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RESUMO

O combate a candidiase tem se tornado cada vez mais dificil devido a resisténcia que sua
principal causadora, a espécie fungica Candida albicans, tem adquirido aos medicamentos
comerciais. Tal resisténcia vem acompanhada de alteracBes genéticas, impossibilitando o
tratamento tradicional com fluconazol, o agente antifungico mais aplicado no caso de
candidiase. Portanto, a busca por novas moléculas capazes de combater este micro-organismo,
vem sendo um grande desafio. Diante dessa problematica, os peptideos biologicamente ativos
encontrados naturalmente em organismos vivos, tem sido uma estratégia para esta finalidade,
destacando as Histatinas, que sdo peptideos comumente presentes na saliva humana, ricos no
aminoéacido histidina e que exibem uma grande atividade antimicrobiana contra Streptococcus
mutans, Streptococcus mitis, Saccharomyces cerevisiae, Cryptococcus neoformans e
Porfiromonas gengivalis, além da Candida albicans, sendo o peptideo Histatina-5 (Hst-5), o
que se destaca com maior atividade contra este Gltimo micro-organismo. Como estratégia de
melhorar a atividade antifungica do peptideo Hst-5, foi projetado e sintetizado o peptideo
8WHst-5, o qual contém apenas oito aminoacidos da regido funcional do peptideo Hst-5.
Estudos desenvolvidos anteriormente demonstraram que o peptideo 8WHst-5 apresentou uma
melhor atividade contra C. albicans, comparado com seu precursor original Hst-5. Neste
trabalho, portanto, foi utilizado como base o peptideo 8WHSst-5, do qual projetou-se e
sintetizou-se o peptideo 8WHst-5Duo, cuja estrutura apresenta a sequéncia de aminoacidos
duplicada, a fim de se obter uma maior atividade antifungica, principalmente em cepas de C.
albicans resistentes a fluconazol. A atividade antimicrobiana do peptideo 8WHSst-5Duo foi
testada frente a trés cepas de C. albicans (ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231). O
peptideo 8WHSst-5Duo apresentou uma melhora na atividade se comparado ao 8WHst-5 para
todas as variantes da espécie de C. albicans testadas. Também houve melhora se comparado ao
peptideo Hst-5, o qual apresenta a mesma atividade que o peptideo OWHSst-5 utilizado neste
trabalho, em especial contra C. albicans ATCC 18804, a qual é resistente a fluconazol,
apresentando uma concentragdo inibitéria minima de 80 uM. Desse modo, a estratégia de
duplicacdo da cadeia de aminoacidos foi capaz de aumentar a atividade antifingica do peptideo
na inibicdo de C. albicans, o que pode ser uma alternativa para o tratamento de infecgdes

causadas por este micro-organismo.

Palavras chaves: Candida albicans, antifungico, peptideos, Histatina-5.



ABSTRACT

Combating candidiasis has been a great challenge due to the resistance that its main cause, the
fungal species Candida albicans, has acquired to prescripted drugs. Such resistance is a result
of genetic modifications, making impracticable traditional treatment with fluconazole, the most
applied antifungal agent for the candidiasis. Therefore, the process for searching new molecules
capable of combating this microorganism is a matter of the utmost importance. Taking into
consideration the problematic mentioned above, antimicrobial peptides, found in living
organisms, have been a strategy for this purpose. Emphasis on Histatins, which are peptides
commonly present in human saliva, rich in the amino acid histidine and which exhibit great
antimicrobial activity against Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus neoformans and Porfiromonas gengivalis, in addition to Candida
albicans, with the peptide Histatin-5 (Hst-5), highlights its great activity against it. As a strategy
to improve the antifungal activity of the Hst-5 peptide, the 8WHst-5 peptide was designed and
synthesized, that contains only eight amino acids from the functional region of the Hst-5
peptide. Previously studies presented that the 8WHst-5 peptide showed better activity against
C. albicans compared to its original Hst-5 precursor. In this study, therefore, the peptide
8WHst-5 was used as a basis, from which the peptide 8WHst-5Duo was designed and
synthesized, whose structure presents a duplicated amino acid sequence, in order to obtain a
greater antifungal activity, mainly in strains of C. albicans resistant to fluconazole. The
antimicrobial activity of the 8WHst-5Duo peptide was tested against three strains of C. albicans
(ATCC 90028, ATCC 18804 and ATCC 10231). The 8WHst-5Duo peptide showed an
improvement in activity compared to 8WHSst-5 for all variants of the C. albicans species tested.
There was also an improvement compared to the Hst-5 peptide, which has the same activity as
the OWHSst-5 peptide used in this study, especially against C. albicans ATCC 18804, which is
resistant to fluconazole, with a minimum inhibitory concentration of 80 uM. Thus, the amino
acid chain duplication strategy was able to increase the antifungal activity of the peptide in
inhibiting C. albicans, which may be an alternative for the treatment of infections caused by

this microorganism.

