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Resumo

7

A Candida albicans é principal causadora de infec¢bes fungicas. As
limitadas classes de medicamentos disponiveis para o tratamento das infec¢des,
assim como seu uso excessivo, potencializam o surgimento de resisténcia aos
medicamentos. Peptideos antimicrobianos (AMPs) foram identificados em
diversos organismos e possuem diversas estruturas e funcdes, como atividades
antimicrobianas e imunomoduladoras, e sdo candidatos promissores para o
desenvolvimento de novos medicamentos antifungicos. A histatina 5 é um AMP
encontrado na cavidade oral, que possui a mais alta atividade antifingica contra
C. albicans, incluindo cepas resistentes aos agentes antifingicos mais
comumente usados. A atividade do peptideo, porém, pode sofrer interferéncias
na cavidade oral, bem protedlise mediada ou ndo pela C. albicans. Adaptactes
na estrutura do peptideo, como o uso de fragmentos proteoliticos e a troca de
residuos de aminoécidos, foram empregados visando uma maior eficiéncia da
acdo antimicrobiana do peptideo, bem como a reducéo da protedlise. O trabalho
também propds a coordenacao dos peptideos com ions metalicos de prata, como
uma alternativa para o desenvolvimento de agentes antifangicos. O uso de
fragmentos bioativos contendo a porcdo C-terminal da Hst5 demonstraram
atividade antifingica otimizada em relacdo ao peptideo original, e a troca de
fragmentos de lisina por arginina foi capaz de aumentar a eficiéncia dos
fragmentos proteoliticos. Os compostos de coordenacdo foram formados entre
os peptideos e Ag(l) na proporcdo molar 1:1, como comprovado pelos estudos
de supressdo de fluorescéncia e espectrometria de massas. Além disso, foi
possivel observar uma mudanca na conformacdo dos peptideos quando
coordenados com Ag(l), perdendo a tendéncia de a-hélice, indicando uma
associacao na parte central das moléculas, pelas cadeias laterais dos residuos
de histidina. Os compostos de coordenac¢do apresentaram forte acao antifingica
quando comparados aos peptideos isolados, chegando a concentracdes
inibitérias minimas de 10 e 20 ymol L! em diferentes cepas de C. albicans. Os
peptideos e compostos de coordenacgdo foram avaliados quanto sua toxicidade,
e apresentaram margem de seguranga para uso como tratamentos antifingicos
em suas concentracdes inibitérias minimas.

Palavras-chave: Agentes antifungicos. Histatina 5. Candida albicans.
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Abstract

Candida albicans is the main cause of fungal infections. The limited
classes of drugs available for the infection’s treatment, as well as their excessive
use, potentiate the emergence of drug resistance. Antimicrobial peptides (AMPS)
have been identified in several organisms and have different structures and
functions, such as antimicrobial and immunomodulatory activities, and are
promising candidates for the development of new antifungal drugs. Histatin 5 is
an AMP found in the oral cavity that has the highest antifungal activity against C.
albicans, including strains resistant to the most used antifungal agents. The
activity of the peptide, however, may suffer interference in the oral cavity, as well
as proteolysis mediated or not by C. albicans. Adaptations in the peptide's
structure, such as the use of proteolytic fragments and the exchange of amino
acid residues, were employed aiming at a greater efficiency of the antimicrobial
action of the peptide, as well as the reduction of proteolysis. The work also
proposed the coordination of peptides with metallic silver ions, as an alternative
for the development of antifungal agents. The use of bioactive fragments
containing the C-terminal portion of Hst5 demonstrated optimized antifungal
activity compared to the original peptide, and the exchange of lysine fragments
for arginine was able to increase the efficiency of the proteolytic fragments.
Coordination compounds were formed between peptides and Ag(l) in a 1:1 molar
ratio, as confirmed by fluorescence suppression and mass spectrometry studies.
Furthermore, it was possible to observe a change in the conformation of the
peptides when coordinated with Ag(l), losing the a-helix tendency, indicating an
association in the central part of the molecules, by the side chains of histidine
residues. Coordination compounds showed strong antifungal action when
compared to isolated peptides, reaching minimum inhibitory concentrations of 10
and 20 ymol L in different strains of C. albicans. Peptides and coordination
compounds were evaluated for their toxicity and showed a margin of safety for
use as antifungal treatments at their minimum inhibitory concentrations.

Keywords: Antifungal agents. Histatin 5. Candida albicans.
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1. Introducéo

a. Candida albicans: morfologia, viruléncia e resposta imune

O desenvolvimento de tratamentos antibioticos, somados a crescente
incidéncia em casos de AIDS, céancer e outras doengas imunossupressoras no
século XX potencializaram a ameaca das infec¢des fangicas, que hoje estédo
entre os principais problemas de saude no mundo (VANDERPUTTE, 2012;
BONGOMIN, 2017). Dois tipos de microrganismos S&0 mais comuns em
infeccdes fungicas: fungos filamentosos, usualmente patdgenos primarios, que
sdo naturalmente capazes de estabelecer uma infeccdo em populacdes
saudaveis, e leveduras, que se caracterizam como patégenos oportunistas,
capazes de estabelecer infeccbes no hospedeiro apenas quando certas
condicles sao atendidas (VANDEPUTTE, 2012).

Dentre as diversas infec¢des flngicas, a candidiase se destaca por maior
incidéncia, afetando mais de 3,5 milhGes de pessoas, especialmente pacientes
imunossuprimidos devido a doencas como leucemia, HIV e diabetes melito, além
daqueles que fazem uso de préteses dentarias, bem como criancas de 0 a
18meses. O uso de anticoncepcionais, corticoides e antibiéticos de amplo
espectro, bem como tratamentos de hemodialise, quimioterapia e cateteres
venosos centrais também podem favorecer a infecgcdo (AKPAN, 2002; LYNCH,
1994; SPAMPINATO, 2013). A candidiase pode ocorrer de forma tdpica
(superficial), como infeccbes na pele e em mucosas, ou de forma sistémica
(invasiva), onde pode infectar 6rgdos e se espalhar através do sangue
(candidemia), possuindo uma alta taxa de morbidade e mortalidade (SANTOS,
2018; SARDI, 2013).

O género Candida, responsavel pelas infec¢cdes do tipo candidiase, é
composto por mais de 200 espécies com caracteristicas culturais macro e
microscopicas semelhantes, sendo células eucaridticas néo-fotossintéticas,
capazes de metabolizar glicose em condi¢cdes aerdbias e anaerdbias, e com
temperatura de crescimento ideal em torno de 37°C, temperatura natural de seu
hospedeiro, uma vez que os fungos do género Candida sédo parte da microbiota
de seres humanos, onde habitam os tratos oral, gastrointestinal e geniturinario
como comensais (AKPAN, 2002). Espécies como Candida parapsilosis, C.
tropicalis, C. krusei e C. glabrata, além da espécie super-resistente C. auris, ja
relatada em diversos casos no Brasil, estdo se tornando cada vez mais comuns
em casos de infeccdo, entretanto, a espécie predominante continua a ser C.
albicans (LYNCH, 1994; DADAR, 2018; ANVISA, 2022).

7

C. albicans, maior representante do género Candida, é encontrada
naturalmente na microbiota humana na forma de comensal, associada a
morfologia de levedura. Sendo um microrganismo polimaérfico diploide, é capaz
de transitar entre a morfologia de levedura, inofensiva, e a forma hifal,
apresentada na figura 01, associada a patologia, sendo a transicado morfoldgica,
portanto, fator determinante no desencadeamento da infec¢do (WILSON, 2016).
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A forma comensal é mantida por uma interacao tripartida entre a microbiota, o
organismo e a imunidade do hospedeiro (DADAR, 2018). De forma a garantir
sua sobrevivéncia, a C. albicans desenvolveu uma série de mecanismos de
adaptacao, que possibilitam ao fungo resistir a variacdes de pH e a escassez de
nutrientes. Privada de nutrientes, a C. albicans €& capaz de metabolizar
aminoacidos pela fonte de carbono, e o nitrogénio, excretado na forma de
amonia, pode modular o pH extracelular na regido circundante, e dessa forma,
induzir a formacéo de hifas no microrganismo (VYLKOVA, 2017).

Figura 01. Estrutura da Candida albicans.

Blastosporos

Clamidosporos

Pseudohifa

Criado com BioRender.com. Elaborado pela autora, 2022.

