ceruloplasmina, lisil oxidase, citocromo c oxidase e superóxido dismutase (SOD) 

(DEVI; DHIVYA M; SULOCHANA, 2016). 

Contudo, em excesso, os íons Cu2+ podem desencadear reações de danos 

oxidativos, como por exemplo, danos ao DNA (CERVANTES-CERVANTES et al., 

2005). Estudos associam a quebra da homeostasia de íons Cu2+ à angiogênese 

tumoral/ metástase, sendo que o aumento intra-tumoral destes íons parece ser uma 

característica marcante de câncer metastáticos (p. ex. câncer de mama, colo-retal, 

pulmão, melanoma, pâncreas), devido ao fato destes íons 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 transcrição 

(p.ex. fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB), além de ocasionar alterações na 

sinalização MAPK/ERK, fundamental para a sinalização e tradução de respostas a 

nível celular, incluindo o on/off do processo de divisão celular (PAN et al., 2002; 

DENOYER et al., 2015; JAZAYERI et al., 2016).  

O desequilíbrio destes íons também tem sido relacionado às doenças 

neurodegenerativas como Alzheimer e Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA) (LINDER, 

2012; BOU-ABDALLAH; GIFFUNE, 2016; TOKUDA; FURUKAWA, 2016). No 
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primeiro caso a deposição e acúmulo das placas amilóides/peptídeo Aβ no cérebro 

têm sido acompanhadas por reações oxidativas, que na presença de íons Cu2+ são 

facilitadas devido à coordenação do metal ao peptídeo Aβ, que promove a produção 

de EROs (LINDER, 2012; KEPP, 2017; GONZALEZ et al., 2018). Já no caso da ELA 

o desequilibro de íons Cu2+ está relacionado a uma mutação na enzima Cu/Zn 

Superóxido dismutase 1 (SOD 1) resultando no aumento das concentrações de 

superóxido, que através de sua toxicidade, impulsiona a degeneração de neurônios 

saudáveis (PALLOTTA; ANDRADE; BISPO, 2012; BARROS, 2017).  

 Em contrapartida, íons Zn2+ são essenciais para diversos processos 

biológicos, dentre eles: divisão e crescimento celular, cicatrização e resposta imune 

(ROOHANI et al., 2013). Metaloproteases ligadas a íons Zn2+ são secretadas por 

algumas espécies de fungos patogênicos e estão diretamente ligadas a 

patogenicidade do fungo invasor (YIKE, 2011). A deuterolisina é um exemplo destas 

metaloproteases, que apresenta duas histidinas de ligação ao zinco e um glutamato 

em seu centro catalítico (ŁOBODA; KOZŁOWSKI; ROWIŃSKA-ZYREK, 2018).  

Alguns metais de transição são essenciais para invasão de certos patógenos, 

de tal forma, que o hospedeiro reduz os níveis destes íons metálicos livres (p.ex. 

Zn2+, Cu2+ e Mn2+) para impedir o crescimento deles em um processo denominado 

“Imunidade Nutricional” (ŁOBODA; KOZŁOWSKI; ROWIŃSKA-ZYREK, 2018). Já a 

deficiência de íons Zn2+ é associada a problemas neuronais, imunes e de 

crescimento, que se não corrigidos podem levar à morte (AGGETT, 1983). Mais 

ainda, a absorção de íons Cu2+ é afetada quando a concentração de Zn2+ é maior do 

que a de íons Cu2+ (FISHER; GIROUX; L’ABBÉ, 1981). Desta forma, o estudo e 

desenvolvimento de compostos que quelam estes metais são relevantes sob o ponto 

de vista científico e médico.   
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d) Bioensaios em meio não tamponado ou tamponado 

Devido à característica catiônica dos peptídeos estudados neste trabalho 

(elevadas proporções de histidina) e elevada flexibilidade estrutural (elevada 

proporção de glicina), foram realizados bioensaios em meio tamponando e não 

tamponado para averiguar o efeito do pH e a importância da protonação dos 

resíduos de histidina em suas atividades. Os testes foram realizados em um meio de 

cultura não tamponado (meio PDB inalterado com pH 5,1) ou em um meio de cultura 

chamado de “tamponado” devido a adição do tampão Tris-HCl ao meio PDB com pH 

final de 7,4. Este tipo de elucidação em diferentes pHs se faz importante e é 

frequentemente observada na literatura de AMPs catiônicos (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 estão 

listados na Tabela 15. Ambos os controles foram ativos no meio de cultura PBD não 

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 sequência primária MIC /MFC (µmol.L
-1

) 

Anfotericina B 

 

2/4 

Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ
26

-NH2 3,125/3,125 

A anfotericina B é uma molécula anfipática e cíclica composta de 37 carbonos 

e diversos grupos polares (-OH); a melitina é um peptídeo anfipático, naturalmente 

amidado e com 26 resíduos de aminoácidos (básicos, aromáticos e ácidos). A 
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anfotericina B é um antifúngico da classe dos polienos que forma poros na 

membrana plasmática fúngica através da associação ao ergosterol. A ação em 

células de C. albicans deste composto se dá através da indução da via apoptótica 

(PHILLIPS; SUDBERY; RAMSDALE, 2003). Já a melitina é um AMP do veneno da 

abelha-europeia (Apis milifera), que em solução aquosa forma um tetrâmero 

(TREWILLIGER; EISENBERG, 1981). Em 2005, Liu e colaboradores identificaram a 

necessidade da hidratação celular para a existência de tal tetrâmero e sua ação 

antimicrobiana (LIU et al., 2005), sendo esta também associada à apoptose, 

formação de poros e produção 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 inóculo, tempo 

de incubação e temperatura empregados para a obtenção deles.  

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

Levedura 
MIC / MFC 
(µmo.L

-1
) 

Meio de cultura/ 
tamanho do inóculo 

(céls/mL) 

Tempo de 
incubação/ 

temperatura/ pH 
Referências 

Anfotericina B 

C. albicans 
ATCC  
90028 

0,25 /ND YPD / 5 x 10
5
 24 h / 37°C /6,5 GRAY et al., 2012 

0,25/0,25 RPMI 1640 / 5 x 10
5
 48 h / 28°C/ 7,0 LYU et al., 2016 

27/ND YPD / 2 x 10
4
 48 h / 32°C/ 6,5 SUNG; PARK; LEE, 2008 

C. parapsilosis 
ATCC  
22019 

5,4/10,8 RPMI 1640 / 1,5x 10
3
 48 h / 35°C/ 7,0 LI et al., 2008 

2/4 PDB / 2,5 x 10
4
 24 h / 35°C/ 5,1 Presente trabalho 

Melitina 

C. albicans 
ATCC  
90028 

3,125/3,125 YPD /1 x 10
6
 24 h / 28°C/ 7,2 PARK et al., 2008 

4/8 RPMI 1640 / 5 x 10
5
 48 h / 28°C/ 7,0 LYU et al., 2016 

8,8/ND YPD / 2 x 10
4
 48 h / 32°C/ 6,5 SUNG; PARK; LEE, 2008 

6/ND RPMI 1640 / 5 x 10
4
 48 h / 35°C/ 7,0 URBÁN et al., 2007 

1,25/ND YDP / 2 x 10
3
 24 h / 28°C/ 6,5 LEE et al., 2003 

C. parapsilosis 
ATCC  
22019 

3,125/ND YPD/ 2 x 10
3
 24 h / 28°C/ 6,5 LEE et al., 2002 

64/64 RPMI 1640 / 2,5 x 10
5
 24 h / 35°C/ 7,0 WANG et al., 2015 

3,125/3,125 PDB / 2,5 x 10
4
 24 h / 35°C/ 5,1 Presente trabalho 

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

diferença através da utilização de meios de cultura diferentes, tamanho do inóculo, 
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tempo de incubação, pH e temperatura. Como no presente trabalho, Li e 

colaboradores (2008) utilizaram células de C. parapsilosis a 35ºC, mas os valores de 

MIC e MFC encontrados são exatamente o dobro, além de meios de culturas e pHs 

diferentes, o tamanho de inóculo é menor (1,5 x 103 em relação a 2,5 x 104 céls/mL, 

respectivamente) e o tempo de incubação é o dobro.  

 As MIC e MFC obtidas para a melitina no presente trabalho são idênticas às 

obtidas anteriormente em células de C. albicans (PARK et al., 2008) e em células de 

C. parapsilosis (LEE et al., 2002) (3,125 µmol.L-1), mas diversas às descritas por 

Wang e colaboradores (2015) para células de C. parapsilosis (64 e 3,125 µmol.L-1, 

respectivamente). Da mesma forma, esta diferença pode ser explicada pelos 

diferentes meios de culturas (RPMI 1640 e PDB), pH (7,0 e 5,1) e tamanho de 

inóculo utilizados (2,5 x 105 e 2,5 x 104 céls/mL). Entretanto, por se tratar de um 

peptídeo catiônico, outra explicação possível é a falta do cálculo do conteúdo 

peptídico (CP) da melitina utilizada nesses diferentes trabalhos. De fato, a presença 

de água de hidratação e contra-íons, tais como TFA e íons cloreto e água afetam a 

concentração de peptídeo na solução de teste.  

4.2.2. Bioensaios com Chef Ia ou FAM-Chef Ia em meio não tamponado  

a) Na ausência de íons divalentes metálicos 

As concentrações mínimas de inibição de crescimento fúngico (MICs) dos 

peptídeos Chef Ia e seu análogo fluorescente (FAM-Chef Ia), bem como os valores 

de suas concentrações mínimas fungicidas (MFCs) estão listados na Tabela 17. A 

MIC observada para FAM-Chef Ia foi inferior à da Chef Ia. Da mesma maneira, a 

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

Peptídeos Sequência primária MIC (µmol.L
-1

) MFC (µmol.L
-1

) 

Chef Ia         GY-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GHGGGGHG-NH2 25 100 
FAM-Chef Ia FAM-GY-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GGH-GHGGGGHG-NH2 12,5 25 

Em trabalho anterior, Park et al. (2000) demonstraram que o peptídeo natural 

Chef I era ativo frente às bactérias gram-negativas (Erwinia herbícola, 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 IC50 de <2,5 - 62 

µmol.L-1. Entretanto, em trabalho recente de nosso laboratório, Remuzgo et al. 

(2014) obtiveram a Chef I 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 µmol.L-1, 

mas não frente às 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 relação aos análogos sintéticos de Chef I, o nosso grupo foi pioneiro em 

obtê-los e testá-los: o amidado (Chef Ia) foi ativo frente a C. albicans MDM8 (MIC 

12,5 µmol.L-1), C. albicans ATCC 90028 (MIC 12,5 µmol.L-1), C. albicans HU 168 - 

resistente a fluconazol (MIC 25 µmol.L-1), C. parapsilosis ATCC 22019 (MIC 6,25 

µmol.L-1), C. krusei ATCC 6258 (MIC 25 µmol.L-1), C. tropicalis Squibb 1600 (MIC 

1,56 µmol.L-1) e S. cerevisiae ATCC 2601 (MIC 6,25 µmol.L-1). Da mesma forma, seu 

análogo fluorescente FAM-Chef Ia apresentou atividade frente à C. albicans MDM8 
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(MIC 3,13 µmol.L-1), C. albicans ATCC 90028 (MIC 12,5 µmol.L-1) e C. papsilosis 

ATCC 22019 (MIC 12,5 µmol.L-1) (REMUZGO et al., 2014).  

No presente trabalho observamos o mesmo, isto é, o análogo fluorescente 

FAM-Chef Ia se mostrou mais ativo que Chef Ia (MIC 12,5 e 25 µmol.L-1, 

respectivamente; Tabela 17). A diferença entre os valores de MIC pode ser 

explicada pela utilização de linhagens diferentes de microrganismos e condições de 

cada teste. Condições como temperatura, umidade, tamanho do inóculo, tempo de 

incubação, pH do meio, concentração 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 já descrito no item 1.3., a comparação de 

valores de MIC para mesmos compostos e o possível uso destes como um agente 

terapêutico requer muito cuidado e atenção. 

Quanto à atividade candidacida, os resultados confirmaram a maior atividade 

da FAM-Chef Ia, sendo a diferença com Chef Ia ainda mais marcante.  

b) Na presença de íons metálicos divalentes Ca2+, Cu2+, Mg2+ e Zn2+  

Remuzgo et al. (2014) observaram influência positiva dos íons Zn2+ (10 

µmol.L-1) na atividade do análogo Chef Ia frente às células de Candida albicans 

(MDM8, ATCC 90028 e HU 168/resistente a fluconazol), sendo que a presença 

destes íons o tornou 2 a 8 vezes mais potente (REMUZGO et al., 2014).  Por essa 

razão, no presente trabalho foi realizada uma análise mais detalhada deste tipo de 

influência. Os resultados com os valores das MICs e MFCs encontrados estão na 

Tabela 18.  
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Tabela 18. Valores das MICs e MFCs obtidos para Chef Ia e FAM-Chef Ia frente a C. parapsilosis em 
meio PDB (pH 5,1) na ausência e presença dos íons divalentes. 