Keywords: Candida albicans, antifungal, peptides, Histatin-5.
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1. INTRODUGAO
1.1 Género Candida
Os fungos sdo membros do Reino Fungi e apresentam uma estrutura celular eucariotica,
parede celular de quitina e membrana citoplasmatica fosfolipidica composta por proteinas.
Dentre os varios participantes desse reino, é possivel encontrar micro-organismos uni ou

multicelulares. As leveduras, por exemplo, sdo organismos unicelulares.

O género Candida se caracteriza como leveduras ndo fotossintéticas, que podem ser
encontradas no corpo humano, como um microrganismo comensal, na area gastrointestinal e

mucosas genital e oral de individuos saudaveis (Rocha et al., 2021).

Devido a capacidade de variacdo morfoldgica entre os estados de levedura e hifal, os
micro-organismos do género Candida podem causar quadros infecciosos no organismo
hospedeiro, se caracterizando, portanto, como patégenos oportunistas. Essa infec¢do pode ser
superficial ou mais invasiva, de forma cutanea, em mucosa, em érgdos profundos ou até mesmo

no sangue (Pappas et al., 2018).

De todas as doencas causadas por leveduras, o género Candida contém suas espécies
em destaque devido sua alta incidéncia em casos de infeccdo fungica. A espécie Candida
albicans é a principal causadora da candidiase, porém, tem sido observado que outras espécies
como Candida glabrata, Candida tropicalis e Candida parapsilosis vem sendo mais

frequentemente identificados em casos de infeccdo (Silva et al., 2012).

A candidiase, ou candidose, por sua vez, € uma micose oportunista justamente por ser
previamente encontrada na microbiota humana, tornando-se infecciosa quando ha alteracao das
condi¢des normais no organismo, resultando em patégena. Tal doenca pode ter duas origens:
enddgena, proveniente da prépria microbiota; e exdgena, como uma infeccdo sexualmente
transmissivel (IST) (Barbedo et al., 2010).

1.2 Candida albicans
As infecgOes causadas por Candida dependem de alguns fatores e, dentre eles, a
imunidade do hospedeiro e a alteracdo da microbiota da mucosa. Essas condic¢des favorecem a

disseminacéo dessa levedura no organismo hospedeiro (Rossi et al., 2011; Pappas et al., 2018).
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A C. albicans, maior representante do género, possui alta capacidade de adaptacdo, de
forma que consegue crescer em diversos ambientes. Quando as condi¢es do hospedeiro sdo
atingidas, o fungo transita da forma de levedura a forma de hifas e pseudo-hifas, as quais estdo
associadas a uma maior viruléncia do micro-organismo. A infeccdo se da pela invaséo celular
no hospedeiro, por diferentes mecanismos, permitindo que seu crescimento seja efetivo.
Dependendo do nivel da invasdo, pode resultar em danos irreversiveis a célula hospedeira,

causando sua morte (Rossi et al., 2011).

1.3 Tratamentos antifungicos

Sendo uma espécie com alta capacidade de adaptacdo a situacbes de estresse, a C.
albicans vem apresentando, com o passar dos anos, cada vez maior farmacorresisténcia aos
antifungicos utilizados no tratamento de suas infec¢des. Esse fator é agravado pelo uso incorreto
e excessivo de agentes antifingicos que sdo utilizados, muitas vezes, de forma desnecessaria.
Como resultado, o tratamento por meio de medicamentos tradicionais se torna um desafio cada

Vez maior.

Os principais medicamentos utilizados atualmente nos tratamentos de infec¢cdes
fangicas pertencem as classes dos azois e polienos. Cada classe apresenta diferentes sitios de
acdo, como ilustrado na Figura 1.

Figura 1: Os diferentes sitios de acdo de medicacGes antiflngicas
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& 0
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Fonte: Mishra, N., et al., 2007 — adaptada.
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A classe dos azois, da qual o fluconazol é o medicamento mais utilizado, atua na
membrana celular do fungo, sendo capaz de inibir a atividade de enzimas envolvidas na
biossintese de ergosterol, principal componente da membrana fangica. Os azdis séo o principal
tratamento utilizado em casos de infeccdo causada por C. albicans, tanto topicos como

sistémicos.

Os polienos, por outro lado, atuam ligando-se diretamente ao ergosterol, causando a
formagdo de poros aquosos na membrana, de forma que haja vazamento do contetdo
extracelular e, portanto, a morte da célula. A nistatina e a anfotericina B sdo os principais
representantes da classe dos polienos, sendo a primeira utilizada principalmente em casos de

infeccdo topica enquanto a segunda é aplicada a casos de infec¢édo sistémica.

1.3.1 Resisténcia antifungica
A resisténcia microbiolégica é resultado de mecanismos moleculares que sdo
provenientes de resisténcia intrinseca ou adquirida. A primeira refere-se a uma caracteristica
genotipica da espécie, resultando assim em uma resisténcia anterior a exposicdo do agente
antimicrobiano. A segunda, no entanto, € resultado de mutacfes apds a exposicdo ao

antimicrobiano (Vieira, 2016).