A viruléncia da C. albicans se inicia a partir da transicdo morfol6gica do
fungo. O crescimento hifal pode ocorrer de forma direcionada, conhecido como
tigmotropismo, que auxilia na penetracdo do fungo em células epiteliais. A
expressdo de adesinas e invasinas, além de outras enzimas hidroliticas, séo
essenciais para os processos de invasao celular, que podem se dar por
penetragdo ativa, onde enzimas liticas, tais como proteases asparticas
segregadas (Saps), digerem compostos da superficie celular epitelial, com
auxilio da forca fisica das hifas; ou por endocitose induzida, onde o fungo adere
a superficie celular epitelial através de adesinas, o que estimula a célula a
produzir estruturas semelhantes a pseudépodes, cercando e atraindo a C.
albicans para dentro da célula (NAGLIK, 2011; DALLE, 2010). O fim do processo
se d& pela inducdo de danos, que pode ocorrer por apoptose, com uma quebra
bioquimica da célula em corpos apoptéticos ligados a membrana, ou por
necrose, caracterizada por edema mitocondrial e aumento da permeabilidade da
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membrana plasméatica, podendo ser induzida por agentes externos, associados
ou secretados pela C. albicans (JACOBSEN, 2012).

A formacéao de biofilmes em superficies bioticas e abibticas também é um
importante fator de viruléncia da C. albicans. As células fungicas séo capazes de
se identificar pela deteccdo de um quérum. Uma vez detectado, as células
fungicas sd@o capazes de aderir umas as outras, formando uma matriz
extracelular, que permite um acumulo e compartilhamento de nutrientes, o que
leva a proliferacdo, e consequente dispersdo das células (MAYER, 2013). A
formacao de biofilmes é de grande preocupacdo durante a viruléncia devido a
alta resisténcia que apresenta, que inclui a plasticidade metabdlica, a arquitetura
complexa e matriz do biofilme, e o aumento da expresséo de bombas de efluxo
de drogas (FANNING, 2012).

O reconhecimento do estado infeccioso se da pelas proprias células
epiteliais, que sdo capazes de distinguir os estados de levedura e hifas, iniciando
assim o recrutamento, diferenciacdo e ativacdo de diversas células imunes,
como neutrofilos, células dendriticas e células T, que sédo essenciais para mediar
respostas inatas e adaptativas que resultardo em imunidade protetora (NAGLIK,
2011). Tal discriminacéo entre as células patdgenas e comensais é relevante em
casos como a da C. albicans pois evita uma resposta inflamatoria mais intensa
gue o necessario, 0 que poderia levar a danos no tecido hospedeiro, favorecendo
a prevaléncia da infeccdo (JACOBSEN, 2012). O sistema imunolégico atua
através da producdo de espécies reativas de oxigénio e substancias
antimicrobianas, de armadilhas extracelulares, como redes de fibras de
cromatina revestidas com moléculas capazes de capturar e matar C. albicans, e
pela fagocitose das células fungicas, que sofrem com alteracdes de pH,
proteases e fluxos de potassio dentro do fagossomo (BROWN, 2014).
Entretanto, o fungo é capaz de superar as tentativas de inibicdo da infeccao pelo
sistema imune, através da liberacdo de proteinas bloqueadoras e enzimas
hidroliticas, bem como pela adaptacéo ao estresse gerado (ZHU, 2010; ZIPFEL,
2009).

b. Tratamentos antifungicos contra C. albicans

O uso de medicamentos antifungicos é utilizado em casos em que o
sistema imune nado é capaz de, sozinho, combater as infec¢cées. Em infeccdes
superficiais, como micoses ou candidiase em mucosas, a terapia topica é
utilizada como tratamento de primeira linha. Esta também €& aplicada em casos
de infec¢Oes sistémicas, reduzindo a dose e o tempo de tratamento. A terapia
sistémica é utilizada principalmente em casos graves da doencga, mas também
em pacientes intolerantes ou refratarios ao tratamento tépico. (AKPAN, 2002;
EPSTEIN, 1998; SPAMPINATO, 2013).

As principais classes de medicamentos utilizadas no tratamento de
infeccbes causadas por C. albicans incluem azois, que séo capazes de interferir
na membrana celular, inibindo as atividades de enzimas envolvidas na
biossintese do ergosterol, sendo a principal classe utilizada; e polienos, capazes

26



de se ligar ao ergosterol, resultando na formacao de poros aquosos intercalados
na membrana, que possibilitam o vazamento do conteddo intracelular, e,
portanto, na morte da célula. Os mecanismos de ambas as classes estdo
exemplificados na figura 02. Outra classe de medicamento que tem ganhado
destaque no mercado é a das equinocandinas, lipopeptideos capazes de inibir,
por meio do bloqueio ndo competitivo da sintase, a sintese da parede fangica,
levando a estruturas com a integridade prejudicada, e assim, a uma maior
vulnerabilidade celular a lise osmoética (SPAMPINATO, 2013; COWEN, 2008;
PERLIN, 2017). Flucitosina, alilaminas e tiocarbamatos sao outros exemplos de
classes de agentes antifingicos, com menos representantes comerciais para o
tratamento de C. albicans.

Fluconazol (azol), nistatina e anfotericina B (polienos) sao os principais
medicamentos utilizados no tratamento de infec¢Bes fungicas, sendo o primeiro
0 mais comercializado, tanto para casos topicos como sistémicos. A nistatina é
utilizada principalmente para casos tépicos, como candidiase oral, enquanto a
anfotericina B € aplicada em tratamentos sistémicos, e embora tenha
formulacdes atuais menos téxicas do que as primeiras desenvolvidas, tem uso
de forma mais ampla impedido pelo elevado custo na producédo (AKPAN, 2002;
PERLIN, 2017; SPAMPINATO, 2013).

A toxicidade dos polienos esta principalmente relacionada a
nefrotoxicidade, decorrente da necrose dos tubulos renais (LARSON, 1999). Os
medicamentos ainda apresentam efeitos de lesdo de células mamiferas por
interferéncia nos processos intracelulares endociticos e pés-endociticos e de
inducdo da permeabilidade da membrana a cations monovalentes (SEMIS, 2013;
JOLY, 1992). Efeitos hepatotdxicos também sédo associados aos polienos, de
forma que seu uso deve ser restrito, o que leva as pequenas concentracdes de
anfotericina B utilizadas em tratamentos sistémicos. A nistatina, por outro lado,
nao € absorvida pela pele ou trato gastrointestinal, sendo utilizada apenas como
tratamento topico, sem toxicidade significativa, embora ainda apresente efeitos
colaterais (LYU, 2016).
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Figura 02. Mecanismos de a¢édo de medicamentos azolicos e poliénicos na membrana
celular fungica.
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Criado com BioRender.com. Elaborado pela autora, 2022.

O desenvolvimento de formulacdes menos toxicas ao longo das ultimas
décadas, aumentou a seguranc¢a no uso de medicamentos como anfotericina B
e fluconazol, o que, consequentemente, ampliou significativamente o seu uso,
muitas vezes de forma inadequada e desnecessaria (PERLIN, 2017). Dessa
forma, tornou-se cada vez mais comum o aparecimento de resisténcia por parte
dos fungos aos tratamentos, fator de extrema preocupacédo, ja que limita as
possibilidades de terapia dentre as poucas classes de medicamentos disponiveis
(SPAMPINATO, 2013). As formas de resisténcia podem se dar pela tentativa em
contornar os efeitos do agente microbiano na célula, como alteracées no alvo da
droga e aumento da producdo de transportadores de mdultiplas drogas que
removem o agente da célula, ou através de mecanismos que permitem a célula
lidar com o estresse induzido pelos agentes antifungicos, o que inclui alteracdes
metabdlicas que minimizam a toxicidade do farmaco, desde adaptacbes
fisiologicas até alteracdes genéticas (COWEN, 2008; CANNON, 2007).

A aquisicdo de resisténcia a medicamentos da classe dos azois, como
fluconazol, € mais facil quando comparada a aquisi¢cdo na classe dos polienos.
Os azéis, agindo em enzimas da sintese do ergosterol da membrana flngica,
podem ter sua atividade prejudicada por mutagdes pontuais que irdo alterar os
componentes da sintese do esterol (NIIMI, 2010; NOEL, 2012). No caso dos
polienos, a aquisicdo de resisténcia depende da alteracdo ou diminuicdo do
esterol da membrana, uma vez que se ligam diretamente ao ergosterol, sendo
necessaria, portanto, uma mutagc&o nos genes que codificam enzimas envolvidas
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na biossintese de ergosterol (SPAMPINATO, 2013). Ambas as classes também
sofrem com bombas de efluxo, que séo capazes de diminuir sua concentracao
intracelular dos farmacos, sendo reguladas positivamente quando detectada a
presenca desses.