Chef Ia + 
MIC (µmol.L

-1
) / MFC (µmol.L

-1
) 

0 µmol.L
-1

 10 µmol.L
-1

 25 µmol.L
-1

 50 µmol.L
-1

 100 µmol.L
-1

 

Cálcio (CaCl2) 25/100 50/>100 100/>100 100/>100 >100/>100 

Cobre (CuCl2) 25/100 25/100 25/50 12,5/12,5 6,25/12,5 

Magnésio (MgCl2) 25/100 50/>100 50/>100 50/>100 100/>100 

Zinco (ZnCl2) 25/100 3,125/>100 0,78/>100 0,78/>100 0,39/>100 

  

FAM-Chef Ia + 
 

0 µmol.L
-1

 10 µmol.L
-1

 25 µmol.L
-1

 50 µmol.L
-1

 100 µmol.L
-1

 

Cobre (CuCl2) 12,5/25 12,5/100 12,5/12,5 12,5/12,5 12,5/12,5 

Zinco (ZnCl2) 12,5/25 3,125/25 0,78/25 0,78/25 0,39/25 

Os resultados indicaram que a Chef Ia teve sua atividade negativamente 

influenciada pelos íons divalentes Ca2+ e Mg2+. De fato, na presença dos íons Ca2+ 

os valores de MIC aumentaram de 2 a 4 vezes a partir de 10 µmol.L-1 e 25 µmol.L-1, 

respectivamente, sendo que na presença de 100 µmol.L-1 de CaCl2 o peptídeo 

perdeu a sua atividade; nas concentrações de 10, 25 e 50 µmol.L-1 de MgCl2 os 

valores de MIC aumentaram em 2 vezes, sendo que na concentração de 100 µmol.L-

1 Mg2+ a atividade de inibição de crescimento do peptídeo foi mais afetada (aumento 

de 4 vezes na MIC). 

Já os valores de MFC do peptídeo Chef Ia na presença de Ca2+ e Mg2+ 

evidenciaram que nas concentrações testadas destes íons o peptídeo Chef Ia foi 

capaz de inibir o crescimento de C. parapsilosis nos valores descritos na Tabela 18. 

Tais resultados podem ter relação com o conhecimento de que a atividade 

antimicrobiana de peptídeos catiônicos é antagonizada em presença dos cátions 

divalentes Mg2+ e Ca2+ (em concentrações fisiológicas de 1-2 mmol.L-1) e cátions 

monovalentes como Na+ e K+ (100 mmol.L-1) (HANCOCK; SAHL, 2006).  

De fato, é possivel encontrar diversos trabalhos que evidenciam essa 

influência negativa destes cátions. Por exemplo, Wu et al. (1999) observaram o 

efeito dos íons K+ nas atividades de alguns AMPs catiônicos, tendo notado que para 
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os peptídeos com estrutura -hélice (CP26, CEME, CEMA e CP29) os íons K+ não 

afetaram suas atividades, mas para outros como os peptídeos gramicidina S e 

indolicidina ocorreu aumento das MICs de 2 a 4 vezes em presença de 100 mmol.L-1 

de K+ (WU et al., 1999). Iijima et al.(1993) observaram a influência negativa de Ca2+ 

e Mg2+ na atividade anticandida do peptídeo rico em glicina e histidina AFP (Tabela 

6), sendo que na concentração de 2 mmol.L-1 dos sais CaCl2 e MgCl2 a atividade do 

peptídeo foi totalmente perdida (IIJIMA; KURATA; NATORI, 1993). Da mesma forma, 

a atividade do análogo truncado do peptídeo rico em histidina MUC7 (MUC7 – 20 

mer ou mucina salivar humana/ Tabela 6), MUC7-12mer, frente à C. albicans foi 

reduzida em presença de íons Ca2+ e Mg2+ a 1 mmol.L-1 (BOBEK; SITU, 2003). 

Similarmente, a atividade do peptídeo HP 2-20 (AKKVFKRLEKLFSKIQNDK19) 

caracterizado por formar poros em membrana plasmática de C. albicans, foi perdida 

na concentração de 3 mmol.L-1 dos íons Ca2+ e Mg2+ (LEE et al., 2002; PARK et al., 

2008). Já a adição de íons Ca2+ e Mg2+ bloquearam a ação da lactoferrina (Tabela 5) 

ao dificultar a sua interação com os lipopolissacarídeos (LPS) de membrana 

plasmática de células de E. coli (FARNAUD; EVANS, 2003). Assim os resultados 

obtidos neste trabalho, em presença dos íons Ca2+ e Mg2+, corroboram com aqueles 

descritos na literatura para AMPs catiônicos e/ou ricos em histidina e/ou glicina. 

Em contrapartida, os íons metálicos Zn2+, Mn2+ e Cu2+ podem ter influência 

positiva na atividade de diversos AMPs catiônicos, dependendo diretamente da 

composição de resíduos de aminoácidos e da estrutura do peptídeo (LIBARDO et 

al., 2014; ALEXANDER; THOMPSON; COWAN, 2018). Os resultados demonstram 

que os íons Cu2+ e Zn2+ afetaram diferentemente a atividade dos peptídeos Chef Ia e 

FAM-Chef Ia, influenciando suas atividades fungistáticas/anticandida (Tabela 18).  
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De fato, enquanto a atividade do peptídeo FAM-Chef Ia não foi afetada nas 

concentrações testadas de íons Cu2+, a de Chef Ia foi influenciada positivamente em 

concentrações iguais ou superiores a 50 µmol.L-1 de Cu2+, onde observamos um 

decréscimo de 2 a 4 vezes nos valores de MIC (50 e 100 µmol.L-1 de Cu2+, 

respectivamente. Na presença de íons Zn2+ foi possível observar melhor esta 

influência positiva, pois para ambos os peptídeos observamos decréscimo nas MICs, 

sendo que na presença de 10 µmol.L-1 de Zn2+ os valores de MIC decresceram em 4 

e 8 vezes para FAM-Chef Ia e Chef Ia, respectivamente. A 25 e 50 µmol.L-1 de 

ZnCl2, os valores das MICs diminuíram em 16 e 32 vezes, sendo que em 100 

µmol.L-1 este decréscimo foi de 32 e 64 vezes, respectivamente. Tais diminuições 

dos valores de MICs permitem inferir uma maior influência dos íons Zn2+ sobre a 

atividade anticandida do peptídeo Chef Ia em relação aos íons Cu2+.  

Estes resultados estão de acordo com os da literatura referentes a peptídeos 

ricos em histidina e peptídeos com a capacidade de coordenar zinco, tais como 

bacitracina A, dermcidina, clavanina A, kappacina e calprotectina (ALEXANDER; 

THOMPSON; COWAN, 2018). A bacitracina A é um AMP cíclico que na presença de 

íons Mn2+ inibe o crescimento de S. aureus e Enterococcus spp. Entretanto, sua 

ação antimicrobiana provém da ligação do peptídeo aos íons Zn2+, Na+ e à molécula 

de bactoprenol, essencial para a biossíntese de parede celular bacteriana 

(STORMS; STROMINGER, 1973).   

Os íons Zn2+ também são fundamentais para a ação antimicrobiana do AMP 

dermcidina (DCD-1L: SSLLEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVK 

DVLDSVL48). Estes íons são responsáveis pela estabilização do canal formado na 

membrana plasmática pela sua ação, sendo ele formado por três dímeros 

antiparalelos de -hélice do peptídeo inserido perpendicularmente à membrana 
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plasmática (BECUCCI et al., 2014; ALEXANDER; THOMPSON; COWAN, 2018).  

Similarmente, a atividade antibacteriana da clavanina A (ClavA/Tabela 6) também é 

influenciada positivamente por íons Zn2+, que potencializam a despolarização de 

membrana, fluxo extracelular de íons K+ e a formação 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 influência dos íons Zn2+ na atividade de AMP catiônico é a 

kappacina/ĸ-caseína não glicosilada (MAIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTTEA 

VESTVATLEDSPEVIESPPEINTVQVTSTAV64), antibacteriano que se torna ativo em 

pH alcalino (pH 7,2) frente às células de Streptococcus mutans ao interagir com 2 

íons Zn2+ ou Ca2+ (DASHPER et al., 2005). De forma semelhante, a calprotectina 

que contém duas cadeias polipeptídicas só exibe atividade frente à C. albicans na 

presença de Zn2+ (30 µmol.L-1), sendo este íon responsável pela formação de seu 

heterodímero (MRP8-MRP14) e consequente atividade anticandida (SOHNLE et al., 

2000). 

Com relação às MFCs de Chef Ia, os íons divalentes metálicos testados Ca2+, 

Mg2+ e Zn2+ não influenciaram positivamente sua atividade candidacida. O mesmo 

não ocorreu em concentrações iguais ou superiores a 25 µmol.L-1 de Cu2+, pois a 

Chef Ia exibiu atividade fungicida/candidacida influenciada positivamente (diminuição 

de 2 a 4 vezes da MFC). 

Quanto ao análogo fluorescente FAM-Chef Ia, a sua atividade candidacida 

não foi influenciada na presença de Zn2+ (MFC: 25 µmol.L-1), ao contrário do que 

ocorreu com a sua atividade anticandida. Os íons Cu2+ influenciaram de forma 

singular sua atividade: negativamente em 10 µmol.L-1 de Cu2+ (aumento de 4 vezes 

da MFC, indicando atividade anticandida) e positivamente a partir de 25 µmol.L-1 de 
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Cu2+ (diminuição de 2 vezes da MFC, indicando atividade candidacida). Assim, de 

forma geral, observou-se um padrão similar de influência dos íons Cu2+ nas 

atividades candidacidas dos peptídeos Chef Ia e FAM-Chef Ia, o mesmo não 

ocorrendo com íons Zn2+. 

Tais observações estão em sintonia com estudos anteriores que verificaram a 

influência de íons divalentes nas atividades de AMPs ricos em histidina. Dentre eles, 

estão as histatinas, em especial a Hst 5 (Tabela 6), que apresenta maior atividade 

frente à C. albicans (MELINO et al., 1999) e liga Cu2+ e Ni2+ com alta afinidade 

devido ao motivo N-terminal ATCUN (Figura 19), que será discutido mais 

profundamente no item 4.5. dessa dissertação. Devido à presença do sítio de 

ligação a Zn2+ (descrito como: HEXXH) as histatinas também quelam íons Zn2+ 

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

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

De fato, Melino e colaboradores (1999) verificaram que a coordenação entre 

íons Zn2+ e a Hst 5 é responsável pela sua maior estruturação em α-hélice em pH 

7,3. Esses autores observaram que na presença de íons Zn2+ o peptídeo induziu a 

fusão de lipossomos e se tornou mais ativo frente à C. albicans, sendo a ordem de 

influência positiva dos íons divalentes metálicos testados a seguinte: 

Zn2+>Cu2+>Mg2+>Ca2+ (MELINO et al., 1999). A ação bactericida frente à E. faecalis 

da Hst 5 também foi aumentada na presença de íons Zn2+ e diminuída em presença 

de Ca2+ e Mg2+, todos em 50 µmol.L-1 (RYDENGARD et al., 2006). A quelação de 
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íons Fe3+ ou Zn2+ à Hst 5 também a tornou resistente à ação proteolítica da tripsina 

(PURI et al., 2015).  

De uma maneira geral, a ação da Hst 5 em células de Candida albicans é 

descrita pelos seguintes eventos: associação ao componente da parede celular 

(laminarina / β1-3 glicano), acúmulo intracelular, inibição da fosforilação oxidativa na 

mitocôndria, extravasamento extracelular de ATP, interferência na enzima SOD 

(desequilíbrio no estresse oxidativo) e ligação ao DNA associada à atividade 

nuclease em presença de íons Cu2+ ou Zn2+ (GYURKO et al., 2000; MELINO et al., 

2006, 2014; JANG et al., 2010; PURI; EDGERTON, 2014). Em presença de Zn2+ a 

Hst 5 se dimeriza e causa a fusão de membrana com formação de poros, o que 

explica o aumento de sua atividade quando em presença destes íons (MELINO et 

al., 2014). 