Referindo-se a C. albicans, sua resisténcia a antifungicos é desenvolvida a partir de
fatores de transcricdo mutantes. Por ndo haver recombinacdo sexual, a levedura perpetua sua
resisténcia a partir de descendéncia clonal, proveniente de plasticidade do genoma e do aumento

de recombinagfes mitoticas, além das taxas de mutaces (Vieira, 2016).

Tratando-se da classe dos polienos, € baixa a ocorréncia de casos referente a sua
resisténcia antifungica. As mutacfes que resultam em resisténcia geram consequéncias a
sobrevivéncia da C. albicans, diminuindo assim sua tolerdncia a estresses externos e

aumentando defeitos em suas estruturas membranosas (Vieira, 2016).

Por sua vez, os az0is sdo fungistaticos, proporcionando a possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia adquirida (Pfaller et al., 2015). A prevaléncia de resisténcia ao
fluconazol em C. albicans é baixa, mas taxas mais altas sdo observadas para C. glabrata, com
taxas de até 13%; e C. auris, que pode apresentar cerca de 93%; além da resisténcia inata
observada para C. krusei (Cleveland et al., 2012; Lockhart et al., 2017).
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1.4 Peptideos antimicrobianos

Devido a resisténcia aos medicamentos apresentados pela C. albicans, torna-se cada vez
mais necessaria a busca por novas formas de combate as suas infec¢des. Considerando entéo a
existéncia de peptideos que, nas plantas, animais e insetos, sdo utilizados como defesas naturais,
viu-se a possibilidade de utiliza-los como possiveis agentes antimicrobianos, exercendo sua

acdo por mecanismos distintos aos farmacos comerciais.

Os peptideos antimicrobianos participam ativamente da resposta imune de organismos
vivos, inclusive no sistema humano, prevenindo infecgdes de diferentes parasitas. Dessa forma,
protegem continuamente os ataques de micro-organismos variados, exercendo assim um

potencial terapéutico como antibiotico (Zasloff, 2002).

Ao comparar 0s peptideos com antibidticos convencionais, a vantagem primordial é a
raridade em adquirir resisténcia. Os peptideos apresentam mais de um mecanismo de agdo que
atuam de forma conjunta para eliminar o parasita, além de ter acdo imediata apds entrar em
contato com o alvo. Sua dosagem administrada é baixa, apresenta amplo espectro de acédo e
pode ser utilizado contra micro-organismos que ja apresentam resisténcia a medicamentos

convencionais (Seo et al., 2012).

As histatinas, principal classe de peptideos encontrados naturalmente na saliva humana,
apresentam multifuncdes na mucosa oral, como acdo antibacteriana e antiflngica, além de
auxiliar na cicatrizacdo de ferimentos (Helmerhorst, 2006). Esta classe de peptideos leva esse

nome devido a grande presenca de residuos de histidina em sua sequéncia de aminoacidos.

1.5 Histatina-5

Sdo trés as histatinas produzidas de forma majoritaria pelas glandulas parétidas que
apresentam atividade antimicrobianas, sendo elas a Histatina-1, Histatina-3 e Histatina-5. A
Histatina-1 e Histatina-3 sdo moléculas precursoras que produzem Histatinas menores a partir
da clivagem enzimatica. J& a Histatina-5 (Hst-5), dentre todas as outras, apresenta o maior

potencial de matar o patdgeno das espécies Candida in vivo (Edgerton et al., 1998).

A Hst-5, depois de permear a membrana celular da C. albicans, é atraida a mitocéndria
de tal forma que a permeabilize, prejudicando assim a respiracéo celular, levando & morte da
célula (Helmerhorst et al., 1999).
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Estudos mostraram, entretanto, que a morte celular é o efeito secundéario da interacéo
peptideo-levedura. O primeiro efeito é formacdo de poros na membrana devido a rede de carga
positiva do peptideo, além de sua natureza anfifilica, demonstrando assim que a atividade
antifingica da Hst-5 é seletiva e interage com um componente especifico da célula de C.
albicans (Edgerton et al., 1998; Ruissen et al., 2001).

1.6 Fragmentos peptidicos de Hst-5

Conhecendo entdo a atividade antifngica da Hst-5, os estudos comegaram a envolver
seus derivados e fragmentos de tal forma que fosse possivel obter resultados aprimorados e
mais promissores. Pensando nisso, Ruissen e colaboradores (2001), desenvolveram duas
variantes provenientes da Hst-5 a fim de que uma apresentasse maior anfipaticidade e outra
tivesse propriedades anfifilicas compativeis a original.

O resultado obtido por eles foi de aprimoramento na atividade antifingica em ambas
variantes, demonstrando assim que a atividade antimicrobiana ndo se limita a Hst-5, mas se

estende aos seus derivados e fragmentos (Ruissen et al., 2001).