O desenvolvimento de novos agentes de terapia sintéticos é prejudicado
principalmente pelas similaridades entre a célula fungica e a humana, ambas
eucaridticas, de modo que o niumero de alvos para os medicamentos, para que
ndo sejam toxicos ao organismo humano, € bastante reduzido. A busca por
potenciais tratamentos antifingicos que sejam capazes de superar as barreiras
de resisténcia da C. albicans abrange agentes sintéticos, peptideos e proteinas,
fungos endofiticos, organismos marinhos e materiais poliméricos (SAMPINATO,
2013).

c. Peptideos antimicrobianos como alternativas de tratamento

Peptideos antimicrobianos estdo entre as primeiras linhas de defesa do
sistema imunoldgico, estando presentes em células procariontes e eucariontes
nos reinos animal, vegetal, fungico e bacteriano, sendo capazes de inibir
rapidamente um amplo espectro de micrébios infecciosos. Em organismos mais
simples, os peptideos antimicrobianos sdo a principal forma de combate a
patégenos, enquanto exercem papel complementar no sistema imunoldgico de
formas de vida mais complexas (ZASLOFF, 2002). Os peptideos se
caracterizam, de forma geral, por moléculas anfipaticas e catibnicas, com
tamanho variavel, podendo chegar até 50 residuos de aminoacidos, com acao
antimicrobiana bastante ampla, atuando em mecanismos de ativacao das células
T, acdo fagocitaria e ativacdo de células dendriticas, influenciando inflamacdes,
proliferacdes, cicatrizacdes de feridas e preservacdo do equilibrio entre
proteases e inibidores de protease. O principal mecanismo de acéo, entretanto,
se da pela associacao e quebra da membrana celular do micrébio, cuja superficie
de cargas negativas atrai 0os peptideos, com subsequente formacdo de uma
estrutura semelhante a um poro que atravessa a membrana, alterando a
permeabilidade e levando a lise celular (HELMERHORST, 2001; DE SMET,
2005; MATEJUK, 2010).

Os peptideos antimicrobianos podem ser diferenciados em: peptideos
com propriedades antifingicas primarias, de ocorréncia natural, com atividade
antifingica direcionada; peptideos antifungicos com amplo espectro de atividade
antimicrobiana, que pode agir contra diversos organismos, incluindo fungos,
bactérias e virus, sem mecanismo de acao especifico (inibicdo da sintese de
proteinas especificas da membrana ou proteinas de estresse, interrup¢do da
sintese, interacdo ou quebra do DNA de fita simples e producéo de peroxido de
hidrogénio); e peptideos antimicrobianos que sao fragmentos proteoliticos de
proteinas, que frequentemente apresentam maior atividade antifingica do que
as proteinas originais, podendo ser essa direcionada ou de amplo-espectro (DE
SMET, 2005; MATEJUK, 2010). A estrutura secundaria dos peptideos
antimicrobianos também ¢é capaz de influenciar sua atividade, sendo os a-
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helicoidais capazes de romper membranas microbianas, pela formagéo de poros
toroidais e de aglomerados na forma de tapete; os folha-B, quando inseridos ou
inclinados na bicamada lipidica, podem formar poros toroidais para o
rompimento da membrana; e os peptideos estendidos tendem a ter acao dentro
da célula fangica, pela interacdo de proteinas (SEO, 2012).

A aquisicdo de resisténcia por parte de cepas microbianas, ao contrario
do que ocorre com medicamentos convencionais, é pouco provavel em
peptideos antimicrobianos. O principal modo de acdo dos peptideos se baseia
em suas propriedades cationicas, que implicam na interagdo com as cargas
negativas das estruturas microbianas, de forma que a acdo dos peptideos é
diretamente nas membranas, acarretando um acumulo na superficie, e, portanto,
possibilitando rearranjos na translocacdo do peptideo através da membrana e
interagcbes com alvos intracelulares, o que permite evitar mecanismos de
resisténcia (TEIXEIRA, 2012; HUANG, 2010). A grande variedade nas
sequéncias estruturais dos peptideos antimicrobianos também é um fator
relevante para dificultar a aquisicdo de resisténcia, uma vez que o micrébio
infeccioso ndo consegue identificar um dnico sitio para ativar mecanismos de
destruicdo. Soma-se a isso o fato que, em organismos multicelulares, mais de
um tipo de peptideo é utilizado pelo sistema imunolégico no combate as
infeccbes, de forma que a destruicdo de um Unico peptideo pode ndo ser

significativa (ZASLOFF, 2002).

d. Histatina 5: acdo antifungica e novas estratégias de uso

As histatinas sdo uma familia de peptideos antimicrobianos de atividade
antifangica primaria contra C. albicans. S&o caracterizados por pequenas
estruturas basicas e catibnicas, com grande presenca de aminoacidos como
arginina, histidina e lisina. As histatinas podem ser encontradas naturalmente na
saliva humana, em concentracées que variam de 50 a 425 pmol L%,
apresentando conformacao aleatoria em solventes aquosos, com tendéncia para
formacao de a-hélice orientada para a esquerda em solventes ndo aquosos. Sao
secretadas pelas glandulas parétida, mandibular e sublingual, e podem sofrer
modificacdes proteoliticas antes de chegar a cavidade oral (HELMERHORST,
2001; RAJ, 1990, CALDERONE, 2011).

As histatinas séo capazes de interagir com diferentes moléculas salivares,
tornando-se parte do revestimento salivar de tecidos duros e moles. Os membros
mais relevantes da familia sdo as histatinas 1 e 3 (Hst1 e Hst3), secretadas pelas
glandulas da cavidade oral, codificadas pelos genes relacionados HIS1 e HIS2,
respectivamente; e a histatina 5 (Hst5), fragmento proteolitico da histatina 3, que
e formada antes da chegada dos peptideos a boca (DE SMET, 2005). A estrutura
dos trés peptideos estd demonstrada na tabela 01, sendo todos de estrutura
linear, com 38, 32 e 24 residuos de aminodcidos, respectivamente, sendo sete
deles histidinas em todos os casos. A histatina 1 tem fungédo voltada
principalmente para o revestimento da superficie de dentes, possuindo fraca
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atividade antifungica, sendo inferior a histatina 3, que apresenta atividade
moderada (ROTHSTEIN, 2001; CALDERONE, 2011).

Tabela 01. Estrutura priméria dos peptideos histatina 1, histatina 3 e histatina 5.

Peptideo Estrutura
Hstl DSHEKRHHGYRRKFHEKHHSHREFPFYGDYGSNYLYDN
Hst3 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN
Hst5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Elaborado pela autora, 2022.

A histatina 5 é o peptideo da familia com maior acéo antifingica, tendo
atividade contra fungos patdgenos como Cryptococcus neoformans e Aspergillus
fumigatus, além de C. albicans. A resisténcia do peptideo em formar estruturas
helicoidais, apresentando apenas conformacao levemente anfipética, facilita a
entrada do peptideo na célula patogénica, evitando que seja retida na membrana
(HELMERHORST, 2001). O dominio funcional da Hst5, regido onde se
concentra a atividade antimicrobiana, abrange os aminoacidos de 11 a 24,
representando o considerado fragmento minimo necessario para causar morte
efetiva de células fungicas (KAVANAGH, 2004).

Diferente da maioria dos peptideos antimicrobianos, que atuam na
membrana flngica, a Hst5 possui acdo intracelular, que € iniciada pela entrada
na célula fangica, que pode ocorrer através de transportadores de poliamina
fungica, devido a similaridade de carga entre o peptideo e a poliamina; por
translocacao direta através da membrana flingica, pela associacéo da Hst5 com
proteinas de choque térmico 70 (Hsp70), tendo a proteina Ssa2 pelo menos um
local de ligacdo funcional para o peptideo; ou mesmo através de endocitose
mediada pela propria célula fingica, onde a Hst5 entra no citosol através do
rompimento de endossomos (MOCHON, 2008; KUMAR, 2011; BAEV, 2002;
CALDERONE, 2011).

Ao entrar na célula fungica, um dos primeiros efeitos causados pela Hst5
a ser observado € a inducao de um efluxo de ATP, ADP, AMP, NAD*, bem como
ions citosolicos, como potassio e magnésio. A liberacdo de K* € um dos
principais mecanismos de interferéncia no metabolismo celular, por causar a
perda de volume e, consequentemente, a perda de viabilidade da célula. O
estresse osmotico e desequilibrio i6nico resultante do efluxo de ions, sdo
essenciais na atividade fungicida da Hst5 em células de C. albicans (BAEV,
2004; PURI, 2014). O peptideo também age gerando uma interrup¢éao na funcao
mitocondrial, gerando espécies reativas de oxigénio que serdo téxicas para a
célula fungica (HELMERHORST, 1999; CALDERONE, 2011). Supde-se que a
Hst5 seja capaz de adentrar o nucleo da célula e interferir no DNA, embora tal
mecanismo ainda néo tenha sido completamente elucidado. Tais mecanismos
estdo exemplificados na figura 03.
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Figura 03. Mecanismos de entrada e a¢éo antifungica da Hst5 na célula de C.
albicans.
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Criado com BioRender.com. Elaborado pela autora, 2022.