A literatura também apresenta outros exemplos. Cole e colaboradores (2001) 

estudaram a ação de íons divalentes metálicos na atividade do peptídeo calcitermina 

(VAIALKAAHYHTHKE15), um derivado da proteína calgranulina C, tendo observado 

que a presença de íons Zn2+ (100 µmol.L-1) era capaz de recuperar a atividade do 

peptídeo frente às células de Listeria monocytogenes e aumentá-la frente às células 

de E. coli (2 a 4 vezes). Eles também observaram uma influência negativa dos íons 

Ca2+ e Mg2+ na atividade da calcitermina, sendo que em 1 mmol.L-1 desses íons o 

peptídeo tornou-se inativo (COLE et al., 2001). Seis anos depois, Wei e 

colaboradores (2007) descreveram o aumento da atividade frente às células de C. 

albicans (diminuição de 2 vezes da MIC) do análogo truncado MUC7 12-mer em 

presença dos íons Zn2+. Esses autores também observaram que a atividade 

antifúngica do peptídeo, mais alta em pHs 7-9, foi afetada negativamente por íons 

Ca2+ (aumento de 4 vezes da MIC) e ficou inalterada em presença de íons Mg2+ (até 
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5 mmol.L-1) (WEI; CAMPAGNA; BOBEK, 2007). Sete anos depois, Walkenhorst e 

colaboradores descreveram sinergismo entre o peptídeo antimicrobiano catiônico 

ARVA (RRGWALRLVLAY12-NH2) e os íons Cu2+ e Zn2+ na inibição de crescimento 

de C. albicans, P. aeruginosa e S. aureus (WALKENHORST; SUNDRUD; 

LAVIOLETTE, 2014). Mais recentemente, Juliano e colaboradores (2017) também 

evidenciaram a influência dos íons Ca2+, Cu2+ e Zn2+ na atividade do peptídeo ClavA 

(Tabela 6) frente às células de E. coli (MIC 64 µmol.L-1), pois notaram a perda de 

atividade do peptídeo na presença de íons Ca2+ na relação 2 metal: 1 peptídeo e o 

seu aumento na presença dos íons Cu2+ e Zn2+ (diminuição da MIC em 2 e 16 vezes, 

respectivamente) (JULIANO et al., 2017). 

 Por outro lado, a microplusina (HHQELCTKGDDALVTELECIRLRISPETNAA 

FDNAVQQLNCLNRACAYRKMCATNNLEQAMSVYFTNEQIKEIHDAATACDPEAHHE

HDH90) é um peptídeo aniônico descrito como rico em cisteína e em histidina (suas 

porções N- e C-terminais) e quelante de íons Cu2+ que não apresentou alterações de 

atividade frente a Micrococcus luteus na presença dos íons Zn2+, Ca2+ ou Mg2+. 

Entretanto, ele tem a sua atividade diminuída em presença de íons Cu2+ (aumento 

de 8 vezes a MIC), sendo importante ressaltar que ele teve sua ação antibacteriana 

atribuída à “inanição/privação” de íons Cu2+ (SILVA et al., 2009). Igualmente, o 

análogo truncado e amidado da Hst 5, P113 ou Demegen (Hst 54-15: 

AKRHHGYKRKFH12-NH2) teve sua atividade em células de C. albicans perdida na 

presença de Cu2+ (MIC > 500 μg/mL) e aumentada na presença de íons Zn2+ 

(redução de 15 vezes da MIC). O estudo ainda enfatizou a possibilidade de estes 

íons atuarem como agonistas in vivo e do P113 levar à morte celular por coordenar 

estes íons tornando-os indisponíveis (semelhante à microplusina) (PORCIATTI et al., 

2010).  
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 Sumarizando, é possível notar diversos padrões de influências dos íons 

metálicos Ca2+, Cu2+, Fe3+, Mg2+, Mn2+, Na+ e Zn2+ nas atividades dos AMPs aqui 

analisados e descritos, o que ratificam os resultados obtidos com os análogos Chef 

Ia e FAM-Chef Ia.  

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

A fim de averiguar o estado de protonação dos oito resíduos de histidina 

presentes nos peptídeos Chef Ia e FAM-Chef Ia, optou-se pelo uso do pH 7,4 

através da adição do tampão Tris-HCl ao meio de cultura PDB (como descrito no 

item 4.2.1.). Entretanto, nenhum dos peptídeos apresentou atividade neste meio 

tamponado (Tabela 19), corroborando os demais encontrados na literatura para 

AMPs ricos em histidina (p.ex. MUC7, H5WYG, Hst 5 e LAH4) que mostram que, de 

maneira geral, as atividades antimicrobianas destes AMPs são aumentadas em pH 

ácidos e reduzidas em pH alcalinos principalmente devido à protonação dos grupos 

imidazólicos que lhes conferem maior carga líquida (SATYANARAYANA et al., 2000; 

AISENBREY; BECHINGER, 2014; WANG, 2014; NICOL et al., 2018).  

Tabela 19. Valores das MICs e MFCs de Chef Ia e FAM-Chef Ia em meio PDB tamponado (pH 7,4) 
frente a C. parapsilosis na ausência ou presença de Cu2+ e Zn2+. ND: não determinado. 

Chef Ia + 
MIC (µmol.L

-1
) / MFC (µmol.L

-1
) 

0 µmol.L
-1

 10 µmol.L
-1

 25 µmol.L
-1

 50 µmol.L
-1

 100 µmol.L
-1

 

Cobre (CuCl2) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 100/>100 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 25/>100 

      

FAM-Chef Ia + 0 µmol.L
-1

 10 µmol.L
-1

 25 µmol.L
-1

 50 µmol.L
-1

 100 µmol.L
-1

 

Cobre (CuCl2) >100/>100 ND ND >100/>100 >100/>100 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 ND ND >100/>100 >100/>100 

O efeito do pH na atividade antimicrobiana do peptídeo rico em histidina 

ClavA foi examinado por Lee e colaboradores (1997), que o testaram e seu análogo 

amidado (ClavA-NH2) 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 ácido (pH 5) 

que em pH alcalino (pH 7) frente às células de E. coli, bem como capacidade de 

matar linhagens de células cancerígenas (carcinoma, ovário e próstata) através da 

formação de poros e rompimento da membrana celular (MCDONALD et al., 2015). 

Outro exemplo é o peptídeo calcitermina, estudado por Cole et al., 2001, que é 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 influência dos íons K+ na 

orientação e atividade antimicrobiana do peptídeo rico em histidina (LAH4/Tabela 6) 

que atua através de inserções na bicamada lipídica. 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 

são 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 peptídeo dermcidina/ Tabela 6, que 

exibiu melhor estabilização dos dímeros de -hélice em pH 7,0 na presença de íons 

Zn2+ (BECUCCI et al., 2014). 

  Portanto, os resultados obtidos em meio não tamponado em pH 5,1 (Tabela 

18) e em meio tamponado em pH 7,4 na presença de íons Zn2+ e Cu2+ mostrados na 

Tabela 19 concordam com aqueles os citados acima, pois como é possível notar, 

em 100 µmol.L-1 de Cu2+ ou Zn2+ a atividade anticandida do peptídeo Chef Ia foi 

restaurada (MIC 100 e 25 µmol.L-1, respectivamente), o que não ocorreu para FAM-
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Chef Ia. No meio tamponado em pH 7,4 nenhum dos peptídeos apresentou atividade 

candidacida na ausência ou presença dos íons, sugerindo que para cada peptídeo 

houve a formação de quelatos estruturalmente diferentes na presença de cada íon 

aumentando ou diminuindo sua atividade frente às células de C. parapsilosis. Ainda 

é importante mencionar que Kulon e colaboradores (2008) estudaram a capacidade 

de coordenação do peptídeo Demegen - P113 (análogo truncado da Hst 5) com íons 

Cu2+ em diferentes pHs e com maior estabilidade e atividade em pHs 5 - 6.  

Em geral, biomoléculas que contém histidinas envolvidas na coordenação de 

íons Zn2+, Cu2+, Fe3+, Ni2+ e Mn2+ se mostram mais ativos em pH ácidos 

principalmente devido à protonação desses resíduos, que favorecem a coordenação 

(LEE; CHO; LEHRER, 1997; COLE et al., 2001; ŁOBODA; KOZŁOWSKI; 

ROWIŃSKA-ZYREK, 2018). Situações similares foram evidenciadas em algumas 

proteínas humanas que reconhecem peptideoglicanos (WANG et al., 2007), como a 

glicoproteína rica em histidina (HRG) que se liga a heparina e Zn2+ (MORGAN, 1981; 

RYDENGÅRD et al., 2007). A ligação da HRG à heparina depende da protonação 

dos resíduos de histidina (13% de sua composição) em pH ácido, que na presença 

dos íons Zn2+ sofre uma mudança conformacional que resulta em uma ligação de 

maior afinidade à heparina (JONES; HULETT; PARISH, 2005).  

Segundo a PhytAMP (base de dados de AMPs de plantas/ HAMMAMI et al., 

2009), o ponto isoelétrico (pI) do peptídeo Chef I é 8,04. Se levarmos em conta os 

valores de pKas descritos na Tabela 20, é possível calculá-lo para seus análogos 

chegando a 9,62 para Chef Ia e 8,24 para o análogo fluorescente FAM-Chef Ia. A 

Tabela 21, portanto, traz as cargas líquidas dos análogos nos pHs de estudo 5,1 e 

pH 7,4.    
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Tabela 20. Relação dos valores de pKa dos grupos ionizáveis presentes nos peptídeos estudados. 
Referências (1): (NELSON; COX, 2002) (2): (MOLECULAR PROBES, 2010) 

Grupos pKa Ref. 

γCOOH 2,35 1 
Histidina 6,0 (pKR) 1 

5(6)-carboxifluoresceína ou FAM 6,4 2 

NH2 9,87 1 

Tirosina 10,07 (pKR) 1 

Tabela 21. Cargas líquidas estimadas dos peptídeos Chef Ia e FAM-Chef Ia nos pHs 5,1 e 7,4, bem 
como os estados de protonação previsto de suas histidinas. 

 pH 5,1 pH 7,4 

 Carga 
líquida 

Estado das 
histidinas 

Carga 
líquida 

Estado das 
histidinas 

Chef Ia +9 Protonadas +1 Desprotonadas 

FAM-Chef Ia +9 Protonadas 0 Desprotonadas 

Em resumo, os resultados aqui descritos estão de acordo com os da literatura 

ao indicarem que a ação antimicrobiana dos peptídeos estudados são favorecidas 

em pH 5,1 e, principalmente, quando coordenados com íons Cu2+ ou Zn2+. De fato, a 

protonação dos resíduos de histidina parece ser um fator limitante para a atividade 

biológica dos peptídeos Chef Ia e FAM-Chef Ia nos pHs estudados. 

4.2.4. Bioensaios com Chef Ia ou FAM-Chef Ia em meios não tamponado ou 

tamponados de alta força iônica  

 Na ausência/presença dos íons Zn2+ ou Cu2+ 

Por se tratar de peptídeos catiônicos era esperado que as suas atividades 

antifúngicas fossem alteradas em presença de NaCl. Esta alteração ocorre, 

principalmente, devido ao enfraquecimento das interações eletrostáticas entre o 

AMP e os grupos aniônicos da membrana celular, primeira etapa do modo de ação 

de AMPs (vide item 1.2.). Os ensaios realizados em pH 5,1 e 7,4 na ausência dos 

íons Cu2+ e Zn2+ evidenciaram inatividade. Ambos os peptídeos só foram ativos em 

pH 5,1 na presença dos íons (Tabela 22).  

Resultados semelhantes foram encontrados por Remuzgo e colaboradores 

(2014) para Chef Ia, pois somente em 17,1 mmol.L-1 de NaCl o peptídeo foi ativo 
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(MIC 50 µmol.L-1) frente às células de C. albicans MDM8. Contudo, em 

concentrações iguais ou superiores a 34,3 mmol.L-1 de NaCl o peptídeo perdeu 

totalmente sua atividade (REMUZGO et al., 2014). 

Diversos resultados da literatura encontrados para peptídeos ricos em glicina 

e/ou histidina ratificam tais resultados como, por exemplo, os obtidos para o 

peptídeo AFP (Tabela 6), que teve sua atividade abolida frente à C. albicans na 

concentração de 154 mmol.L-1 de NaCl (IIJIMA; KURATA; NATORI, 1993). 

Tabela 22. Valores das MICs e MFCs da Chef Ia e FAM-Chef Ia frente a C. parapsilosis em presença de 
NaCl (42,8 – 154 mmol.L-1), pH 5,1, na ausência e presença de Cu2+ e Zn2+. ND: não determinado. 

MIC (µmol.L
-1

) / MFC (µmol.L
-1

) 

Chef Ia + 0 µmol.L
-1

 10 µmol.L
-1

 25 µmol.L
-1

 50 µmol.L
-1

 100 µmol.L
-1

 

42,8 mmol.L
-1

 NaCl + 

Cobre (CuCl2) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 >100/>100 3,125/>100 1,56/>100 0,78/>100 

85,6 mmol.L
-1

 NaCl + 

Cobre (CuCl2) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 50/>100 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 12,5/>100 3,125/>100 1,56/>100 0,78/>100 

154 mmol.L
-1

 NaCl + 

Cobre (CuCl2) >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 >100/>100 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 >100/>100 1,56/>100 0,78/>100 0,78/>100 

      

FAM-Chef Ia + 0 µmol.L
-1

 10 µmol.L
-1

 25 µmol.L
-1

 50 µmol.L
-1

 100 µmol.L
-1

 

42,8 mmol.L
-1

 NaCl + 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 ND ND ND 1,56/3,125 

85,6 mmol.L
-1

 NaCl + 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 ND ND ND 1,56/3,125 

154 mmol.L
-1

 NaCl + 

Zinco (ZnCl2) >100/>100 ND ND ND 3,125/3,125 

Da mesma forma, o análogo MUC7 12-mer, rico em histidina, teve sua 

atividade afetada a partir de 50 mmol.L-1 de NaCl, sendo praticamente perdida em 

150 mmol.L-1 (10% de perda da viabilidade celular de C. albicans)(WEI; 

CAMPAGNA; BOBEK, 2007). Similarmente, os peptídeos ClavA (Tabela 6) e seu 

análogo amidado foram inativos frente às células de E. coli (LEE; CHO; LEHRER, 

1997) em NaCl 300 mmol.L-1, bem como o peptídeo magainina-1 foi inativo em NaCl 
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100 mmol.L-1. O peptídeo tenecin 3 (Tabela 6) também perdeu sua atividade frente à 

C. albicans e S. cerevisiae na presença de NaCl 150 mmol.L-1, reforçando a 

influência negativa destes íons monovalentes na atividade dos peptídeos ricos em 

glicina e/ou histidina (KIM et al., 2001).  