Em outro estudo realizado por Lin e colaboradores (2016), foi proposta a sintese de um
peptideo com a mesma sequéncia de aminoacidos da Hst-5, porém duplicada e triplicada, com
0 objetivo de manter a molécula mais estavel a degradacéo e permitir que uma maior quantidade
do peptideo chegasse efetivamente a célula da levedura, podendo exercer sua atividade
antifungica. Nesse estudo foi observado que os fragmentos ndo se tornaram apenas mais

estaveis como também obtiveram suas atividades antifingicas melhoradas.

Com base no estudo de Lin e colaboradores (2016), surgiu a ideia de melhorar atividade
antimicrobiana de fragmentos da Hst-5 que vinham sendo estudados anteriormente no grupo de
pesquisa. Um desses fragmentos, denominado 8WHst-5, cuja sequéncia primaria de
aminoéacidos ¢ WKRHHGYKR, demonstrou atividade contra C. albicans com eficacia superior
se comparado ao original. Nesse sentido, a fim de aprimorar ainda mais a atividade desse
peptideo, foi proposto duplicar sua sequéncia de aminoacidos, gerando assim 0 peptideo
8WHst-5Duo, o qual possui a sequéncia de aminoacidos WKRHHGYKRKRHHGYKR,

representado na Figura 2.

Dessa forma, pretende-se comparar a atividade do peptideo 8WHst-5Duo com seu

analogo simples e também com a propria Hst-5 original, com o objetivo de verificar se a
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estratégia de duplicacdo da sequéncia de aminodcidos produz maior efetividade na atividade
antifungica contra a espécie C. albicans.

Figura 2: Peptideo 8WHst-5Duo
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Fonte: Proprio autor.



19

2. OBJETIVO
O objetivo central deste trabalho foi projetar e sintetizar o peptideo 8WHst-5Duo, o qual
apresenta a sequéncia de aminoacidos duplicada do fragmento 8WHSst-5 obtido a partir do
peptideo Hst-5, com o intuito de melhorar sua atividade antifingica contra as cepas de C.
albicans ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231.

Para alcancar esse objetivo, faz-se necessario:

» Sintetizar o fragmento 8WHSst-5Duo e caracterizé-lo;
» Testar sua atividade antifungica frente a C. albicans e compara-la aos peptideos Hst-5
e 8WHst-5.
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3. METODOLOGIA
3.1 Sintese dos peptideos

A abordagem utilizada para sintetizar peptideos que apresentem até 60 residuos de
aminoacidos € a sintese de peptideos em fase solida (SPFS) no qual se baseia em um

crescimento da cadeia peptidica adicionando um L-a-aminoacido por vez.

Tal crescimento se da a partir de um grupo carboxilico C-terminal que se mantém ligado,
de forma covalente, a uma resina (suporte polimérico) que apresenta caracteristicas inertes as

condic@es usadas, além de ser um polimero insoltvel.

Os suportes poliméricos apresentam um alto grau de solvata¢do quando em contato com
solvente apolar, possibilitando o acesso dos reagentes aos sitios reativos. Para permitir que a
formacédo da ligacdo peptidica ocorra de maneira orientada, é necessaria prote¢do dos grupos
funcionais dos aminoacidos que ndo fazem parte da ligacdo peptidica. Essa protecdo € realizada
com protetores denominados permanentes pois devem ser mantidos até o final da sintese. Como
exemplo desses grupos protetores, pode-se citar o terc-butil (tBu), tritil e terc-butiloxicarbonil,

entre outros.

Ja os grupamentos a-aminicos sdo protegidos temporariamente, removidos a cada passo
de acoplamento. O grupamento protetor do grupo a-amino utilizado foi o grupamento 9-
fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc), o qual é base-labil, ou seja, a sua remog¢do do grupo a-
amino, processo denominado desprotecdo, € realizada em um meio basico com solucéo de 20%

piperidina em N, N — Dimetilformamida (DMF).

A etapa de acoplamento na sintese em fase sélida, é a base da formacdo da ligacao
peptidica, sendo necessario a ativagao do grupo a-carboxilico do aminoacido a ser inserido para
que ele possa ser atacado pelo grupo a-amino do aminoacido ligado a resina. Para isso, foram
utilizados agentes de acoplamento como o N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC)/
NHidroxibenzotriazol (HOBt), ou o O-(Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
hexafluorofosfato (HBTU)/N-Etildiisopropilamina (DIEA), juntamente com o Fmoc-
aminoacido a ser adicionado. Nesta reacdo foram utilizadas trés vezes de excesso molar em
relacdo ao grau de substituicdo da resina. O processo de acoplamento de cada aminoécido

ocorre durante duas horas sob agitagdo branda.

Dessa forma, utilizando as informacdes citadas e seguindo o esquema da Figura 3, foram
sintetizados os peptideos demonstrados na Tabela 1 em sua respectiva sequéncia de

aminodcidos. E possivel conferir a estrutura de cada residuo de aminoacido no Anexo 3.