Embora apresente acéo antifungica eficiente, a atividade da Hst5 pode ser
comprometida por degradacdes proteoliticas e interagcbes com sais, enzimas,
proteinas, metais e outros compostos presentes na cavidade oral (PURI, 2015).
Além disso, mecanismos para inibicdo da atividade antifiingica do peptideo ja
foram observados em cepas de C. albicans, como efluxo do peptideo através de
bombas de poliamina, quebra proteolitica por proteases asparticas secretadas
(Saps) pelo fungo, e inativacdo e eliminacdo de Hst5 pela Msb2, proteina
sensora da membrana plasmatica de fungos, semelhante a mucina, de alto peso
molecular, que além do blogqueio da resposta imune pela desativacdo de AMPs,
também atua estabilizando a parede celular e promovendo o crescimento de
filamentos de C. albicans (HAMPE, 2017; SZAFRANSKI-SCHNEIDER, 2012).

Estudos conduzidos por Bochenska et al. demonstraram que a clivagem
da Hst5 induzida pela C. albicans ocorre primeiramente entre os residuos K17 e
H18 do peptideo, pela maioria das Saps fungicas (BOCHENSKA, 2016).
Ikonomova et al., estudaram substituicdes de residuos de aminoacidos na cadeia
da Hst5, buscando uma diminuicdo na degradacao proteolitica induzida pelo
fungo, bem como uma otimizagdo da atividade antimicrobiana. A troca de
residuos de lisina por histidina e acido glutamico, bem como de acido glutdmico
por arginina e leucina ndo demonstraram melhora significativa na acédo e
estabilidade da Hst5, tendo apresentado resultados inferiores ao peptideo
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original em alguns casos. Ja a troca dos residuos de lisina 11 e 17 por residuos
de arginina, combinados, apresentou uma melhora significativa na atividade do
peptideo, bem como uma menor tendéncia a degradacdo por C. albicans
(IKONOMOVA, 2019).

Outros estudos demonstram que fragmentos da Hst5 podem reter sua
atividade antimicrobiana, por vezes, podendo apresentar agao superior ao
peptideo original. O fragmento P-113, apresentado por Rothstein et al., que
compreende os 12 residuos de amino&cidos do dominio funcional da Hst5, € um
dos mais promissores peptideos nos estudos de fragmentos menores e
eficientes (ROTHSTEIN, 2001). Mesmo fragmentos derivados da protedlise da
Hst5 na saliva podem reter atividade antifangica, como demonstrado por
Helmerhorst et al., que detectou cerca de 19 fragmentos da protedlise da Hstb,
resultados da acdo de diversas peptidases, e foi possivel observar que
fragmentos maiores tem maior probabilidade de apresentarem atividade
antifingica (HELMERHORST, 2006). Entretanto, estudos conduzidos pelo grupo
de pesquisa demonstraram que mesmo fragmentos pequenos, de 6 a 8 residuos
de aminoacidos, sdo capazes de reter atividade antifangica (Dados nao
publicados).

Portanto, o uso de fragmentos ativos da protedlise da Hst5 com a
modificacdo de residuos de aminoacidos demonstra ser uma perspectiva
promissora para o desenvolvimento de tratamentos antifingicos eficazes. Dessa
forma, o presente trabalho propde a modificacdo de residuos de lisina por
arginina em dois fragmentos da Hst5 detectados na saliva de 14 e 15 residuos
de aminoacidos, denominados 14 Hst5 e 15 Hst5, respectivamente, conforme
apresentado na tabela 02.

Tabela 02. Estrutura primaria dos fragmentos de Hst5, 14 Hst5 e 15 Hst5, e seus
respectivos analogos com a modificagdo dos residuos de lisina 11 e 17 para arginina.

Peptideo Estrutura
14 Hstb5 KRKFHEKHHSHRGY
14 Hst5 K11,17R RRKFHERHHSHRGY
15 Hst5 DSHAKRHHGYKRKFH
15 Hst5 K11R DSHAKRHHGYRRKFH

Elaborado pela autora, 2022.

O fragmento 14 Hst5 corresponde aos 14 ultimos aminoacidos da
sequéncia da Hst5, abrangendo, dessa forma, o terminal-C do peptideo,
enquanto o 15 Hst5 abrange os primeiros 15 residuos, abrangendo o terminal-
N. Os peptideos analogos aos fragmentos da Hst5 foram denominados 14 Hst5
K11,17R e 15 Hst5 K11R, tendo, portanto, duas e uma modificacdes de residuos
de lisina por arginina, respectivamente, como pode ser observado nas figuras 04
e 05. Embora ambos os fragmentos tenham demonstrado possuir atividade
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antifingica (HELMERHORST, 2006), apenas o 14 Hst5 abrange totalmente o
chamado dominio funcional da Hst5, enquanto o 15 Hst5 possui apenas trés
residuos de aminoacidos de tal sequéncia. A carga liquida dos peptideos
também pode influenciar em sua atividade, sendo positiva em pH=7, o que
favorece a interacdo dos peptideos com as cargas negativas presentes na
parede celular fangica. A troca dos residuos de lisina por arginina pode favorecer
ainda mais essa interacdo, jA que aumenta positividade da molécula. Dessa
forma, é esperado que o fragmento 14 Hst5, bem como seu analogo 14 Hstb
K11,17R, apresentem atividade antifangica superior aos peptideos 15 Hst5 e 15
Hst5 K11R.

Figura 04. Representacdo da estrutura 3D dos peptideos (A) 14 Hst5 e (B) 14 Hst5
K11,17R.
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Criado com Discovery Studio. Elaborado pela autora, 2022.

Figura 05. Representagéo da estrutura 3D dos peptideos (A) 15 Hst5 e (B) 15 Hst5
K11R.
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Criado com Discovery Studio. Elaborado pela autora, 2022.

e. Compostos de coordenacdo metalopeptidicos para otimizagéo
da atividade

Alternativas para o uso de Hst5 no desenvolvimento de novos tratamentos
de combate as infec¢des de C. albicans também incluem a complexacéo de ions
metalicos pelo peptideo (MELINO, 2006). Metais de transicdo, como niquel,
zinco, cobre, cobalto e ferro, assim como metais alcalinos e alcalinos terrosos,
como calcio e magnésio, estdo presentes na saliva humana em diferentes
concentracdes, que podem variar de acordo com o individuo. Aminoacidos como
serina, tirosina, histidina, acido aspartico e acido glutamico sdo reconhecidos
pela capacidade de suas cadeias laterais formarem ligacdes coordenadas com
ions metalicos. Tais aminoacidos correspondem a 13 dos 24 residuos da cadeia
da Hst5, o que sugere uma capacidade de coordenacdo entre o peptideo e
diferentes ions metalicos (PURI, 2015).

Na literatura é reportado a coordenacédo da Hst5 com ions metalicos em
condi¢cdes miméticas as fisiolégicas (CONKLIN, 2017). Essa caracteristica é
associada a estrutura quimica da Hst5, que apresenta dois importantes motivos
de ligacéo, indicados na figura 06: o motivo amino-terminal conhecido como
ATCUN (amino-terminal copper and nickel binding unit), que pode estar presente
em diferentes proteinas e peptideos, ligando-se especificamente a Cu(ll) e Ni(ll)
(HARDFORD, 1997); e o motivo de ligagdo HEXXH que ocorre uma vez na
cadeia da Hst5, caracteristico em varias metaloproteases, e exibe afinidade de
ligacdo por ions Zn(ll). A coordenacdo com um ion metélico pode levar a
diferencas relevantes na interacdo do peptideo com macromoléculas (MELINO,
2006; MELINO, 1999). A ligacdo a um metal por proteinas da saliva também
pode resultar em atuagfes fisioldgicas relacionadas a protecdo do esmalte,
contra o0 crescimento bacteriano, sendo inclusive capaz de sequestrar ions
necessarios para a sobrevivéncia microbiana, além da formacdo de espécies
reativas de oxigénio, comumente associada a metais com propriedades redox
acessiveis em condicdes fisioldgicas. Finalmente, é importante ressaltar que a
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coordenacao de Zn(ll) e Ni(ll) pela regido C-terminal da Hst5 estabiliza a
estrutura secundaria em conformacao de hélice (GUSMAN, 2001; BREWER,
2000; CONKLIN, 2017).

Figura 06. Estrutura da histatina 5, com destaque para 0s motivos de coordenacao
metdlica ATCUN e HEXXH.

Histatin 5
. DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY

Zolin, G.V.S, 2021.