Já com relação aos AMPs catiônicos, podemos citar o do peptídeo catiônico 

HP (2-20) (AKKVFKRLEKLFSKIQNDK19), inativo frente à C. albicans em presença 

de NaCl 135 mmol.L-1 (PARK et al., 2008) e o peptídeo anfipático calcitermina 

(VAIALKAAHYHTHKE15) inativo frente à E. coli em NaCl 100 mmol.L-1 (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 permeabilização celular em 

Pseudomonas aeruginosa a 300 mmol.L-1 de NaCl (FRIEDRICH et al., 1999) e que o 

peptídeo P18 (derivado de cecropina A e magainina 2) foi capaz de matar C. 

albicans na presença de 100-200 mmol.L-1 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-1 de NaCl (TRAVIS et al., 

2000), apesar de a primeira ter sido inativada frente à Actinobacillus 

actinomycetemcomitans em 140 mmol.L-1 NaCl e concentrações superiores do sal 

(TANAKA; MIYASAKI; LEHRER, 2000).  

Resumidamente, os resultados em altas salinidade e força iônica obtidos no 

presente trabalho na ausência dos íons Cu2+ e Zn2+ estão em concordância com os 

resultados encontrados na literatura para peptídeos ricos em histidina e/ou glicina. 

Como mostra a Tabela 22 em NaCl 42,8 mmol.L-1 e nas concentrações testadas de 

Cu2+, o peptídeo Chef Ia não foi ativo. Na mesma concentração de NaCl ele foi 

capaz de recuperar sua atividade a partir de 25 µmol.L-1 de Zn2+ (MIC 3,125 µmol.L-
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1), tendo sido observada a diminuição da MIC de 2 e 4 vezes em 50 e 100 µmol.L-1 

do metal, respectivamente). Em NaCl 85,6 mmol.L-1 os íons Cu2+ (100 µmol.L-1) 

foram capazes de recuperar a atividade anticandida do peptídeo (MIC 50 µmol.L-1), o 

mesmo ocorrendo com íons Zn2+ a partir de 10 µmol.L-1 (diminuição da MIC de 4, 8 e 

16 vezes em 25, 50 e 100 µmol.L-1 de Zn2+, respectivamente). Finalmente, em NaCl 

154 mmol.L-1 em presença dos íons Cu2+ Chef Ia se mostrou inativo, oposto ao que 

ocorre nas mesmas condições em presença de íons Zn2+, sendo que a partir de 25 

µmol.L-1 de Zn2+ a MIC foi de 1,56 µmol.L-1. Com relação aos valores de MFC os 

resultados também mostrados na Tabela 22, indicaram inatividade candidacida do 

peptídeo Chef Ia em todas as concentrações de NaCl testadas.  

Quanto ao peptídeo FAM-Chef Ia, ele foi ensaiado apenas em 100 µmol.L-1 de 

Zn2+ nas três concentrações de NaCl já citadas acima. Em todas elas, o peptídeo foi 

ativo na presença de Zn2+, as MICs foram de 1,56 - 3,125µmol.L-1 evidenciando mais 

uma vez sua influência positiva na atividade anticandida. Com relação aos valores 

de MFC os resultados obtidos indicaram atividade fungicida/candidacida significativa 

(3,125 µmol.L-1) do peptídeo FAM-Chef Ia quando em presença de 100 µmol.L-1 Zn2+ 

nas concentrações de NaCl testadas.  

Em conjunto, os resultados obtidos na presença de zinco evidenciam a 

importância do metal para a atividade fungicida de um peptídeo rico em histidina e 

glicina (FAM-Chef Ia) tanto em baixa e alta força iônica.  

4.3. Análise do efeito de FAM-Chef Ia em células vivas ou fixadas de C. 

parapsilosis 

 Na ausência/presença de íons Zn2+ 

As análises das células previamente incubadas com o peptídeo (0,5 MIC 6,25 

µmol.L-1 ou 1 MIC 12,5 µmol.L-1) e o marcador de vacúolo CMAC-Blue (25 µmol.L-1) 
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na ausência ou presença de 10 µmol.L-1 de ZnCl2 evidenciaram a internalização do 

peptídeo fluorescente tanto em células fixadas em formaldeído 3,7 % (Figuras 20 e 

21, Apêndices 1-4 e 7) quanto em células vivas (Figura 22, Apêndices 5-7). Foram 

observados dois padrões de localização celular, sendo o primeiro a concentração no 

vacúolo (Figuras 20-22, setas cheias ) e o outro, distribuição por todo o conteúdo 

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

 
Figura 20. Células fixadas de C. parapsilosis após incubação do marcador de vacúolo celular CMAC-
Blue (azul/ 25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia [verde/ 0,5 MIC (A) e 1 MIC (B)] na 
ausência de íons ZnCl2, evidenciando localizações no vacúolo (setas cheias ), citoplasma (setas 
simples→) e, em alguns casos,  colocalização dos marcadores (setas ponta redonda ). À esquerda: 
sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à direita: sobreposição dos canais azul e verde. Barra 
inferior direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®

. 
 

Colocalizações do peptídeo com o marcador de vacúolo celular foram 

observadas nas células fixadas e vivas na ausência ou presença de íons Zn2+ 

(Figuras 20-22, setas ponta redonda ). Porém, nas células vivas e na ausência 

de íons Zn2+ foi observada somente uma unidade com colocalização (Apêndices 5 e 

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

fixadas (Apêndices 2 e 7).  
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Figura 21. Células fixadas de C. parapsilosis após incubação do marcador de vacúolo celular CMAC-
Blue (azul/ 25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia [verde/ 0,5 MIC (A) e 1 MIC (B)] e 10 
µmol.L-1 de ZnCl2, evidenciando localizações no vacúolo (setas cheias ), citoplasma (setas 
simples→) e, em alguns casos, colocalização dos marcadores (setas ponta redonda ). À esquerda: 
sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à direita: sobreposição dos canais azul e verde. Barra 
inferior direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®. 

 
Figura 22. Células vivas de C. parapsilosis após incubação do marcador de vacúolo celular CMAC-Blue 
(azul/ 25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia (verde/ 1 MIC: 12 µmol.L-1) na ausência (em 
cima) ou presença (embaixo) de 10 µmol.L-1 de ZnCl2, evidenciando localizações no vacúolo (setas 
cheias ) ou citoplasma (setas simples→). À esquerda: sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à 
direita: sobreposição dos canais azul e verde. Barra inferior direita: 10µm. Imagens obtidas através 
do programa Fiji - Image J®. 
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Em todas as análises o número total de células marcadas em azul (CMAC-

Blue) foi maior do que o de células marcadas em verde (FAM-Chef Ia) (Tabela 23), 

variando de 2 a 3 vezes mais nas células fixadas (0,5 ou 1 MIC e ausência ou 

presença de ZnCl2, respectivamente) e de 5 a 9 vezes mais nas células vivas 

(ausência e presença de ZnCl2, respectivamente). As colocalizações nas células 

fixadas foram expressivas tanto na ausência (2 vezes/1 MIC) e presença de ZnCl2 (2 

vezes/0,5 MIC), entretanto, nas células vivas, estas colocalizações foram mais 

expressivas na presença de ZnCl2.  

Tabela 23. Relação dos valores totais de células azuis (A), verdes (V), não coradas (S), total e azuis 
pertencentes a verde/colocalização azul e verde (AϵV) para células fixadas (0,5 e 1 MIC) e vivas na 
ausência ou presença de ZnCl2. 

  A V S AϵV Total 

Células fixadas     

0,5 MIC 
Sem Zn

2+
 136 78 202 18 434 

Com Zn
2+

 148 57 193 31 429 

1 MIC 
Sem Zn

2+
 173 101 108 48 430 

Com Zn
2+

 127 64 116 27 334 

Células vivas     

1 MIC 
Sem Zn

2+
 760 155 549 1 1465 

Com Zn
2+

 938 103 471 26 1538 

 Ao comparar o número de células totais fixadas e vivas analisadas na 

ausência de ZnCl2 (1 MIC), percebe-se que o primeiro caso representa um pouco 

mais de um terço do número total de células vivas analisadas. Já na presença de 

ZnCl2, o valor total de células fixadas analisadas representa mais de um quarto do 

valor total de células vivas. Por isso, análises estatísticas foram realizadas, bem 

como cálculos do tamanho amostral adequado, a fim de assegurar resultados 

estatisticamente confiáveis e concretos.  

Para se realizar a análise estatística é necessário definir o tipo de teste de 

hipótese 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 variáveis: azuis (A), verdes (V) e colocalizações (AϵV). A Tabela 24 traz o 

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

amostras.  

Tabela 24. Relação dos p-valores para os testes de normalidade D'Agostino, valores significativos 
estão em negrito (nível de significância de 0,05). 

 Azul (A) 

 p-valor 

Células fixadas 

1 MIC 
Sem Zn

2+
 >0,05 

Com Zn
2+

 >0,05 

Células vivas 

1 MIC 
Sem Zn

2+
 >0,05 

Com Zn
2+

 >0,05 

Verde (V) 

 p-valor 

Células fixadas 

0,5 MIC 
Sem Zn

2+
 >0,05 

Com Zn
2+

 <0,05 

1 MIC 
Sem Zn

2+
 >0,05 

Com Zn
2+

 <0,05 

Células vivas 

1 MIC 
Sem Zn

2+
 >0,05 

Com Zn
2+

 >0,05 

Colocalizações (AϵV) 

 p-valor 

Células fixadas 

0,5 MIC 
Sem Zn

2+
 >0,05 

Com Zn
2+

 >0,05 

1 MIC 
Sem Zn

2+
 <0,01 

Com Zn
2+

 >0,05 

Células vivas 

1 MIC 
Sem Zn

2+
 <0,01 

Com Zn
2+

 >0,05 

De posse desses resultados, foram realizados cálculos do tamanho amostral 

adequado e teste de hipótese adequado. A maioria das amostras não apresentaram 

distribuição normal e para essas foram realizados os testes não-paramétricos de 

Mann-Whitney e Qui-quadrado. Já as amostras da variável verde (V) na presença de 

Zn2+ e nas concentrações de 0,5 e 1 MIC apresentaram distribuição normal e para 

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

A Tabela 25 traz os resultados dos testes de hipóteses realizados.  
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Tabela 25. Resultados dos cálculos de tamanho amostral, teste de hipóteses (p-valores) e poder dos 
testes para as variáveis: "colocalizações" e "ausência/presença de Zn2+" ou “concentrações do 
peptídeo de 0,5 e 1 MIC"; "células verdes/ sem colocalizações" e "ausência/presença de Zn2+" ou 
“concentrações do peptídeo de 0,5 e 1 MIC"; "células azuis" e "células fixadas e não fixadas". 

Colocalizações (AϵV) 
Tamanho amostral 

Poder do teste p-valor Obtido 
Sem Zn

2+
/com Zn

2+
 

Calculado 

 Células fixadas 
0,5 MIC 18/31 31/31 78% (18/18)* 0,4057 

1 MIC 48/27 8/8 95% 0,0191 

 Células vivas 
1 MIC 1/26 3/3 78% (1/1)* 0,0002 

Obtido 
0,5 MIC e 1MIC 

 

 Células fixadas 

Sem Zn
2+

 18/48 2/2 95% 0,0015 

Com Zn
2+

 31/27 ꚙ/ꚙ Tamanho amostral não se aplica, teste é inviável 0,8206 

Células verdes (V) 
Obtido 

Sem Zn
2+

/com Zn
2+

 
 

 Células fixadas 
0,5 MIC 78/57 16/16 95% 0,0963 

1 MIC 101/64 5/5 95% 0,0140 

 Células vivas 
1 MIC 155/103 7/7 95% 0,0343 

Obtido 
0,5 MIC/ 1MIC 

 

 Células fixadas 

Sem Zn
2+

 78/101 16/16 95% 0,0890 

Com Zn
2+

 57/64 648/648 12% (57/57)* 0,6463 

Células azuis (A) 

Obtido 
Fixadas/Vivas 

 

Sem Zn
2+

 173/127 55/55 95% 0,0002 

Com Zn
2+

 760/938 363/363 95% 0,0002 

Obs.: *Poder dos testes obtidos para os tamanhos amostrais indicados entre parênteses. Para cada 
teste foi levado em conta um dos conjuntos das hipóteses (hipótese nula: a presença de zinco/ 
concentração de peptídeo/ não afeta os resultados (µ1=µ2); hipótese alternativa: a presença de 
zinco/ concentração de peptídeo/ afeta os resultados (µ1≠µ2).  