21

Tabela 1: Sequéncia estrutural da Histatina-5, analoga e fragmentos

Nome Sequéncia de amino&cidos
Hst-5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
OWHst-5 WDSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY
8WHst-5 WKRHHGYKR

8WHst-5Duo WKRHHGYKRKRHHGYKR

Figura 3: Esquema de desprotecdo e acoplamento dos aminoacidos para a sintese em fase
solida do peptideo 8WHst-5Duo.

; Desprotecao Fmoc° ;
Fmoc Resina —m———>p Resina
‘Acoplamento

. Desprotecao x
i e Resina ¢——— Fmoc Resina
K K (o) .
W e H eo e G H e Resina
C H K H K

Fonte: Zolin, 2020 - adaptada

A sintese é composta por 3 fases a seguir: 0 acoplamento, a desprotecao e as lavagens.
Apdbs o acoplamento, é necessario realizar lavagens antes de iniciar a desprotecdo do grupo
protetor Fmoc. As lavagens sdo feitas com os reagentes DCM e DMF, alternando-os entre si e
utilizando-os na relacéo de 1:1. Dessa forma, é possivel imaginar a sintese como um processo
ciclico, como representado na Figura 4.
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Figura 4: Esquema das etapas do processo de sintese de peptideos em fase sélida.
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)
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Fonte: Proprio autor.

Ao final da SPFS, faz-se necessaria a etapa de clivagem entre o peptideo e a resina,
assim como a desprotecdo dos grupos protetores permanentes das cadeias laterais dos
aminoacidos trifuncionais. Para isso foi utilizada uma solucéo de clivagem contendo 95% de
acido trifluoracético (TFA), 2,5% de triisopropilsilano (TIS) e 2,5% de agua destilada. Essa

mistura foi deixada em agitacdo branda no periodo de 3h a temperatura ambiente.

Ap0s esse periodo, foi realizada a precipitacdo dos peptideos com éter etilico gelado e
observou-se um precipitado branco. A mistura foi vertida em tubos do tipo “falcon” de 50 mL,
agitada no vortex por 1 minuto e centrifugada por 15 minutos a 10.000 rpm, repetindo esses

passos por mais duas vezes.

Realizadas as lavagens, as misturas permaneceram em descanso por 12 horas na capela
a fim de evaporar o éter, obtendo assim apenas os sélidos. Em seguida, os peptideos foram
extraidos utilizando uma solucdo 10% de &cido acético (v/v), centrifugados por 15 minutos a
10.000 rpm e filtrados, repetindo mais duas vezes essas etapas. Ap0s esse processo, as solugdes
acidas resultantes foram concentradas em rotaevaporador e, em seguida, liofilizadas, tendo

como resultado um sélido branco correspondente ao peptideo no estado bruto.
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3.2 Purificacdo e caracterizacao dos peptideos

Terminado o processo de sintese, faz-se necessario entdo purificar os peptideos a fim de
retirar qualquer contaminante possivelmente gerado nas etapas sintéticas. Para isso € utilizado
técnicas cromatogréaficas de purificacdo, em especifico a cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE ou HPLC, em inglés), seguindo as condic¢Bes cromatograficas abaixo:

Modo Semi-preparativo (sistema Shimadzu LC-10A/C-47A acoplado a um detector de
UV/Vis Shimadzu LC-10A/C-47A):

- Solventes: A:0,045% TFA . H20
B: 0,036% TFA . ACN
- Coluna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB C18 (9,4 x 250 mm e 5 um).
- Gradiente: 0,33% de solvente B por minuto em 90 minutos.
- Fluxo: 5 mL/min.

- Comprimento de onda de detec¢do: 220 nm.

Modo Analitico (sistema Shimadzu UFLC-SPD20A acoplado a um detector de UV/Vis
Shimadzu SPD-20A):

- Solventes: A: 0,045% TFA . H20
B: 0,036% TFA . ACN
- Coluna Waters Symmetry C18 (2,1 x 150 mm e 5um).
- Gradiente: 5% a 95% de solvente B em 30 minutos.
- Fluxo: 0,6 mL/min.

- Comprimento de onda de detec¢do: 220 nm.

Ap0s o procedimento de purificacdo do peptideo, a caracterizacao foi feita por meio de
espectrometria de massas. As analises foram realizadas em modo de “eletrospray” positivo por
injecdo direta da amostra do peptideo puro em um espectrdmetro de massas do tipo lon Trap

Amazon SL, Brucker®, e por HPLC acoplada a espectrometria de massas com ionizagéo por
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eletrospray (LC/ESI-MS), permitindo determinar a qualidade e identidade da amostra
simultaneamente. Os valores de massa molecular experimental foram comparados com o0s
valores tedricos calculados previamente para o peptideo de acordo com seus residuos de

aminoacidos.

3.3 Preparo de in6culo de Candida albicans

Os indculos das trés cepas de C. albicans foram preparados a partir do micro-organismo
liofilizado e reativados em caldo SDB (Kasvi®) sendo entdo incubados em estufa a 37°C por
24 horas.