A prata (Ag), cujos efeitos antimicrobianos séo reconhecidos ha séculos,
foi utilizada por muitas décadas como um importante agente de combate as
infeccdes, na forma de solu¢bes de nitrato, incorporada a medicamentos, bem
como em outros produtos e sistemas, tais como cateteres revestidos, sistemas
municipais de 4gua e curativos para feridas (PERCIVAL, 2005). A acdo biolégica
da prata é ampla e se estende por organismos como virus, bactérias e fungos
(NAM, 2011). Em comparacédo a alguns outros ions metalicos, o ion Ag(l) exibe
uma maior toxicidade para microrganismos, que ndo se estende as células
mamiferas, onde o efeito toéxico € pequeno (DASTJERDI, 2010). O efeito da prata
esta associado as interacBes com paredes celulares negativas, desativando
enzimas e interrompendo a permeabilidade da membrana, podendo levar
inclusive a lise da membrana celular (PERCIVAL, 2005). Os ions Ag(l) séo
capazes de interagir com os grupos sulfidrila da superficie celular de
microrganismos substituindo atomos de hidrogénio, gerando assim uma ligacao
S—Ag, que bloqueia a respiragcdo e a transferéncia de elétrons na célula,
acarretando um colapso da forca motriz. O resultado disso € uma
desenergizagdo da membrana, conduzindo a morte celular (SARDI, 2013). Os
efeitos da Ag(l) ainda incluem a inibicdo dos citocromos da cadeia transportadora
de elétrons e a ligacdo ao DNA e ao RNA, danificando-os, além de inibir a
replicacdo do DNA (PELGRIFT, 2013; KNETSCH, 2011; RAJ, 2009).

O ion catibnico de Ag(l) pode favorecer ainda mais a interacdo dos
peptideos positivos com as cargas negativas das paredes e membranas
fungicas, favorecendo tanto os mecanismos de a¢édo da Ag(l) como a entrada na
célula fungica para a acéao dos peptideos, otimizando a inibicdo do patdogeno pelo
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sinergismo das moléculas, e acarretando numa atividade maior do que a que
teriam de forma isolada.

Dessa forma, como parte do continuo estudo acerca do desenvolvimento
de potenciais agentes de tratamento as infec¢cGes fungicas causadas por C.
albicans, o presente projeto se propde investigar o sinergismo associado a
coordenacao de ions Ag(l) com fragmentos ativos de Hst5, modificando-se
residuos de lisina para arginina, conforme indicado na tabela 02. Para tal, foram
propostas a sintese de quatro peptideos, coordenagédo com o ion Ag(l) e estudos
de caracterizacdo dos metalopeptideos resultantes. Além disso, foi proposta a
determinacao da atividade antifingica e toxicidade dos compostos obtidos.
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2. Objetivos

O objetivo central do projeto de pesquisa é o desenvolvimento de compostos
de coordenacdo metalopeptidicos a partir de fragmentos de Hst5, com
modificacdes estruturais que favorecem a atividade antifingica e que
possibilitem a coordenagcdo com ions metalicos de Ag(l).

No periodo, os objetivos especificos foram:

e Sintetizar e purificar os fragmentos e analogos do peptideo Hst5;

e Avaliar a atividade antifungica dos peptideos na inibicdo do crescimento
de C. albicans;

e Verificar a formacdo de compostos de coordenagdo entre os peptideos
propostos e ions Ag(l);

e Caracterizar, através de técnicas de fluorescéncia, espectroscopia de
infravermelho, dicroismo circular e espectrometria de massas, a estrutura
dos metalopeptideos formados;

e Avaliar a atividade hemolitica e a toxicidade dos peptideos e compostos
de coordenacao obtidos.
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3. Materiais e Métodos

a. Sintese em fase sélida e clivagem dos peptideos propostos

Os fragmentos de peptideos 14Hst5 e 15Hst5, e seus respectivos
analogos, com substituicdes da lisina por arginina, tiveram a adicdo de um
residuo de triptofano (W) a extremidade amino-terminal da estrutura, que, por
sua caracteristica fluorescente, com excitagdo em 280 nm, , permitiu o
monitoramento dos peptideos por fluorescéncia com maior sensibilidade.

Tabela 03. Estrutura primaria dos quatro peptideos sintetizados, com adi¢cdo de um
residuo de triptofano (W) ao N-terminal de cada cadeia.

Peptideo Estrutura
14 Hst5 WKRKFHEKHHSHRGY
14 Hst5 K11,17R WRRKFHERHHSHRGY
15 Hstb5 WDSHAKRHHGYKRKFH
15 Hst5 K11R WDSHAKRHHGYRRKFH

Elaborado pela autora, 2022.

Os fragmentos foram sintetizados em fase sélida, de acordo com o
protocolo Fmoc/t-Bu, onde o grupamento base-labil 9-fluorenilmetoxicarbonil
(Fmoc) age como grupamento protetor dos grupos a-amino, enquanto derivados
terc-butil protegem as cadeias laterais de residuos de aminoacidos. Partindo de
uma resina do tipo Wang, com o primeiro aminoacido ja acoplado, a sintese foi
realizada através do processo continuo de acoplamento e desprotecdo dos
aminoacidos, até a obtencao da sequéncia desejada.

Sendo necessaria a ativacao do grupo carboxila do aminoacido a ser
acoplado para a formacdo da ligacdo peptidica com o grupo amina do
aminodcido ja ligado a resina, foram utilizados os agentes de acoplamento N,N-
diisopropilcarbodiimida (DIC) e N-Hidroxibenzotriazol (HOBt), com um excesso
molar de trés vezes em relacdo ao grupo amina da resina, solubilizados nos
solventes dimetilformamida (DMF) e diclorometano (DCM) (1:1). A reacéo
ocorreu por duas horas, e, entre cada novo acoplamento de aminoacido, foram
realizadas lavagens com os solventes DMF e DCM, para remoc¢do de excesso
de reagentes e subprodutos (MARRIFIELD, 1963).

40



Figura 07. Esquema das etapas da Sintese em Fase Sdlida, que ocorrem de forma
ciclica até a obtencéo do peptideo desejado.
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Criado com Biorender. Elaborado pela autora, 2022.

A verificacdo de cada acoplamento foi realizada pelo teste de ninidrina,
gue reage em altas temperaturas com grupos amino livres, adquirindo coloracéo
azulada, e, portanto, indicando a eficiéncia do acoplamento (KAISER, 1970). A
desprotecao do aminoacido foi feita em solucéo de piperidina 20% (v/v) em DMF,
por 20 minutos. Nos casos em que o acoplamento nao foi efetivo, uma nova
tentativa de acoplamento foi realizada, empregando metade da quantidade inicial
de reagentes. E exemplificado na figura 07 a repeticdo das etapas de sintese,
até a obtencao do peptideo de interesse.

Uma vez que a cadeia de aminoacidos foi completamente sintetizada, foi
realizada uma clivagem, com o intuito de isolar o peptideo formado da resina de
partida, e desproteger as cadeias laterais dos aminoacidos acoplados. Nessa
etapa, foi utilizada uma solugdo constituida por 95% de acido trifluoracético
(TFA), 2,5% de agua deionizada e 2,5% de triisopropilsilano (TIS), que reagiu
com o material obtido na sintese, sob leve agitacdo, por 3 horas, a temperatura
ambiente ndo controlada.

Os peptideos foram ent&o precipitados com éter etilico gelado, formando
um precipitado branco. A mistura foi transferida para tubos tipo "falcon” para
separacédo do precipitado e dos peptideos ndo soluveis, que ocorreu atraves de
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centrifugag&o a 10.000 rpm, por 15 minutos, o que foi repetido por trés vezes,
para eliminacdo completa de contaminantes. Os peptideos foram entdo
extraidos com &cido acético em solugcdo aquosa 10% (v/v), e finalmente,
liofilizados para a obtencéo dos peptideos no estado bruto.

b. Purificacdo e caracterizacdo dos peptideos obtidos

O material bruto obtido apds a clivagem foi submetido ao processo de
purificacdo, realizado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
modo semi-preparativo, utilizando coluna de fase reversa Zorbax Eclipse XDB
C18 (9,4 x 250 mm e 5 um). Para o modo analitico, foram utilizados os solventes
A (0,045% TFA em H20) e B (0,036% TFA em ACN); gradiente de 5% a 95% de
solvente B em 30 minutos, fluxo de 0,6 mL mint e comprimentos de onda de
deteccdo em 220 e 280 nm (correspondendo a ligacao peptidica e ao residuo de
triptofano, respectivamente).

A andlise qualitativa foi realizada em modo analitico utilizando um sistema
de separacao Shimadzu LC-10A/C-47A acoplado a um detector de UV/Vis
Shimadzu LC-10A/C-47A, com uma coluna Waters Symmetry C18 (2,1 x 150
mm e 5um). Os solventes A (0,045% de TFA em H20) e B (0,036% de TFA em
ACN), com gradiente de 0,33%/min de solvente B durante 90 minutos e fluxo de
5 mL min-! foram utilizados como condicdo cromatografica, com comprimentos
de onda de deteccdo em 220 e 280 nm.