No teste realizado entre as variáveis “colocalizações” (AϵV) e “ausência ou 

presença de Zn2+”, observou-se que a presença de íons Zn2+ afetou as 

colocalizações observadas para as amostras de 1 MIC (fixadas e vivas), mas não 

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

FAM-Chef Ia no vacúolo das células está diretamente relacionada a presença de 
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íons Zn2+, sendo este resultado mais confiável para as amostras fixadas, onde o 

poder do teste é de 95%. 

Na ausência de Zn2+ as colocalizações dependeram da concentração do 

peptídeo e foram influenciadas na MIC. Com relação à presença de Zn2+, o teste de 

hipótese não elucidou a influência ou não da concentração do peptídeo na variável 

“colocalizações”, uma vez que o cálculo do tamanho amostral necessário (ꚙ/ꚙ) 

tornou o teste inviável. 

Outro teste de hipótese foi realizado a fim de averiguar a internalização do 

peptídeo nas células de C. parapsilosis para as variáveis “células verdes/ sem 

colocalização” e “ausência ou presença de Zn2+”. Os íons Zn2+ afetaram a 

internalização de FAM-Chef Ia na MIC (fixadas e vivas) e não 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 são similares àqueles obtidos no teste de 

hipótese com a variável “colocalizações”, indicando que as localizações 

intracelulares do peptídeo FAM-Chef Ia observadas neste trabalho (vacúolo ou 

citoplasma) foram afetadas pela presença de íons Zn2+. 

Para a variável “células verdes/ sem colocalizações” a concentração de 

peptídeo não afetou os resultados obtidos na ausência ou presença de Zn2+. Estes 

resultados demonstram que a localização citoplasmática de FAM-Chef Ia não 

dependeu da concentração de peptídeo nas células fixadas. Com a finalidade de 

verificar a influência da fixação com formaldeído (3,7%) na ação do marcador de 

vacúolo um último teste de hipótese foi realizado entre as variáveis “células azuis” e 

“células fixadas e não fixadas”. Os resultados indicaram que a fixação com 

formaldeído afetou a ação do marcador de vacúolo celular (CMAC-Blue) tanto na 

ausência quanto na presença de Zn2+.  
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Entretanto, as análises usando o teste do Qui-quadrado revelaram que as 

diferenças 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 contingência (2x4) utilizadas nos testes do Qui-quadrado para células fixadas 
(0,5 e 1MIC) e vivas (1MIC) com os valores de células azuis (A), verdes (V), não coradas (S), azuis 
pertencentes a verde/colocalização azul e verde (AϵV), total e os p-valores obtidos. 

Células fixadas (0,5 MIC) 

 
A V S AϵV Total 

Sem Zn
2+

 136 78 202 18 434 

Com Zn
2+

 148 57 193 31 429 

Total 284 135 395 49 863 

 p-valor 0,0602 

Células fixadas (1 MIC) 

 A V S AϵV Total 

Sem Zn
2+

 173 101 108 48 430 

Com Zn
2+

 127 64 116 27 334 

Total 300 165 224 75 764 

 p-valor 0,0222 

Células vivas 1 MIC 

 A V S AϵV Total 

Sem Zn
2+

 760 155 549 1 1465 

Com Zn
2+

 938 103 471 26 1538 

Total 1698 258 1020 27 3003 

 p-valor <0,0001 

Assim, as análises estatísticas feitas revelaram que: 

 A concentração do peptídeo (1/2 ou 1 MIC) não interferiu na sua localização 

intracelular (p-valor 0,0602); 

 As diferenças observadas entre as categorias de células analisadas (verdes, 

azuis e colocalizações) foram significativas para as análises feitas com o peptídeo 

fluorescente na MIC, tanto em células vivas (p-valor<0,0001) quanto fixadas (p-

valor 0,0222); 

 A fixação com formaldeído (3,7%) afetou a ação do marcador de vacúolo CMAC-

Blue (p-valor 0,0002); 
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 Os íons Zn2+ nas células fixadas influenciaram negativamente as localizações do 

peptídeo citoplasmática e vacuolar (p-valores 0,0014 e 0,0191, respectivamente); 

 Nas células vivas a presença dos íons Zn2+ influenciou negativamente a 

localização do peptídeo citoplasmática (p-valor 0,0343) e, positivamente a 

vacuolar (p-valor 0,0002); 

Dentre os mecanismos de ação celulares descritos para os peptídeos que não 

perturbam a membrana plasmática (CPPs) temos a translocação direta 

(independente de energia) e a endocitose (dependente de energia). Hällbrink e 

colaboradores (2001) investigaram a internalização e cinética de alguns deles 

(penetratina, TAT48-60 e MAP) e atribuíram uma relação positiva direta entre o 

potencial de distúrbio de membrana e o momento hidrofóbico peptídico (HÄLLBRINK 

et al., 2001). Zaro e Shen (2003) verificaram a entrada do peptídeo TAT47-57 em 

células eucarióticas e atribuíram o mecanismo de translocação como dependente a 

um sítio de ligação/ligante na endocitose e ao número de cargas positivas do 

peptídeo (ZARO; SHEN, 2003).  

A translocação direta e endocitose são mecanismos de ação descritos para o 

peptídeo Hst 5. Jang e colaboradores (2010) o estudaram e descreveram que 

somente a translocação direta, e não a endocitose, foi capaz de matar células de C. 

albicans. Esses autores observaram que a entrada do peptídeo nas células era 

concentração-dependente e que somente acima de certo limiar ocorreu a entrada de 

iodeto de propídeo (IP), tendo concluído que a translocação em si não era 

responsável pela perturbação na membrana e sim, a alta densidade de peptídeo, 

que causava os dobramento e posterior rompimento da bicamada lipídica (JANG et 

al., 2010). Resultados semelhantes já tinham sido encontrados por Remuzgo (2009) 

com o peptídeo Chef Ia quando observou que o peptídeo penetrava as células de C. 
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albicans MDM8 e somente acarretava a entrada de IP em concentrações maiores ou 

iguais a 2,5 x MIC de Chef Ia.  

De uma maneira geral, os resultados do presente trabalho sugeriram dois 

mecanismos de ação para o peptídeo FAM-Chef Ia: a translocação direta e a 

endocitose. Através das análises estatísticas, poderíamos inferir que o mecanismo 

seria a translocação direta, porém, ambos os mecanismos parecem acontecer nas 

células analisadas e, portanto, o resultado do efeito dos íons Zn2+ aqui observado 

não exclui a endocitose. De fato, um trabalho anterior a este evidenciou que a 

internalização do peptídeo FAM-Chef Ia em células de C. albicans MDM8 ocorria 

através de mecanismo dependente de energia e temperatura  (REMUZGO, 2009).  

Juliano e colaboradores (2017) investigaram a localização intracelular do 

peptídeo ClavA (Tabela 6) em presença de íons Zn2+ (proporção 1:2 de peptídeo e 

metal) e observaram uma localização intracelular diferente daquela descrita para o 

peptídeo sozinho (LEE; CHO; LEHRER, 1997), pois 80% das células bacterianas 

analisadas apresentavam o composto Zn-ClavA ligado à membrana celular e 

concentrados em um único “loci” por célula. Eles também observaram que o 

peptídeo ClavA na presença de Zn2+ apresentou atividade nucleásica e, 

possivelmente, o DNA como alvo intracelular, tendo concluído que Zn-ClavA atuou 

em células de E. coli através do mecanismo carpete/”detergente-like” (Figura 5).  

Com base nas informações já listadas na introdução desta dissertação (item 

1.2.), diversos peptídeos tiveram os seus mecanismos de ação estudados, dentre 

eles os ricos em histidina e/ou glicina como o peptídeo tenecina 3 (Tabela 6), que 

apresenta mecanismo de ação dependente de energia e temperatura (endocitose) 

ocasionando a morte celular em C. albicans, enquanto que o do peptídeo MUC 7 20-

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

2003).  

Por outro lado, a Hst (Tabela 6) e seu análogo N-terminal (região rica em 

glicina) foram descritos com a capacidade de se ligar à quitina, indicando um 

possível ligante deste peptídeo nas células estudadas (C. albicans, E. coli e S. 

cerevisae) e mecanismos de internalização por translocação direta ou endocitose 

(SPERSTAD et al., 2009). Já o peptídeo AFP (Tabela 6) foi descrito como capaz de 

se ligar às células de C. albicans, causar efluxo do conteúdo intracelular e, por 

consequência, inviabilizá-las (IIJIMA; KURATA; NATORI, 1993). O peptídeo YD1 

(Tabela 6) foi relatado por inviabilizar as células de E. coli através da translocação 

direta e associação ao DNA (RAHMAN et al., 2017).  

Cabe ainda comentar que os peptídeos que possuem a capacidade de 

penetrar a célula através da endocitose também apresentam capacidade 

endossomolítica, como por exemplo, os CPPs ricos em histidina H5WYG e LAH4, 

que apresentam alto grau de transfecção de DNA e demais cargos intracelulares e 

são caracterizados pela sua capacidade de romper a membrana do endossomo. 

Uma vez dentro do endossomo (pH 4-7) os resíduos de histidina são protonados e 

possibilitam o rompimento da membrana endossomal e liberação intracelular dos 

cargos (MANN et al., 2008).  

4.4. Análises por espectroscopia de dicroísmo circular 

Os espectros de dicroísmo circular (DC) da Chef Ia foram obtidos na ausência e 

presença dos íons Cu2+ e Zn2+ (0 - 100 µmol.L-1) 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 são 

indicativas da presença de estruturas em folha-β pregueada e dobras β (CHANG; 

WU; YANG, 1978; POWERS; ROZEK; HANCOCK, 2004; DONG et al., 2012).  
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Tabela 27. Relação das bandas máximas e mínimas (nm) obtidas nos espectros de DC da Chef Ia em 
pH 5,0 na ausência e presença de íons Cu2+ ou Zn2+ e na ausência destes em pH 7,4. 

 Bandas 

Positivas (nm) Negativas (nm) 

             Chef Ia pH 5,0 

0 µmol.L
-1

 Zn
2+

 ou Cu
2+

 192; 223 210; 235 

20 µmol.L
-1

 
ZnCl2 

191; 235 208; 235 

50 µmol.L
-1

 191; 223 208; 237; 248 

100 µmol.L
-1

 192; 221 207; 214; 241 
20 µmol.L

-1
 

CuCl2 

190; 215 205; 237 

50 µmol.L
-1

 198; 218 190; 210; 239 

100 µmol.L
-1

 200; 216 190; 214; 237 

              Chef Ia pH 7,4 

0 µmol.L
-1

 Zn
2+

 ou Cu
2+

 195; 219 190; 205; 242 

Ambos os íons influenciaram diferentemente os espectros de Chef Ia em pH 

5,0, sendo que a partir de 50 µmol.L-1 dos íons foram observadas alterações e 

deslocamentos das bandas indicativas de estruturas β, visto que na presença de 

íons Zn2+ ocorreu estabilização de estruturas em folha-β pregueada (Figura 23B) e 

na presença de íons Cu2+, estabilização de estruturas em dobra-β (Figura 23C)  

(CHANG; WU; YANG, 1978). Estes resultados estão de acordo com os encontrados 

na literatura para o peptídeo Chef I. Park e colaboradores (2000) investigaram a 

estrutura secundária do peptídeo Chef I por dicroísmo circular (DC), sendo que na 

presença de 50% TFE em pH 7,4 os autores obtiveram a porcentagem de 33,3% 

para folhas β e 77,7% para estruturas aleatórias (PARK et al., 2000). Em trabalho 

posterior do nosso grupo de pesquisa, espectros do análogo amidado (Chef Ia) 

evidenciaram resultados semelhantes, pois na presença de 60% TFE (pH 5,0) os 

autores também observaram estruturação em folhas β pregueadas e dobras β 

(REMUZGO et al., 2014).  

 Contudo, os resultados em pH 7,4 na presença de íons Zn2+ (Figura 23D) e 

Cu2+ (Figura 23E) não foram conclusivos quanto à estrutura secundária do peptídeo 

nas condições de análise, bem como os valores de λmáx.e mín dos espectros obtidos.
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Figura 23. Espectros de DC da Chef Ia pH 5,0 e pH 7,4 (A) e na presença de ZnCl2 ou CuCl2 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 diferenças observadas em pH 7,4 

utilizamos a base de dados “BeStSel” e os resultados destas análises estão na 

Tabela 28, que lista as porcentagens de estruturas secundárias previstas para cada 

espectro da Chef Ia nos dois pHs estudados (pH 5,0 e 7,4), sendo altas as de 

“dobras”, “folha β antiparalela” e “outras estruturas” nos dois pHs tanto na ausência 

quanto presença dos íons metálicos divalentes. 

Tabela 28. Porcentagens das estruturas secundarias através da análise dos espectros DC de Chef Ia 
em pH 5,0 e 7,4. 