Ap0s as 24 horas, uma algada de leveduras foi semeada em SDA (Kasvi®) e incubada
em estufa a 37°C por 48 horas. Passadas as horas de crescimento, a cultura de estoque foi

armazenada em geladeira, a 4°C.

Para preparar as suspensdes padronizadas, as colonias provenientes da cultura-estoque
foram semeadas em SDB com uma incubacéo de 24 horas a 37°C. Em sequéncia, uma pequena
aliquota do in6culo foi transferida a SDB estéril de modo que se obtivesse uma suspensédo de
micro-organismo com densidade o6tica (DO) no intervalo de 0,100 a 0,150 a 530 nm no
espectrofotdmetro, 0 que representa aproximadamente 1x10® UFC/mL. Posteriormente, foi

realizada uma diluic3o seriada para que a solucéo final fosse de 1x10° células.

3.4 Curvas Analiticas

A fim de facilitar a preparacdo das microplacas utilizadas para a realizacdo da
determinacdo da concentracdo inibitdria minima dos peptideos utilizados neste trabalho, foi
utilizada a metodologia da curva analitica devido a dificuldade em aferir com precisdo a massa
de um peptideo a partir de balanga analitica por conta de suas propriedades eletrostaticas e por

se tratar de um material floculento.

Por isso foi realizado a pesagem de uma massa inicial de peptideo e, a partir dela, diluida
em H,O para uma concentracao inicial. A partir dessa solucdo inicial, foram preparadas outras
10 solucdes diluidas de concentragBes: 100; 75; 50; 25; 15; 10; 7,5; 5,0; 2,5 e 1 umol/L e
realizadas as medidas de absorbancia a 280 nm em triplicata no espectrofotometro UV-vis
Varian® modelo Cary Eclipse.
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3.5 Concentracdo Inibitéria Minima

Para os testes de atividade antiflngica dos peptideos frente a C. albicans, foi utilizado
0 método de microdiluicdo em microplaca, de acordo com o protocolo adaptado do manual
M27-A3 (Clinical and Laboratory Standards Institute).

Em uma microplaca de 96 pocos (Figura 5), foi adicionado, inicialmente, 100 uL de
SDB estéril. Na coluna 1 foi adicionado entdo 100 uL de cada solucdo-padrédo a ser estudada
em forma de duplicata, sendo as linhas A e B o peptideo OWHst-5, C e D o peptideo 8WHSst-5,
E e F 0 peptideo 8WHSst-5Duo e G e H o fluconazol.

Figura 5: Microplaca de 96 pocos

A partir entdo da coluna 1, foi realizada uma diluicéo seriada até a coluna 10 e, apds a
diluicéo, foi adicionada 100 pL de suspensdo padronizada do inoculo de C. albicans da coluna
1 al1l. A coluna 12, por sua vez, teve a adicdo de 100 uL de SDB a fim de ser o controle de

esterilidade enquanto a coluna 11 seria o controle positivo de crescimento.

A microplaca, entdo, foi incubada por 48 horas a 37°C e, ao final do periodo, a inibi¢éo
de crescimento foi avaliada pela leitura de DO de cada poco através de um espectrofotdmetro

de microplacas (Biotek® modelo Epoch) a 595 nm.

O teste foi realizado em quintuplicata e a partir das médias das DOs, a inibicdo de
crescimento da levedura foi calculada nas diferentes concentragdes de solugdo-padréo por meio

da equacéo:



% Inibicao = (1 — (

DO

poco DOmeio de cultura

DOcontrole positivo

- DOmeio de cultura

)) +100%
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Sintese, purificacdo e caracterizacao do peptideo 8WHSst-5Duo
Para a sintese do peptideo 8WHSst-5Duo foi utilizada a resina Wang na qual o primeiro
aminoacido da sequéncia, arginina (R), ja vem acoplado, partindo do C-terminal em dire¢do ao
N-terminal, como mostrado na Tabela 1. As informagdes utilizadas para a realizacao da sintese
foi o grau de substituicdo da resina utilizada de 0,32 mmol/g e massa de partida da resina pesada

sendo 598 mg.

A SPFS foi realizada manualmente, adicionando os amino&cidos e agentes acopladores
em excesso de 3 equivalentes molares para garantir o acoplamento eficiente. O Ultimo
aminoéacido adicionado foi o triptofano (W) a fim de proporcionar caracteristicas fluorescentes

ao peptideo.

Apds o procedimento citado no item 3.1, foi realizado a purificacdo em HPLC sendo

comprovada a partir da comparacgdo entre 0s cromatogramas representados nas Figuras 6 e 7.