Os peptideos puros obtidos foram caracterizados e identificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrobmetro de massas
com ionizagdo por eletrospray no modo positivo (ESI-MS*), em um
espectrometro de massas Bruker Amazon com analisador do tipo ion Trap.

c. Formacao e caracterizacdo dos compostos de coordenacao

i. Formacdo dos compostos metalopeptidicos

A complexacdo dos peptideos aos ions metélicos de Ag(l) foi realizada
pela adicdo de 250 yL de solugdo 40 ymol L! de cada peptideo, em agua
destilada, a 250 uL de solucdo de nitrato de prata, com concentragdes que
variaram entre 640 e 0,025 ymol L1, em tampé&o Hepes (pH= 7,25), preparada a
partir de uma solucéo estoque 4,8 mM. Assim, foram obtidas 12 solu¢fes, com
diferentes raz6es metal/peptideo. A reacéo ocorreu por cerca de 30 minutos, e
foi verificada através de espectros de emisséo de fluorescéncia e absor¢cao na
regido do UV-Vis do peptideo, utilizando o espectrofotdometro de fluorescéncia
Cary Eclipse, Varian, com comprimento de onda de excitagdo em 280 nm, e
emissdo na faixa de comprimentos de onda de 300 a 450 nm, de modo que foi
possivel estabelecer a propor¢cédo molar na qual os peptideos e os ions metalicos
Ag(l) se coordenam.
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Tabela 04. Concentracdes das solucbes de peptideo e das solu¢des de metal, e sua
respectiva razao molar.

Concentracdo Concentragcdo Razéo Molar

de Ag(l) de Peptideo  Ag(l)/Peptideo
(umol L) (umol L)
600 40 15:1
480 40 12:1
320 40 8:1
160 40 4:1
80 40 2:1
40 40 11
20 40 0,5:1
10 40 0,25:1
40 0,1:1
40 0,05:1
1 40 0,025:1

Elaborado pela autora, 2022.

ii. Supresséo de fluorescéncia

Para investigar a formacdo dos complexos, estudos de supressdo de
fluorescéncia foram realizados, qualitativamente, a fim de se determinar o tipo
de supressao que ocorre dada a interacao entre os peptideos e a Ag(l), podendo
ser essa dinamica (ou colisional), estatica ou mista.

Os quatro peptideos estudados, 14 Hst5, 14 Hst5 K11,17R, 15 Hst5 e 15
Hst5 K11R, foram preparados a uma concentracdo de 40 umol L2, aos quais
foram adicionadas aliquotas crescentes de solugdo de metal, a cada qual se
seguia um intervalo de 30 minutos para a complexacao, e em seguida, foi feita a
medicéo da fluorescéncia, na faixa de comprimentos de onda de 300 a 450 nm,
utilizando 280 nm como comprimento de onda de excitagdo, a temperatura de
25° e 45°C utilizando um espectrofotbmetro de fluorescéncia Cary Eclipse,
Varian, acoplado a um Peltier.

iii. Analise de dicroismo circular

Para a andlise, foi utilizado o equipamento Jasco J-815, do laboratério
multiusuario do Instituto de Quimica da UNESP, Campus de Araraquara. As
solucdes de peptideos e metalopeptideos foram preparadas em 4gua, em uma
concentracéo de 10 ymol L, perfazendo o volume final de 500 pL. Os espectros
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foram obtidos com acumulo de 12 varreduras, de 200 a 250 nm, com medi¢des
a cada 0,1 nm, numa velocidade de 100 nm min-l. Foram monitorados os sinais
de dicroismo circular e absorvancia.

iv. Analise de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier

As analises de infravermelho foram geradas em espectrofotometro Nicolet
IS5 Thermo Scientific, na faixa de 4000 — 400 cm-?, utilizando pastilhas de KBr,
disponivel no Departamento de Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica,
setor de Inorganica, do Instituto de Quimica da UNESP, Campus de Araraquara.

v. Andlises de espectrometria de massas tipo MALDI-TOF

A Espectrometria de massas que promove a caracterizacao de moléculas
por meio da determinacdo da relagdo massa/carga (m/z) de ions positivos ou
negativos. A técnica foi aplicada de forma a determinar a massa molecular dos
compostos de coordenacéo formados, sem que houvesse quebra e ionizacéo,
sendo possivel identificar a razdo molar de coordenacao entre peptideo e metal,
e assim, determinando a estrutura das moléculas.

A analise de massas dos compostos de coordenacdo estudados foi
realizada pela Central Analitica de Instrumentacdo da Universidade de S&o
Paulo, Instituto de Quimica, USP — SP, utilizando um espectrémetro tipo MALDI
Ultraflextreme Bruker Daltonics, com analisador TOF/TOF, e aquisi¢cao de dados
MS e MS/MS (modo refletor). Os compostos de coordenacgéo foram preparados
em uma propor¢do 1:1 (v/v) com uma matriz de 10 mg/mL de &cido 2,5-
dihidroxibenzoico (DHB).

d. Ensaios microbioldgicos

i. Preparo os indculos de C. albicans

No preparo dos inéculos de cepas de C. albicans testadas, ATCC 90028,
ATCC 18804 e ATCC 10231, o microrganismo liofilizado foi reativado em caldo
Sabouraud Dextrose (SDB) (Kasvi®) e incubado em estufa por 24 horas, a 37°C.
Apds esse periodo, uma alcada de leveduras foi semeada em placa com agar
Sabouraud Dextrose (SDA) (Kasvi®), que foi entdo incubada a 37°C, por 48
horas. ApOs o periodo de crescimento, a cultura estoque foi armazenada em
geladeira, a 4°C, até o uso.

Para o preparo das suspensdes padronizadas, colbnias da cultura-
estoque foram semeadas em caldo SDB estéril e incubadas por 24 horas, a
37°C. Na sequéncia, cerca de 400 uL da solucao estoque foi transferida para um
tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo SDB estéril. Essa solucéo foi lida no
espectrofotometro em 530 nm, apresentando valores de densidade otica (DO)
entre 0,1 e 0,15 A, indicando uma concentragdo de cerca de 1x10% UFC.ml. A
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solucéo foi entdo diluida até a concentracédo de 1x103 UFC.ml?, solucédo padrdo
utilizada para os testes de inibicdo de crescimento e de concentracao inibitoria
minima.

ii. Determinacdo da concentragao inibitéria minima

Para determinacdo da concentracdo inibitoria minima em que o0s
peptideos e complexos inibem o crescimento da C. albicans, foi utilizado o
método de microdiluicdo em microplaca, de acordo com protocolo adaptado do
manual M27-A3 (Clinical and Laboratory Standards Institute).

Inicialmente, foi adicionado 100 uL de caldo Sabouraud Dextrose estéril a
cada um dos 96 pocos da microplaca (Kasvi®). Em seguida, foi adicionado ao
primeiro pogo das linhas de A a F, 100 uL de uma solugao-padrdo de peptideo,
complexo ou padrbes de comparagao, com concentracéo inicial de 640 ymol L
1, de modo que, com as diluicdes que se seguiram, a concentragédo na primeira
coluna foi de 160 uymol L. A adicdo do composto as colunas de 1 a 10 foi
realizada por diluicdo seriada, com concentracées indo de 160 a 0,31 pymol L.
As colunas de 1 a 11, foram adicionados 100 pL de suspens&o padronizada de
C. albicans em 1x10% UFC.ml. Aos pocos da coluna 12, foram adicionados mais
100 uL de caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi®), completando assim 200 uL em
cada um dos 96 pocos. A microplaca foi incubada a 37°C, por 48 horas.

Ao final do periodo, a inibicdo do crescimento do microrganismo foi
avaliada pela medicdo da densidade otica de cada poco, através de um
espectrofotdometro de microplacas (Biotek Epoch), a 595 nm. O teste foi realizado
em triplicata, e a partir das médias das DOs, foi calculada a inibicdo do
crescimento da C. albicans através da equacéao 01:

DOypoco — DOpei
% Inibigdo = <1 - ( ki oo de o tTe )) x 100%

DOcontrole positivo — DOmeio de cultura

A viabilidade celular também foi determinada por teste colorimétrico,
utilizando o indicador cloreto de trifenil tetrazolio (TTC) 2% em agua. 20 yL do
indicador foram adicionados a cada poc¢o da microplaca, que foi entdo incubada
por 2 horas, a 37°C. O indicador, cuja solucdo € originalmente incolor, sofre
reducdo por desidrogenases, na presenca de células metabolicamente ativas,
sendo convertido a trifenilfornazam (TPF), que possui coloracdo avermelhada,
indicando, portanto, viabilidade celular.
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Figura 08. Reacao colorimétrica de reducao do cloreto de trifenil tetrazolico (incolor)
para trifenilfornazam (vermelho), indicando viabilidade celular.
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Elaborado pela autora, 2022.

iii. Avaliacdo da atividade hemolitica

A avaliagdo da atividade hemolitica foi realizada através do protocolo
modificado de Onuma e colaboradores (1999), de modo a investigar a toxicidade
dos compostos de coordenacao estudados em células eucaribticas.