Chef Ia 

 pH  ZnCl2 (µmol.L
-1

) CuCl2 (µmol.L
-1

) pH  ZnCl2 (µmol.L
-1

) CuCl2 (µmol.L
-1

) 

% 5,0 20 50 100 20 50 100 7,4 20 50 100 20 50 100 

Dobras 13,6 16,2 13,9 15,7 19,9 11 11,8 19,1 16 18,5 16,1 23,7 11 17,8 

Folha β 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 β 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 13,5 

A porcentagem de “outras estruturas” parece estar diretamente relacionada à 

atividade anticandida de Chef Ia sozinha em pH 5,0 (40,4%). Na concentração de 

100 µmol.L-1 de íons Zn2+ neste pH, notamos porcentagens similares de “folha β 

antiparalela” e “outras estruturas” àquelas observadas no espectro de Chef Ia 

sozinha (42,7 e 46%, para “folha β antiparalela” e 41,6 e 40,4% para “outras 

estruturas”, respectivamente). Já na concentração de 100 µmol.L-1 de íons Cu2+ 

notamos uma menor porcentagem de “dobras” e “outras estruturas” (pH 5,0) e, 

portanto, maiores proporções de “folha β antiparalela” que àquelas observadas na 

ausência destes íons. Portanto, a análise por “BeStSel” se mostrou condizente com 

as análises dos espectros em pH 5,0 descritos anteriormente para os íons Zn2+, mas 

não para os íons Cu2+, pois os espectros mostraram uma menor proporção de 

“dobras” e maiores proporções de “folha β antiparalela”.  
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Nas concentrações de 25 e 50 µmol.L-1 de íons Zn2+ a atividade anticandida 

de Chef Ia não foi afetada (MIC 0,78 µmol.L-1/Tabela 18) indicando que uma maior 

porcentagem de “folha β antiparalela” não estaria relacionada ao aumento de 

atividade, pois os valores de MIC observados foram os mesmos (MIC 0,78 µmol.L-

1/Tabela 18) e as porcentagens desta estrutura não (56,7% e 48%, 

respectivamente). A influência positiva destes íons em pH 5,0, parece estar 

relacionada ao aumento das porcentagens de “outras estruturas” na concentração 

de 100 µmol.L-1 de íons Zn2+ com 41,6% e valor de MIC de 0,39 µmol.L-1 (Tabela 

18).  

Em concentrações inferiores a 50 µmol.L-1 de íons Cu2+ apenas a atividade 

candidacida de Chef Ia foi afetada (diminuição de 2 vezes a MFC em 25 µmol.L-1 de 

Cu2+/Tabela 18); somente a partir de 50 µmol.L-1, os íons Cu2+ afetaram 

positivamente a atividade anticandida de Chef Ia, diminuindo de 2 a 4 vezes a MIC 

(Tabela 18). Ao analisarmos as estruturas secundárias observadas a partir 50 

µmol.L-1 de íons Cu2+ notamos que uma menor porcentagem de “dobras” e maiores 

porcentagens de “outras estruturas” coincidiram com a diminuição dos valores de 

MIC e MFC. 

Juliano e colaboradores (2017) encontraram resultados semelhantes com o 

peptídeo ClavA (Tabela 6) na ausência e na presença de íons Zn2+, tendo 

observado estrutura secundária definida por DC na presença 50% TFE em pH 5,5, 

bem como mudanças espectrais após adição de Zn2+ devido ao aumento na 

percentagem de -hélice; os resultados indicaram formação de composto de 

coordenação com estrutura “amarrada” pelos íons Zn2+ (JULIANO et al., 2017). Este 

tipo de estruturação com estabilização de folhas β na presença de íons metálicos 

divalentes também foi observada com os peptídeos de estrutura β-hairpin 
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KHYTVSINGKKITVHI16 e HKHYTVSINGKKITVHI17 na presença de 10 equiv. de 

ZnCl2 (PLATT; SEARLE; CHUNG, 2001). 

A análise do espectro de Chef Ia em pH 7,4 forneceu uma maior porcentagem 

de “dobras” e “folhas β antiparalelas” em relação a do espectro em pH 5,0 (Tabela 

28). Nas maiores concentrações de Zn2+ e Cu2+ foram detectadas elevadas 

porcentagens de “folha β 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 à ausência de atividade 

candidacida do peptídeo Chef Ia em pH 7,4, mesmo em presença de Zn2+ e Cu2+. 

Uma alta porcentagem de “folha β antiparalela” parece ser fundamental para 

atividade anticandida de Chef Ia na presença de íons Zn2+ em pH 7,4, entretanto, o 

mesmo não se aplica à presença de íons Cu2+, uma vez que a maior porcentagem 

de “folha β antiparalela” observada (76,3%) coincidiu com a inatividade do peptídeo 

em pH 7,4 a 20 µmol.L-1 de íons  Cu2+ (MIC >100 µmol.L-1/Tabela 19). Somente em 

porcentagens similares de “dobras” e “outras estruturas” o peptídeo Chef Ia foi ativo 

(MIC 100 µmol.L-1/Tabela 19) nesse pH, indicando a necessidade de flexibilidade 

estrutural para sua atividade em presença de íons Cu2+.  

As análises por “BeStSel” dos espectros na ausência e presença de íons Cu2+ 

ou Zn2+ evidenciaram porcentagens diferentes para os três tipos de folhas β. A 

Tabela 29 traz estes resultados: na ausência dos íons metálicos observa-se maiores 

porcentagens de folha β antiparalela relaxada (Figura 24) em pHs 5,0 e 7,4, mas na 

presença de Cu2+ ou Zn2+ essas porcentagens aumentaram, sendo que em pH 5,0 a 

maior porcentagem observada foi na maior concentração de íons  Cu2+ (100 µmol.L-1 

com 35,6%) e o mesmo ocorreu em pH 7,4 com os íons  Zn2+ (100  µmol.L-1 com 
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42,7%). Com base nesses resultados pode ser sugerido que a atividade de Chef Ia é 

exibida com maiores porcentagens de folha β antiparalela relaxada.  

Tabela 29. Porcentagens de estruturação nos diferentes tipos de folha β através da análise dos 
espectros DC de Chef Ia em pH 5,0 e pH 7,4 na presença de Cu2+ou Zn2+. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 Em resumo, os íons Cu2+ e Zn2+ parecem afetar diferentemente a Chef Ia nos 

pHs estudados, provavelmente por “amarrarem” diferentemente o peptídeo 

formando quelatos distintos.  

Estudo realizado em 2009 evidenciou uma mudança conformacional do 

peptídeo H5WYG (Tabela 6) na presença de íons Zn2+; os autores observaram a 

substituição de estruturas β em pH alcalino por estruturas randômicas em pH 

levemente ácido (pH 6,0) (BURÉ et al., 2009). Resultados semelhantes foram 

encontrados por Porciatti e colaboradores (2010) ao estudar o análogo truncado da 

Hst 5 por DC e RMN, pois o espectro de DC do peptídeo na presença de íons Zn2+ 

em 50% e 90% de TFE e pH 7 foi significativamente diferente daquele do peptídeo 

Folha ß (%) 

Chef Ia pH 5,0 

0  µmol.L
-1

 Zn
2+

 
ou Cu

2+ 
 

ZnCl2 (µmol.L
-1

) CuCl2 (µmol.L
-1

) 

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 5,1 4,9 4,4 3,5 5,2 6,2 

Chef Ia pH 7,4 

Antiparalela relaxada 33,7 40,8 39,4 42,7 38,7 19,7 40,9 

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 6,4 
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livre, sendo possível inferir que a ligação de íons Zn2+ foi acompanhada por 

transições estruturais. Neste trabalho os autores também associaram a presença 

destes íons à perda das bandas características de -hélice, indicando outra 

estruturação/formação de quelato na presença dos íons Zn2+ (PORCIATTI et al., 

2010). 

 Devido à grande flexibilidade estrutural dos peptídeos ricos em glicina, a 

determinação de suas estruturas secundárias é parcial e pouco expressiva quando 

comparada às 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 Ia experimentalmente por H1-RMN na ausência e 

na presença de TFE não foram bem sucedidas, o que corroborava o fato dos 

espectros de DC das histatinas 3 e 5 registrados na presença dos íons Cu2+, Ni2+ e 

Zn2+ em pH 7,4 não terem sido conclusivos quanto às estruturas secundárias 

(BREWER; LAJOIE, 2000). Posteriormente, resultados semelhantes também foram 

encontrados no estudo do peptídeo Armadilidina H (Tabela 6), em que os autores 

não conseguiram identificar estruturas secundárias por DC e RMN, mesmo em  

ambientes miméticos ao da membrana celular (VERDON et al., 2016).  

4.5. Modelo espacial teórico do peptídeo Chef I e a interação com Zn+2 e Cu2+ 

Na impossibilidade de obter uma estrutura através de dados experimentais, 

foi investigada a possibilidade de conseguir um modelo teórico. A Figura 25 mostra 

a disposição espacial dos resíduos de aminoácidos, bem como a presença de uma 

folha β pregueada antiparalela unida por uma dobra β, relaxada ou “hairpin” na 

estrutura obtida. As distâncias entre os nitrogênios dos anéis imidazólicos das 

histidinas nesta região indicam provável sítio de coordenação dos metais divalentes. 

Certamente, histidinas são reconhecidas como bons ligantes de Cu2+, Mg2+, Mn2+,  
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Figura 25. A e B: Estrutura do modelo espacial teórico do peptídeo Chef I, seus resíduos de 
aminoácidos e ligações de hidrogênio em branco, bem como as folha β pregueadas antiparalelas 
previstas, em verde, nos resíduos H5 a G7; G12 a H14, e a dobra β envolvendo os resíduos H8 a H11 
prevista. C: as distâncias entre os nitrogênios dos anéis imidazólicos das histidinas. 

Ni2+ e Zn2+ e diversos metalopeptídeos são descritos na literatura (ALEXANDER; 

THOMPSON; COWAN, 2018; ŁOBODA; KOZŁOWSKI; ROWIŃSKA-ZYREK, 2018), 

sendo os motivos N-terminais XH e XXH sítios de ligação de alta afinidade para íons 

Cu2+(GONZALEZ et al., 2018) e o HEXXH, sítio de ligação especifico de íons 

Zn2+(MELINO et al., 1999). 

O motivo XXH é conhecido como ATCUN (“Amino-terminal copper and nickel 

binding unit”), sendo “X” qualquer outro resíduo de aminoácido. É encontrado em 

diversas proteínas, dentre elas a albumina (Figura 19 – item 4.2.2.b) e, por se tratar 

de um motivo N-terminal, não ocorre em regiões de -hélice ou folha β 

(SANKARARAMAKRISHNAN; VERMA; KUMAR, 2004). Muitos grupos de pesquisa 

vêm estudando e os motivos ATCUN porque eles estão associados à produção 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 

é o caso do motivo GGH, exibem atividade antitumoral (KIMOTO et al., 1983).  

Libardo e colaboradores (2014) adicionaram às sequências dos peptídeos 

anoplin (GLLKRIKTLL10-NH2), pró-apoptótico (PAP; KLAKLAKKLAKLAK14-NH2) e sh-

buforin (RAGLQFPVGRVHRLLRK17-NH2) 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 presença de íons Cu2+ na proporção 1:1 

(LIBARDO et al., 2014). Em estudos recentes, o motivo ATCUN GGH foi descrito 

como quelante de íons K+, Ca2+, Ni2+, Mg2+ e Cu2+, sendo que na presença de íons 

Cu2+ o GGH foi capaz de induzir o estresse oxidativo e a quebra de DNA (JOYNER; 

REICHFIELD; COWAN, 2011; HU et al., 2016). Quando conjugado à sequência do 

peptídeo “octreotide”, que possui como alvo células tumorais, a presença de íons 

Cu2+ levou ao aumento de estabilidade em plasma sanguíneo e de atividade 

antitumoral (MIYAMOTO et al., 2016). 

Dentre os metalopeptídeos conhecidos, ClavA, Hst 5, P113 e dermcidina 

também coordenam metais divalentes através de seus resíduos de histidina. A 

ClavA (VFQFLGKIIHHVGNFVHGFSHVF23) coordena íons Zn2+ através de seus 

resíduos His17 e His21 (aumentando a porcentagem de -hélice) e o quelato 

resultante foi capaz de despolarizar a membrana de B. subtilis mais rapidamente em 

menores concentrações do que o peptídeo (JULIANO et al., 2017). A Hst 5 

(DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSH RGY24-NH2) na presença de íons Cu2+ ou Ni2+ 

induz a produção de EROs e danos à membrana mitocondrial/fosfolipídios, devido 

ao motivo ATCUN “DSH” em sua sequência peptídica que possibilita a coordenação 

de tais íons em geometria quadrada planar distorcida (HARFORD; SARKAR, 1997; 

MELINO et al., 2014; GONZALEZ et al., 2018). De fato, elevada atividade pró-
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oxidante da Hst 5 foi observada quando em presença de íons Cu2+ (CABRAS et al., 

2007). Da mesma forma, a ligação de íons Zn2+ à Hst 5 potencializou sua atividade e 

despolarização de membrana em E. fecaelis e C. albicans, através da coordenação 

deste metal ao sítio de ligação HEXXH (His15, Glu16, Lys17, His18 e His19, 

respectivamente) (MELINO et al., 1999).  