Figura 6: Cromatograma peptideo 8WHSst-5Duo bruto.
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Figura 7: Cromatograma peptideo 8 WHSst-5Duo puro.
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Foi possivel observar entdo que a purificacdo foi efetiva, com uma pureza maior que
90%, a qual pode ser comprovada devido o Unico pico observado no cromatograma da Figura
7. O peptideo puro foi entdo caracterizado por determinacdo da massa molecular, empregando-
se espectrometria de massas (ES-MS positivo) por injecdo direta da amostra. O objetivo dessa
etapa consiste em verificar se cada fracdo isolada no processo de purificacdo corresponde de
fato ao peptideo de interesse. O espectro de massas para 0 peptideo 8WHSst-5Duo esta

representado na Figura 8.
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Figura 8: Espectro de massas do peptideo 8WHst-5Du puro.
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O peptideo 8WHst-5Duo possui massa molecular tedrica igual a 2330,66 g.mol™. Sendo
assim é possivel calcular os sinais referentes as razGes massa/carga que se espera observar no
espectro de massas do peptideo. Uma comparacdo entre as razdes m/Z teoricas e 0s sinais
confirma que o peptideo obtido através da sintese quimica foi de fato o0 8WHSst-5Duo. Os sinais
observados no espectro de massas sdo referentes aos niveis de ionizagéo entre +3 (m/Z=778,28)
e +4 (m/Z=584,01). Na Tabela 2 estdo representadas as razdes massa/carga esperadas para o

peptideo 8WHSst-5Duo para cargas entre +3 e +4,

Tabela 2: Relacdo m/Z do espectro de massas

WKRHHGYKRKRHHGYKR

Tedrico Experimental
massa 4 m/Z massa 4 m/Z
3 777,89 3 778,28
2330,66 2331,84

4 583,67 4 584,01
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4.2 Curva analitica
Utilizando, entdo, a estratégia explicada no item 3.4, foram realizadas 3 curvas

analiticas, das quais duas sdo resultado do grupo e encontradas no Anexo 1 e Anexo 2.

Referente a curva do peptideo 8WHst-5Duo, foi pesado 0,0082 g dele e diluido em 500
uL de H20, resultando em uma concentracao de 7.036,63 umol/L.

A partir da solucdo inicial, foi entdo diluida as concentragdes de 100; 75; 50; 25; 15; 10;
7,5; 5,0; 2,5 e 1 umol/L, plotando o grafico com a média da triplicata dos valores das
absorbéancias, obtendo a curva da Figura 9.

Figura 9: Grafico da Curva Analitica
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Com a curva € possivel, entdo, calcular a concentracdo da solucdo para preparo da

Abs+0,0086

microplaca, que deve ser 640 pmol/L, utilizando a equagdo da reta [pep] = 5053

Sabendo a absorbancia obtida pelo UV-vis, é possivel interpolar seu valor para o célculo da

concentracdo, de tal forma que nao extrapole a curva analitica.

4.3 Inibigéo do crescimento do micro-organismo
Considerando a equacdo demonstrada no item 3.5, é possivel observar a porcentagem

de inibicdo referente a cada metodo de combate frente a C. albicans. Com o intuito de comparar
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entdo a efetividade dos peptideos previamente estudados pelo grupo em comparacdo ao
peptideo 8WHst-5Duo, foi idealizado os gréficos em barra encontrados na Figura 10, Figura 11
e Figura 12, divididos por concentracéo.

Figura 10: Comparacéo dos peptideos para cada cepa em 160 umol/L
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Figura 11: Comparacédo dos peptideos para cada cepa em 80 umol/L
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Figura 12: Comparacdo dos peptideos para cada cepa em 40 umol/L
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E possivel observar que em concentracdes menores que 80 umol/L, a porcentagem de
inibicdo deixa de ser significativa para todos os peptideos comparados frente as trés cepas
utilizadas neste estudo. Na concentracdo de 160 umol/L, o peptideo 8WHst-5Duo, demonstrou

uma inibicdo de 100% para todas as cepas, inclusive as de ATCC 10231 e 18804 que sao
resistentes ao fluconazol.

Destaca-se ainda um resultado mais efetivo de inibicdo dos micro-organismos pelo
peptideo 8WHSst-5Duo com relacdo ao seu precursor 8WHSst-5, demonstrando que a estratégia
de duplicacdo da sequéncia de aminoacidos gerou uma maior efetividade na atividade

antifingica do analogo de Histatina-5 estudado.

4.4 Concentracao Inibitoria Minima
Ao considerar uma CIM de 90%, obtém-se os resultados da Tabela 3 na comparacéo de

todos os agentes utilizados contra C. albicans.

Tabela 3: Resultados da Concentracao Inibitéria Minima em umol/L
ATCC 90028 ATCC 18804 ATCC 10231

OWHst-5 >160 160 160
8WHst-5 >160 >160 >160
8WHst-5Du 160 80 160

Flu 10 >160 >160



33

As cepas ATCC 18804 e ATCC 10231 sdo resistentes ao fluconazol, tendo esse farmaco
efetivo apenas na cepa ATCC 90028, mesmo com concentra¢des bem baixas como 10 umol. J&
o fragmento 8WHst-5 ndo apresenta, nas concentracfes estudadas, um resultado de inibicéo

>90% para nenhuma das cepas, diferentemente do fragmento 8WHSst-5Duo.