Hemécias humanas, do tipo O+, foram obtidas a partir do sangue fresco
de um doador voluntario (CAAE: 61293316.4.0000.5426). O sangue coletado foi
lavado trés vezes com tampdo PBS 0,01 mol L't com NaCl, e centrifugado, de
forma a separar o plasma das hemacias. A solucao final de eritrocitos consistiu
em 250 yL de hemacias lavadas e 4,75 mL de tampao PBS. Os compostos de
coordenacao foram preparados na proporc¢ao 1:1 peptideo/prata(l), em tubos tipo
Eppendorf, nas menores concentracbes em que apresentaram atividade
antifangica (concentragdo inibitéria minima), de acordo com os resultados de
experimentos prévios. Como controle positivo, 100% de hemdlise, foi utilizado
uma solucédo de Triton X-100 a 1% (v/v), e tampao PBS 0,01 M como controle
negativo, considerado como 0% de hemolise.

Aliquotas de 100 pL da suspensdo de eritrocitos e 100 yL de cada
composto de coordenacao foram incubados a 37°C, durante 1 hora. Apos esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 3 minutos, e 100 uL de
cada solucado foram adicionados a placas de cultura celular 96 pocos. Foi
realizada a medicdo da absorvancia de cada solucdo utilizando um leitor de
microplaca Biotek, modelo Epoch, num comprimento de onda de 540 nm. A
porcentagem de hemolise de cada composto de coordenacgéo foi determinada
de acordo com a equacao 02 (ONUMA et al., 1999):

A — A
% HemoOlise = amostra PBS x100%
ATriton 1% — APBS
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onde “A” representa a absorvancia obtida nas medicdo das microplacas e “Triton
1%” e “PBS”, representam as medidas obtidas nos controles positivos e
negativos, respectivamente.

iv. Determinacéo da toxicidade celular

O ensaio de toxicidade foi realizado conforme descrito por Costa-Orlandi,
2020, com o objetivo de verificar a viabilidade celular frente aos peptideos e
complexos estudados. Células escamosas de carcinoma oral (OSCC - oral
squamous cell carcinoma) foram mantidas em garrafas proprias para cultivo de
células com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), contendo 10% de
soro fetal bovino sem vermelho de fenol, e incubadas com 5% de CO2, a 37°C.

As suspensdes de células foram preparadas para uma concentracao final
de 2x10* células/pogco, em microplaca de 96 pocos. Apdés 24 horas de
incubagéo, o meio de cultura foi removido, e foram adicionados 200 pL dos
quatro peptideos e quatro compostos de coordenacéo, com concentracao de 320
UM. Apos diluicdo, as concentracfes foram de 160 a 10 uM. As placas foram
incubadas por 48 horas, protegidas da luz. Apés a incubacéao, foram adicionados
20 pL de resazurina, a 60 ymol L1, e as placas foram novamente incubadas, por
mais 18 horas, aproximadamente. A viabilidade celular foi avaliada com base na
analise espectrofotométrica (Epoch, Biotek), pela medicdo da densidade ética
nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm.
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4. Resultados e discussao

a. Sintese, purificacdo e caracterizacao dos peptideos

Estudos prévios demonstraram a eficiéncia da atividade antifungica de
fragmentos de peptideo originados da Hst5, podendo ser inclusive superior ao
peptideo original (HELMERHORST, 2006). Assim, foi proposta a sintese de dois
fragmentos, cada um deles apresentando uma ou duas trocas em residuos de
aminoacido (lisina 11 e/ou lisina 17 por arginina), totalizando quatro peptideos,
que apresentam uma perspectiva promissora de atividade antifungica, além de
potencial diminuicdo na degradacao pelo fungo e por componentes da saliva,
uma vez que foram baseados em fragmentos proteoliticos naturalmente
encontrados na cavidade oral.

Os peptideos foram sintetizados manualmente, de acordo com a
sequéncia de aminoacidos de cada um, em resina Wang. Foi adicionado ao final
de cada cadeia um residuo de triptofano (W), amino&cido que apresenta emissao
de fluorescéncia no espectro UV-visivel, 0 que permitiu que os peptideos fossem
detectados por meio de técnicas de espectroscopia de UV-vis e fluorescéncia.
Os peptideos foram clivados, e obtidos com grau de pureza acima de 95%, apos
purificacdo por HPLC. Nas figuras 09 a 12, correspondentes aos peptideos 14
Hst5, 14 Hst5 K11,17R, 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R, respectivamente, esta
apresentado o perfil cromatografico do material bruto e apds a purificagdo em
coluna de fase reversa C-18, que foram obtidos para cada um dos peptideos. Os
materiais obtidos foram caracterizados, em seguida, por espectrometria de
massas, como apresentado na figura 13. Para todos os peptideos, foram obtidos
resultados proximos com o tedrico esperado, como apresentado na tabela 05.

A pequena diferenca observada entre os tempos de retencédo no perfil
cromatografico do material bruto e purificado pode ser decorrente a formacéao de
pares ibnicos entre os peptideos e subprodutos ou contaminantes presentes
antes da purificacdo. A formacéo de par ibnico interfere na carga do peptideo,
de forma que esse acaba sendo mais ou menos retido pela coluna. Apés a
purificacdo, esses subprodutos e contaminantes ndo estdo mais presentes, e €
entdo observado o tempo de retencdo correspondente apenas ao peptideo. Tal
efeito foi observado nos cromatogramas de todos os peptideos.

A partir dos valores das massas molares tedricas dos peptideos, é
possivel calcular a razdo massa/carga tedrica esperada para o espectro de
massas, pela soma da massa molar de cada peptideo com a carga tedrica
referente ao niumero de proétons (H*), e dividindo pelo valor da carga. As razées
de massa/carga tedricas e experimentais para cada peptideo estdo
apresentadas na tabela 05, bem como a massa molar de cada um dos quatro
peptideos analisados, obtidas a partir dos dados experimentais.
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Figura 09. Perfil cromatografico do peptideo 14 Hst5; (A) peptideo bruto; (B) peptideo

purificado.
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Elaborado pela autora, 2021.
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Figura 10. Perfil cromatografico do peptideo 14 Hst5 K11,17R; (A) peptideo bruto; (B)
peptideo purificado.
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Figura 11. Perfil cromatografico do peptideo 15 Hst5; (A) peptideo bruto; (B) peptideo

purificado.
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Figura 12. Perfil cromatografico do peptideo 15 Hst5 K11R; (A) peptideo bruto; (B)

peptideo purificado.
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Figura 13. Espectro de massas obtido para os peptideos (A) 14 Hst5; (B) 14 Hst5
K11,17R; (C) 15 Hst5 e (D) 15 Hst5 K11R, ap6s purificacéo, indicando a obtencao dos
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Tabela 05. Razdes massa/carga tedricas e obtidas apés andlise de espectrometria de
massas para 0s peptideos sintetizados.

Razao ~ Massa molar Massa molar

Peptideo Carga m/z Razao m/z experimental tedrica
(2) tedrica experimental (g/mol) (g/mol)
2 1017,63 1017,02

14 Hst5 3 678,75 678,68 2032,04 2033,26
4 509,31 509,05

14 Hst5 2 1045,64 1046,05

K11.17R 3 697,43 697,35 2090,1 2089,29
4 523,32 523,3
2 1046,15 1045,48

15 Hst5 3 697,77 697,69 2088,96 2090,31
4 523,58 523,57
2 1060,16 1059,56

LS 3 7071 707,04 2117,12 211833
4 530,58 530,56

Elaborado pela autora, 2021.

A similaridade entre os valores de razdo massa/carga tedricos e
experimentais obtidos, bem como a massa molar de cada peptideo calculada a
partir dos valores de m/z obtidos a partir dos espectros de massas, confirmam a
sintese e a purificacdo efetiva de cada um dos peptideos propostos.

b. Formacéao e caracterizacdo dos compostos de coordenacao

i. Formacao dos compostos metalopeptidicos

Para o preparo dos compostos de coordenacao dos quatro peptideos, 14
Hst5, 14 Hst5 K11,17R, 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R, com Ag(l), foram adicionadas
aliquotas do ion metalico, em crescente concentracdo, a uma solucédo contendo
uma concentracao fixa do peptideo de interesse, 40 ymol L1, para um volume
final de 500 pL. Posteriormente, as solu¢des foram deixadas em repouso por 30
minutos para a formacéao e estabilizacdo dos compostos de coordenacéo. O pH
das solugdes foi mantido em torno de 7,2, pelo uso do tampao HEPES 0,1 M no
preparo das solucdes de prata.