O análogo P113 (Hst 54-15: AKRHHGYKRKFH12-NH2) coordena com íons Cu2+ 

e Zn2+ via resíduos Ala1, His4, His5 e His12, sendo os dois quelatos formados 

completamente diferentes, indicando diferentes geometrias de coordenação para 

cada metal (HARDING, 2002; PORCIATTI et al., 2010). Finalmente, dermcidina (SSL 

LEKGLDGAKKAVGGLGKLGKDAVEDLESVGKGAVHDVKDVLDSVL48) coordena-se 

a íons Zn2+ através dos seus resíduos Glu5, Asp9, His38 e Asp42 (BECUCCI et al., 

2014). Sendo assim, o modelo teórico aqui obtido parece ser adequado, bem como 

as suposições de sítios de coordenação de metais.  

4.6. Estudo da interação dos peptídeos FAM-Chef Ia e Chef Ia com íons Cu2+ 

por espectroscopia eletrônica no ultravioleta/visível e por fluorimetria 

O espectro eletrônico UV/visível de Cu(Chef Ia) mostrou um deslocamento 

hipsocrômico em relação ao espectro de CuCl2, uma vez que estas soluções 

apresentaram λmáx em 762 nm e em 846 nm, respectivamente (Figura 26). Como 

este tipo de deslocamento ocorre através “da mudança de absorção para um 

comprimento de onda mais curto devido à substituição ou efeito solvente” (IUPAC, 

1997), esses resultados possibilitaram inferir a ocorrência de coordenação do ligante 

(Chef Ia) com o íon metálico (Cu2+). 
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Figura 26. Espectro da absorção (400-900 nm) das soluções de Chef Ia, CuCl2 e Cu(Chef Ia) todas na 
concentração de 3, 15 mmol.L-1 em tampão HBS , pH 7,4, e seus respectivos λmáx. 

Os experimentos realizados usando o complexo Cobre-calceína (CuCA) 

mostraram menor estabilidade do mesmo na presença de Chef Ia do que na 

presença de L-His, sendo que  50% de recuperação de fluorescência de calceína 

ocorreu em 2,5 e 39,5 μmol.L-1, respectivamente (Figura 27A). A maior 

concentracão de L-His testada (158 μmol.L-1) não foi capaz de recuperar totalmente 

a fluorescência da calceína.  Tal diferença pode ser atribuída ao fato de as histidinas 

livres e presentes na cadeia peptídica experimentarem condições/ambientes 

diferentes enquanto na solução empregada. 

Em ensaio posterior em que a concentração do peptídeo Chef Ia variou de 0 a 

5 µmol.L-1 foi observado que em 0h certa fluorescência da calceína era recuperada 

num primeiro contato com o AMP, mas que em 24 h em 1 µmol.L-1 do mesmo, tal 

recuperação era muito mais significativa (Figura 27B), indicando que a Chef Ia  

pudesse ser um bom quelante de íons Cu2+ com capacidade de sequestrar todo o 

metal da calceína, sonda comercial amplamente utilizada (FURRY, 1985). De fato, a 

partir deste resultado concluímos que a Chef Ia é um quelante de cobre (II) na 

proporção de 1:1. 



103 
 

 
 

 
Figura 27. Espectros da fluorescência da calceína na presença de (A) Chef Ia e His-L (0-158 µmol.L-1) e 
(B) Chef Ia (0-5 µmol.L-1) nos tempos 0h e 24 h.  

Nos experimentos adicionais feitos com o análogo fluorescente FAM-Chef Ia 

observamos o oposto: supressão da molécula fluorescente ligada covalentemente 

ao N-terminal do peptídeo na presença do íon divalente metálico. A fluorescência de 

FAM-Chef Ia foi totalmente suprimida na presença de 2 μmol.L-1 de Cu2+, indicando 

uma razão molar de 1:2 (Figura 28A).  

 
Figura 28. (A) Supressão da fluorescência relativa do peptídeo FAM-Chef Ia e da molécula FAM [5(6)-
carboxifluoresceína] em presença de íons Cu2+ (0-10 μmol.L-1) e (B) Zn2+ (0-100 μmol.L-1).  

Entretanto, na presença de íons Zn2+ e Cu2+ foi observada a supressão da 

fluorescência da FAM-Chef Ia por íons Cu2+ (a partir de 10 μmol.L-1 de Zn2+), 

evidenciando a competição entre os diferentes íons pelo ligante/peptídeo (Figura 

29) e, portanto, uma interação entre os íons Zn2+ e FAM-Chef Ia suficientemente 

estável para impedir a quelação do peptídeo com íons Cu2+. De fato, isso foi 
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confirmado através dos resultados obtidos na incubação do peptídeo com íons Zn2+ 

(Figura 28B) que revelou uma proporção de 1:10 entre FAM-Chef Ia e íons Zn2+. 

 
Figura 29. Supressão da fluorescência relativa do peptídeo FAM-Chef Ia em presença de íons Cu2+ (0-
10 μmol.L-1) e Zn2+ (0-100 μmol.L-1).  

Esses resultados são importantes porque, nos últimos anos, o estudo de 

metalopeptídeos tem despertado grande interesse na comunidade científica. De fato, 

vários são os exemplos de AMPs que quelam íons metálicos, sendo aceitas duas 

utilidades para a interação do metal com os mesmos. A primeira é a aquisição de 

carga e/ou estrutura que desencadeie a atividade antimicrobiana do peptídeo; a 

segunda utilidade tem a ver com o modo de ação do metalo-AMP, que ao quelar o 

metal torna-o menos ou totalmente indisponível para o microrganismo causando 

morte celular (ALEXANDER; THOMPSON; COWAN, 2018; GONZALEZ et al., 2018; 

ŁOBODA; KOZŁOWSKI; ROWIŃSKA-ZYREK, 2018).  

Além disso, os resultados acima descritos condizem com os da literatura, 

principalmente, aqueles referentes aos metalopeptídeos ricos em histidina. Por 

exemplo, Brewer & Lajoie (2000) evidenciou a ligação dos íons de Cu2+ e Zn2+ às 

histatinas 3 e 5 através de análises por ESI-MS, tendo demonstrado que  a histatina 

3 foi capaz de coordenar de 2-5 íons Cu2+ e de 1-2 íons Zn2+, bem como que a Hst 5 

coordenou com 1-4 íons Cu2+ e 1-2 íons Zn2+ (BREWER; LAJOIE, 2000). Em 2005, 
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foi descrito que a glicoproteína humana rica em histidina (HRG) coordena a íons 

Zn2+ nas proporções de 1:1 e 1:10, dependendo da necessidade metabólica e 

concentrações disponíveis (JONES; HULETT; PARISH, 2005). Outro exemplo 

envolve o peptídeo Demegen - P113 (Hst 54-15) capaz de coordenar a íons Cu2+ em 

diferentes pHs na proporção de 1:1 (KULON et al., 2008).  

Em 2009, Buré e colaboradores evidenciaram a mudança conformacional do 

peptídeo rico em histidina H5WYG na presença de íons Zn2+, tendo proposto a 

proporção de 1:1 (BURÉ et al., 2009). Em estudo realizado em 2010, Porciatti e 

colaboradores observaram que os quelatos formados pelo P113 com os íons Cu2+ e 

Zn2+ foram completamente diferentes; em ambos os casos, a coordenação aos 

metais não favoreceu a atividade antimicrobiana do peptídeo normalmente ativo 

frente a bactérias e fungos, levando a conclusão de que os quelatos formados não 

possibilitaram a entrada do peptídeo na célula (PORCIATTI et al., 2010). Por outro 

lado, Puri e colaboradores (2015) evidenciaram a coordenação da Hst 5 a íons Fe3+ 

na proporção de 1:10, sendo que esta quelação conferiu estabilidade frente à 

tripsina mas induziu a perda de estrutura e atividade biológica. Os autores também 

observaram que o análogo fluorescente FITC-Hst 5 coordenou a íons Zn2+ e Fe3+, na 

proporção de 1:1 e teve sua atividade antimicrobiana frente à C. albicans aumentada 

(PURI et al., 2015).  

Quanto ao motivo presente repetidamente na Chef I e nos seus análogos aqui 

estudados, um estudo de 2016 investigou a coordenação do tripeptídeo GGH a íons 

Cu2+, tendo demonstrado através da espectroscopia UV-Vis, que o tripeptídeo é 

capaz de quelar íons na proporção de 4:1 e, por isso, ele seria um bom candidato ao 

tratamento de Alzheimer necessários para a agregação dos peptídeos Aβ amilóides 

(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 Ia aqui estudada ser fonte de 

inspiração para o desenho de quelantes deste metal, o que já está sendo feito pelo 

nosso grupo de pesquisa.   

Em 2001, Lodyga-Chruscinska e colaboradores propuseram uma nova classe 

de peptídeos quelantes de Cu2+: os peptídeos tetrazólicos, em especial o Ala-Ala-

(CN4)-Ala-Ala, tendo demonstrado através dos espectros de UV-Vis que ele era 

capaz de quelar tal íon na proporção de 1:1 (LODYGA-CHRUSCINSKA et al., 2001). 

Posteriormente, foram estudados peptídeos com tal capacidade que foram isolados 

por RP-HPLC com uma coluna C18 contendo íons Cu2+ a partir de hidrolisados de 

sementes de girassóis (MEGÍAS et al., 2007). A microplusina foi descrita em 2009 

como um peptídeo quelante de íons Cu2+ que leva a morte celular através da 

“inanição” de íons Cu2+ na proporção de 1:1 (SILVA et al., 2009).  

Atualmente, o estudo da possibilidade de aumentar a atividade e estabilidade 

de AMPs na presença de íons metálicos divalentes e a procura por sondas 

intracelulares destes íons, principalmente íons Cu2+ (associado à angiogênese e 

progressão tumoral – vide item 4.2.1.), vem sendo intensificados  (LIBARDO et al., 

2014; DENOYER et al., 2015; GONZALEZ et al., 2018; ŁOBODA; KOZŁOWSKI; 

ROWIŃSKA-ZYREK, 2018). Da mesma forma, a doença de Alzheimer também tem 

sido associada a um desequilíbrio destes íons, em especial Zn2+, Fe3+ e Cu2+, que 

são acumulados nas placas amiloides depositadas no cérebro através da 

coordenação com o peptídeo Aβ (CHEN et al., 2006; HU et al., 2016; KEPP, 2017).  

Um representante de tentativa de aplicação que novos agentes quelantes do 

cobre para o tratamento de câncer é o tetratiomolibdato de amônio (TM), que por 

possui rápida ação e tolerância, vêm exibindo bons resultados no combate à doença 

pelos efeitos anti-fibróticos e anti-inflamatórios através da inibição de citocinas pró-
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fibróticas e pró-inflamatórias (YU; COWAN, 2017) e diminuição da progressão 

tumoral pela redução de angiogênese (YANG; BIERBACH, 2017). A importância 

destes íons para a quimioterapia é expressiva. Já foram descritos casos de 

resistência a quimioterápicos (p. ex. cisplatina para câncer de colo de útero) através 

da expressão de transportadores de cobre que alteram a homeostase e inviabilizam 

a ação do quimioterápico (SANTINI et al., 2014; WEHBE et al., 2017).  

Assim sendo, os resultados do estudo aqui descrito são cientificamente 

relevantes e estudos futuros da Chef Ia e seus análogos devem ser continuados.  

5. Conclusões  

► Confirmando resultados anteriores do nosso grupo (REMUZGO, 2009; 

REMUZGO et al., 2014), os peptídeos sintéticos Chef Ia e FAM-Chef Ia 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 protonação de 

seus oito resíduos de histidina. De fato, esses AMPs sintéticos foram inativos em pH 

7,4, corroborando com os resultados encontrados na literatura para peptídeos ricos 

em histidina.  

► A Chef Ia em pH 5,1: 

 Exibiu atividade fungistática/anticandida a 25 µmol.L-1 e fungicida/candidacida a 

partir de 100 µmol.L-1, sendo tal propriedade negativamente influenciada por íons 

Ca2+ e Mg2+ (aumento da MIC de 2-4 vezes) que levaram à total perda de  atividade 

anticandida em 100 µmol.L-1 de Ca2+; 

 Os íons Zn2+ extinguiram sua atividade candidacida (MFC> 100 µmol.L-1), 

porém influenciaram positivamente e de forma progressiva a sua atividade 

anticandida (diminuição da MIC de 8-64 vezes); 
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 Os íons Cu2+ influenciaram positivamente sua atividade anticandida (diminuição 

da MIC de 2-4 vezes) e candidacida (diminuição da MFC de 2-8 vezes). 