Para o peptideo 8WHSst-5Duo, a hipotese levantada para CIM >90% ter sido alcancada
em uma concentracdo menor na cepa ATCC 18804 € de que, por se tratar de uma molécula
duplicada, espera-se que a regido bioativa desse peptideo se apresente em concentracdo duas
vezes maior, 0 que a tornaria mais efetiva no combate ao micro-organismo. Esse
comportamento pode estar relacionado com o resultado alcancado, ja que para a cepa ATCC
18804, em especifico, a CIM foi metade, se comparado com o fragmento 8WHSst-5. Além disso,
para as demais cepas estudadas, foi observado uma atividade mais efetivas para o peptideo

8WHst-5Duo em concentracdes inferiores em comparacao ao seu precursor 8WHst-5.
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5. CONCLUSAO

Nesse trabalho, foi possivel observar que a técnica de sintese de peptideos em fase solida
(SPFS) permite a obtencdo de andlogos estruturais de peptideos com atividade biologica
otimizada. No caso especifico desse trabalho, a estratégia de duplicacdo da sequéncia de
aminoacidos do fragmento de Histatina-5 denominado 8WHSst-5, permitiu a obtencdo do
peptideo 8WHSst-5Duo, que foi mais eficiente no combate a trés diferentes cepas de C. albicans.
A SPFS permitiu a obtencdo de maneira eficiente do peptideo em questdo, mesmo apresentando
muitos residuos de aminoacidos de cargas positivas. As etapas de purificacdo e caracterizacdo

puderam comprovar um alto grau de pureza do peptideo proposto.

A atividade de inibicdo do peptideo 8WHst-5Duo frente as cepas de C. albicans foi
possivel em concentracdes menores se comparado com o 8WHSst-5. Em comparacdo com a
propria Hst-5, os resultados do peptideo 8WHSst-5Duo também se mostraram ligeiramente
melhor, com a vantagem de se tratar de um peptideo contendo um ndmero menor de
aminoacidos em sua sequéncia primaria. Analisando a resisténcia ao fluconazol, a cepa ATCC
90028 € pouco resistente ao farmaco, enquanto as cepas ATCC 18804 e ATCC 10231
apresentam resisténcia ao medicamento. No entanto, para o peptideo 8WHSst-5Duo, ambas as
cepas resistentes a fluconazol, foram inibidas nas concentra¢des de 80 pumol/L e 160 pmol/L,
respectivamente. Esse resultado demonstra a importancia pela busca de novas moléculas que

possam servir como alternativa de combate aos micro-organismos resistentes.

Por fim, este trabalho demonstrou que o peptideo 8WHSst-5Duo é um composto
promissor como antifingico para conter infeccBes por micro-organismos resistentes ao

fluconazol, possibilitando assim explorar um novo campo de estudo no combate a C. albicans.
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ANEXOS

Anexo 1: Curva analitica do peptideo 8WHst-5
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Anexo 2: Curva analitica do peptideo OWHSst-5
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Anexo 3: Aminoacidos e suas respectivas estruturas

Nome Sigla | Trés Letras Estrutura
0
H,N——CH—C——O0H
Acido Aspartico | D Asp CH,
cC—0
OH
ﬁ
H,N——CH—C——OH
CH,
Acido Glutdmico | E Glu
CH,
c=—o0
OH
ﬁ
Alanina A Ala H,N——CH—C——OH
CHs
ﬁ
H,N——CH—C——O0H
CH,
CH,
Arginina R Arg
CH,
NH
C=——NH

NH,




0]

H,N——CH—C——OH

Asparagina Asp CH,
cC—0
OH
o)
H,N——CH—C——OH
Cisteina Cys
SH
o)
H,N——CH—C——O0H
CH,
Fenilalanina Phe
o)
Glicina Gly H,N——CH—C——O0H
H
Tl
H,N——CH—C——O0H
CH,
Glutamina GlIn
CH,
cC—o0

NH,
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Histidina

His

0
H,N——CH—C——O0H

CH,

NN
\\—NH

Isoleucina

lle

i)l
HN——CH—C——OH
CH_CH3

CH,

CHj,

Leucina

Leu

ﬁ
H,;N——CH—C——OH
CH,

CH_CH3

CH,

Lisina

Lys

0

|
H,N——CH—C——OH
CH,
CH,

CH,

CH,

NH,
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Metionina

Met

ﬁ
H,N——CH—C——OH
CH,

CH,

S

Prolina

Pro

HN

Serina

Ser

ﬁ
H,N——CH—C——OH
CH,

OH

Tirosina

Tyr

0]

H,N——CH—C——OH

CH,

OH
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O

H,;N——CH—C——O0H

Treonina Thr
Cl)H—OH
CHg,
o)
H,N——CH—C——OH
CH,
Triptofano Trp
HN
ﬁ
H,N——CH—C——O0H
Valina Val

CH_CH3

CH,
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