► O análogo FAM-Chef Ia em pH 5,1: 

 Foi mais ativo devido à hidrofobicidade do marcador fluorescente [5(6)-

carboxifluoresceína], confirmando nossos resultados de estudo anterior (REMUZGO 

et al., 2014), tendo sido observada neste estudo atividade fungistática/anticandida a 

12,5 µmol.L-1 e fungicida/candidacida  a 25 µmol.L-1;  

 Os íons Zn2+ não afetaram sua atividade candidacida (MFC de 25 µmol.L-1), 

mas sim a sua capacidade de inibir o crescimento das células de C. parapsilosis, 

sendo tal influência positiva (diminuição da MIC de 4-32 vezes);    

 Os íons Cu2+ atuaram de forma oposta, não afetando sua atividade 

anticandida (MIC de 12,5 µmol.L-1), mas influenciando positivamente a candidacida 

(diminuição  da MIC de 2 vezes). 

► Ambos os peptídeos em pH 7,4 foram inativos tanto na ausência ou presença 

destes íons, com exceção da Chef Ia que apresentou atividade anticandida na 

presença de 100 µmol.L-1 de Zn2+ ou Cu2+ (MICs de 25 e 100 µmol.L-1, 

respectivamente). 

►  Tanto em pH 5,1 quanto em 7,4 e na ausência de íons metálicos divalentes,  a 

influência negativa do aumento da salinidade na atividade antimicrobiana foi 

confirmada através da inatividade dos peptídeos estudados em 154, 85,6 e 42,8 

mmol.L-1 de NaCl, corroborando os resultados de estudos prévios com peptídeos 

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 íons Zn2+ restauraram a atividade anticandida da Chef Ia em todas as 

concentrações de NaCl testadas, sendo esta atividade mais positivamente afetada 

em 85,6 mmol.L-1 NaCl (diminuição da MIC de 4-16 vezes);  

 Os íons Cu2+ não restauraram a atividade de Chef Ia, exceto em 85,6 

mmol.L-1 de NaCl e 100 µmol.L-1 de Cu2+, que apresentou atividade anticandida 

(MIC 50 µmol.L-1);  

 O aumento da força iônica não afetou a atividade candidacida de FAM-Chef 

Ia na presença de Zn2+ (MFC de 3,125 µmol.L-1). Entretanto, na maior concentração 

de NaCl testada (154 mmol.L-1) sua atividade anticandida foi aumentada 2 vezes na 

presença de 100 µmol.L-1 Zn2+ (MIC de 1,56 µmol.L-1). 

► Em resumo, em pH 5,1 e 154 mmol.L-1 de NaCl os dois peptídeos exibiram 

atividade anticandida em presença de 100 µmol.L-1 de Zn2+.  Entretanto somente o 

análogo fluorescente FAM-Chef Ia, foi capaz de matar as células de C. parapsilosis 

em baixa, moderada e alta força iônica. 

► Os ensaios de internalização celular de FAM-Chef Ia em pH 5,1 evidenciaram 

uma influência negativa da fixação com formaldeído (3,7%) à ação do marcador de 

vacúolo celular CMAC-Blue (p-valor 0,0002). Os resultados obtidos permitiram a 

suposição de dois possíveis mecanismos de ação: a translocação direta e a 

endocitose, sendo que estas ações não dependeram da concentração do peptídeo 

(p 0,0602).  

 As diferenças observadas entre as categorias de células analisadas (verdes, azuis 

e colocalizações) foram significativas a 1 MIC tanto em células vivas (p<0,0001) 

quanto fixadas (p 0,0222), sendo que para as primeiras os íons Zn2+ influenciaram 

negativamente as localizações do peptídeo citoplasmática/translocação e 

vacuolar/endocitose (p-valores 0,0014 e 0,0191, respectivamente). Já nas células 
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vivas estes íons influenciaram negativamente a localização citoplasmática (p-valor 

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

► As análises dos espectros de DC de Chef Ia (pH 5,0 e 7,4) evidenciaram que: 

 Em pH 5,0 o espectro de Chef Ia exibiu folhas β e dobras β, corroborando 

com resultados anteriores do laboratório; 

 Neste pH e na presença de íons Zn2+ sua atividade anticandida parece estar 

diretamente relacionada à maior porcentagem da categoria “outras estruturas” e 

não a maior proporção de “folha β antiparalela”; 

 Nesse caso, a atividade candidacida em presença de íons Cu2+ coincidiu à 

maior porcentagem de “outras estruturas” e menores porcentagens de “dobras β”; 

 Em conjunto, tais resultados indicaram que, neste pH, a atividade 

candidacida não parece estar estritamente relacionada à estrutura do peptídeo em 

presença destes íons metálicos. É possível que o(s) alvo(os) intracelular(es) na 

presença de íons  Cu2+ difiram daqueles em presença de íons Zn2+ e que os 

quelatos do peptídeo formados com ele sejam distintos; 

 As maiores porcentagens de “dobras” e “folhas β antiparalelas” foram 

observadas em pH 7,4. Entretanto, a menor porcentagem de “outras estruturas” 

coincide com  ausência de atividade candidacida do peptídeo neste pH; 

 Em ambos os pHs analisados foram observadas as maiores porcentagens 

do tipo de folha β antiparalela relaxada, que coincide com o modelo espacial teórico 

obtido para a Chef I neste trabalho. 

► Os resultados de fluorimetria revelaram ambos os peptídeos como 

bioquelantes em potencial, sendo um deles um quelante para íons Cu2+ na 

proporção 1:1 (Chef Ia) e o outro um quelante fluorescente (FAM-Chef Ia) para íons 

Cu2+ e Zn2+ nas proporções 1:2 e 1:10, respectivamente.   
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►  De forma geral, os resultados até agora obtidos não nos permitiram 

estabelecer com certeza os mecanismos de ação que estes peptídeos atuaram na 

ausência e na presença dos íons metálicos estudados. Entretanto, eles nos 

permitiram sugerir as seguintes hipóteses: 

 Na ausência dos íons Cu2+ e Zn2+ o mecanismo de ação dos peptídeos Chef 

Ia e seu análogo fluorescente FAM-Chef Ia em células de C. parapsilosis deve 

envolver igualmente a translocação direta e a endocitose; 

 Na presença de íons Zn2+ os peptídeos parecem atuar predominante por 

endocitose que acaba por não induzir a morte celular, corroborando com o 

mecanismo do peptídeo rico em histidina, Hst 5, em células de C. albicans (JANG et 

al., 2010); 

 Já na presença dos íons Cu2+ eles atuam predominantemente através da 

translocação direta. É possível que no espaço intracelular a presença dos peptídeos 

e estes íons levem à produção de EROs e morte celular como descrito para 

peptídeos com o motivo ATCUN (p.ex. família das piscidinas, MUC 7 e Hst 5).  

► Levando se em conta os resultados apresentados e lembrando que a parte 

mínima ativa do peptídeo amidado Chef Ia é GGHGGHGGHGGHGGHGHGGGGHG-

NH2 e foi descrita como Chef I(6-28)a em trabalho nosso anterior (REMUZGO et al., 

2014), podemos concluir que a presença do motivo ATCUN é fundamental para as 

atividades antimicrobianas, bem como que a interação com os metais aqui descritos 

podem afetá-las através da formação de quelatos de estruturas distintas. Uma vez 

que estes peptídeos são antifúngicos ativos em pH 5,1 que quelam os íons 

metálicos Cu2+ e Zn2+ em concentrações micromolares, a elucidação do modo pelo 

qual eles atuam precisa ser elucidado e a manipulação da sequência de 

aminoácidos dos análogos de Chef I com enfoque nas 6 repetições do tripeptídeo 
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GGH, é de extrema importância tanto para a área analítica (p.ex. para o 

desenvolvimento de sondas intracelulares e biosensores) quanto para a área 

biológica/médica (p.ex. desenvolvimento de novos candidacidas e/ou quelantes de 

cobre para combate às doenças descritas anteriormente ou, ainda, de novos CPPs). 

Estes estudos já foram iniciados em nosso laboratório.  
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7. Apêndices 

Apêndice A - Células fixadas com 0,5 MIC na ausência de íons Zn2+ 
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Apêndice A. Células fixadas de C. parapsilosis após incubação de marcador de vacúolo celular CMAC-
Blue (azul/25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia (verde/ 0,5 MIC: 6,25 µmol.L-1) à esq. 
sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à dir. sobreposição dos canais azul e verde. Barra inferior 
direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®. 
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Apêndice B - Células fixadas com 1 MIC na ausência de íons Zn2+ 

 

 

 

 

 
Continua... 

 



130 
 

 
 

 

 

 

 

 
Apêndice B. Células fixadas de C. parapsilosis após incubação de marcador de vacúolo celular CMAC-
Blue (azul/25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia (verde/1 MIC: 12,5 µmol.L-1) à esq. 
sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à dir. sobreposição dos canais azul e verde. Barra inferior 
direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®. 
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Apêndice C - Células fixadas com 0,5 MIC na presença de íons Zn2+ 
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Apêndice C. Células fixadas de C. parapsilosis após incubação de marcador de vacúolo celular CMAC-Blue 
(azul/25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia (verde/0,5 MIC: 6,25 µmol.L-1) na presença de 10 
µmol.L-1 de ZnCl2 à esq. sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à dir. sobreposição dos canais azul e 
verde. Barra inferior direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®. 
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Apêndice D - Células fixadas com 1 MIC na presença de íons Zn2+ 
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Apêndice D. Células fixadas de C. parapsilosis após incubação de marcador de vacúolo celular CMAC-Blue 
(azul/25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia (verde/1 MIC: 12,5 µmol.L-1) na presença de 10 
µmol.L-1 de ZnCl2 à esq. sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à dir. sobreposição dos canais azul e 
verde. Barra inferior direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®. 
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Apêndice E - Células vivas com 1 MIC na ausência de íons Zn2+ 
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Apêndice E. Células vivas de C. parapsilosis após incubação de marcador de vacúolo celular CMAC-
Blue (azul/25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia (verde/1 MIC: 12,5 µmol.L-1) à esq. 
sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à dir. sobreposição dos canais azul e verde. Barra inferior 
direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®. 
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Apêndice F - Células vivas com 1 MIC na presença de íons Zn2+ 
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Apêndice F. Células vivas de C. parapsilosis após incubação de marcador de vacúolo celular CMAC-Blue 
(azul/25 µmol.L-1) com o peptídeo marcado FAM-Chef Ia (verde/1 MIC: 12,5 µmol.L-1) na presença de 10 
µmol.L-1 de ZnCl2 à esq. sobreposição dos canais cinza, azul e verde; à dir. sobreposição dos canais azul e 
verde. Barra inferior direita: 10µm. Imagens obtidas através do programa Fiji - Image J®. 
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Apêndice G - Relação dos valores de células azuis (A), verdes (V), não coradas (S), azuis pertencentes a 

verde/colocalização azul e verde (AϵV) e seus totais. 

Células fixadas 

Sem Zn
2+

 

0,5 MIC  

Campos A V S AϵV Total 

I 32 11 28 1 72 

II 24 9 37 4 74 

III 10 4 10 2 26 

IV 14 5 5 2 26 

V 10 9 31 1 51 

VI 11 7 17 2 37 

VII 9 7 22 3 41 

VIII 17 10 24 1 52 

IX 5 7 19 1 32 

X 4 9 9 1 23 

Total 136 78 202 18 434 

1 MIC  

Campos A V S AϵV Total 

I 8 16 2 4 30 

II 11 9 9 5 34 

III 29 11 27 6 73 

IV 25 7 10 5 47 

V 22 11 15 6 54 

VI 19 7 11 5 42 

VII 15 10 9 5 39 

VIII 10 6 0 5 21 

IX 22 13 15 6 56 

X 12 11 10 1 34 

Total 173 101 108 48 430 

Com 10 µmol.L
-1

 Zn
2+

 

0,5 MIC  

Campos A V S AϵV Total 

I 5 4 11 0 20 

II 11 4 12 2 29 

III 12 3 31 1 47 

IV 18 8 19 7 52 

V 11 7 19 5 42 

VI 17 5 19 5 46 

VII 31 10 20 6 67 

VIII 13 6 29 0 48 

IX 14 9 17 4 44 

X 16 1 16 1 34 

Total 148 57 193 31 429 

1 MIC  

Campos A V S AϵV Total 

    Continua... 
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I 10 3 15 2 30 

II 15 16 19 3 53 

III 18 7 11 6 42 

IV 14 4 6 3 27 

V 13 5 4 3 25 

VI 5 8 13 1 27 

VII 8 8 13 5 34 

VIII 5 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
2+

 

1 MIC 

Campos A V S AϵV Total 

I 82 15 44 0 141 

II 86 11 51 0 148 

III 59 9 65 0 133 

IV 102 19 42 0 163 

V 55 17 58 0 130 

VI 66 19 63 0 148 

VII 80 19 54 0 153 

VIII 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 µmol.L
-1

 Zn
2+

 

1 MIC 

Campos A V S AϵV Total 

I 110 9 34 4 157 

II 80 7 10 2 99 

III 79 11 26 1 117 

IV 93 10 55 3 161 

V 154 12 61 3 230 

VI 85 13 116 1 215 

VII 131 9 72 3 215 

VIII 77 10 33 5 125 

IX 56 16 34 3 109 

X 73 6 30 1 110 

Total 938 103 471 26 1538 
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