Os espectros de emissao de fluorescéncia de cada peptideo com prata,
nas diferentes concentragcbes do céation, foram entdo analisados,
qualitativamente, buscando identificar a propor¢do molar de coordenacdo. As
medidas de emissdo de fluorescéncia foram realizadas utilizando um
comprimento de onda de excitacdo de 280 nm, com varredura no intervalo de
300 a 450 nm, tendo como fluoréforo a cadeia lateral do residuo de triptofano
(W) presente em todos os peptideos, além das cadeias laterais dos residuos de
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fenilalanina (F) e tirosina (Y) presentes nas moléculas. Embora os residuos de F
e Y apresentem caracteristica de emissdo de fluorescéncia, essa emissao €
relativamente baixa, de forma que a adicao do residuo de W foi feita para que as
emissbOes de fluorescéncia dos peptideos fossem mais bem observadas. O
comprimento de onda de 280 nm é capaz de excitar os trés residuos de
aminoéacido, e a faixa de emissdo de 300 a 450 nm engloba os diferentes
comprimentos de onda de emissdo maxima destes. Foram tracados os perfis de
emissao de fluorescéncia de cada peptideo, na faixa de comprimento de ondas
analisada, como apresentado nas figuras 14 e 15, e, a partir dos perfis, foi
determinada a area sob a curva das emissdes para 0s respectivos equivalentes
molares de cada peptideo.

Figura 14. Perfis de fluorescéncia da intensidade de emissdo nos comprimentos de
onda de 300 a 450 nm, para diferentes equivalentes de complexacao entre Ag(l) e (A)
14 Hst5 e (B) 14 Hst5 K11,17R, ambos os peptideos na concentragéo fixa de 40 umol
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Elaborado pela autora, 2022.
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Figura 15. Perfis de fluorescéncia da intensidade de emissdo nos comprimentos de
onda de 300 a 450 nm, para diferentes equivalentes de complexacao entre Ag(l) e (A)
15 Hst5 e (B) 15 Hst5 K11R, ambos os peptideos na concentragédo fixa de 40 ymol L™
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Como resultado, os perfis obtidos a partir das areas, apresentado na figura
16, exibiu uma tendéncia para a razdo molar proxima de 1:1 entre os peptideos
e 0 ion metalico de Ag(l), pois € observada uma supresséo significativa na
intensidade de emisséo para condicGes de equivalentes molares maiores que 1
equivalente (PROFT, 2019).

Figura 16. Perfis de fluorescéncia da complexacdo 14 Hst5 — Ag, 14 Hst5 K11,17R —
Ag, 15 Hst5 — Ag e 15 Hst5 K11R — Ag, a partir da area de emissao de fluorescéncia.
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Elaborado pela autora, 2022.

ii. Supresséo de fluorescéncia

Estudos de supressdo da fluorescéncia para os quatro peptideos
coordenados ao metal foram realizados, levando em consideracdo o
comportamento proposto por Lacowicz (2006), onde a supressdo de
fluorescéncia de peptideos na presenca metais é semelhante aos estudos
envolvendo a supressdo entre dois peptideos. Assim, para os estudos de
supresséao, aliquotas crescentes de solucdo de Ag(l) foram adicionadas, por
titulacao, variando de 0,25 a 16 equivalentes molares em relacéo a concentracao
fixa de 40 umol L dos peptideos. O comprimento de onda de excitacéo utilizado
foi de 280 nm, e a emisséo foi medida na faixa de 300 a 450 nm, tendo sido
realizado as temperaturas de 25° e 45 °C.
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Os dados obtidos foram representados em um grafico de supresséo de
luminosidade, onde a variagcdo da fluorescéncia relativa a cada um dos
peptideos, determinada através da area de emissdo (Ao/A), foi avaliada em
funcdo da proporcdo molar da solucdo do ion metéalico adicionado, sendo Ao a
area de intensidade de emisséao de fluorescéncia de cada peptideo, na auséncia
da Ag(l), e A, a area de intensidade de fluorescéncia na presenca do metal. A
variacdo das intensidades de emisséo de cada peptideo, na presenca da Ag(l),
nas diferentes temperaturas estudadas, estdo apresentadas nas figuras 17 e 18.

Figura 17. Efeito da temperatura na interacdo dos peptideos (A) 14 Hst5 e (B) 14 Hst5
K11,17R com Ag(l). Ag(l) (0,25 a 16 equivalentes molares) foi adicionado, por
titulacdo, a uma solucéo de 40 umol L de peptideo, e a fluorescéncia medida com
excitacdo a 280 nm, a 25° e 45°C.
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B 14 y=0,0172x + 1,0135
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Elaborado pela autora, 2022.

Através da comparacdo entre diferentes temperaturas, € possivel
determinar o tipo de supressédo causado pela presenca do metal, podendo ser
estética (formacdo de complexo), quando € observada uma diminuicdo na
constante de supressdo estatica (Ks), com a elevacdo da temperatura, ou
dindmica (encontro colisional entre as espécies), enquanto um efeito inverso é
observado, com um aumento da constante de supressao de Stern-Volmer (Ksv).
Para ambas, a dependéncia de Ao/A em relacdo a concentracdo do metal [Q] €
a mesma, entretanto, a constante de supressdo, no caso de uma supressao
estética, corresponde a constante de associacdo (Ka) do composto de
coordenacao formado (LACOWICZ, 2006). Tais constantes podem ser obtidas
através da equacéao 03:

Ao/ =1+K (0]

As diferentes linearidades observadas nas figuras 17 e 18, para os quatro
peptideos, podem indicar a existéncia de mais de uma Unica classe de
fluoréforos, ndo sendo esses igualmente acessiveis ao supressor (LACOWICZ,
2006).
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Figura 18. Efeito da temperatura na interacéo dos peptideos (A) 15 Hst5 e (B) 15 Hst5

K11R com Ag(l). Ag(l) (O

,25 a 16 equivalentes molares) foi adicionado, por titulagdo, a

uma solucgédo de 40 umol L de peptideo, e a fluorescéncia medida com excitagdo a

280 nm, a 25° e 45°C.
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Elaborado pela autora, 2022.
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Os valores das constantes de supressdo estatica e de Stern-Volmer,
obtidas a partir da equacéo 03, a 25° e a 45°C, sendo obtidos a partir de uma
média entre as medidas realizadas, estdo apresentados na tabela 06. A
diminuicdo do valor da constante em baixas temperaturas € devido a maior
estabilidade que o peptideo apresenta quando coordenado com um ion metalico
grande, como a prata(l). O aumento do valor da constante em temperaturas mais
altas, por outro lado, ocorre pela dependéncia da supressao de processos
dindmicos a difusdo, de forma que um aumento na temperatura resulta em
maiores coeficientes de difusdo e, consequentemente, em um aumento na
constante de supressao.

Tabela 06. Constante de supresséo de luminosidade (K), em 25° e 45 °C.

Composto de Constante de supresséo (x10* MY)
coordenacao 25°C 45°C
14 Hst5 - Ag -2,76 -2,91
14 Hst5 K11,17R — Ag -2,90 -2,72
15 Hst5 — Ag -3,19 -4,80
15 Hst5 K11R - Ag -2,86 -2,98

Elaborado pela autora, 2022.

Os resultados obtidos demonstram, portanto, que os peptideos 14 Hst5,
15 Hst5 e 15 Hst K11R, quando na presenca de Ag(l), sofrem supressao
estatica, havendo diminuicdo na Ks em maiores temperaturas, indicando uma
possivel formacao de complexo entre os peptideos e ion metélico. Ja o peptideo
14 Hst5 K11,17R apresentou supressao dinamica na presenca da Ag(l), tendo
ocorrido uma diminuicao na constante a 45°C, resultante, portanto, de encontros
colisionais entre as espécies, e ndo devido a formacdo de um complexo. E
importante destacar, porém, que a ampla variacao nos resultados de Ao/A, torna
as informacdes extraidas dos estudos de supressdo de fluorescéncia
relativamente inconclusivas, sendo necessario a realizacdo de outros
experimentos de elucidacéo estrutural para a maior riqueza de detalhes acerca
dos dados.

iii. Analise de dicroismo circular

A técnica espectroscoépica de dicroismo circular (CD) é muito empregada
para investigar as caracteristicas estruturais de moléculas assimétricas ou
quirais a partir da interacdo dessas com a luz circularmente polarizada. Uma
onda eletromagnética monocromatica € dita circularmente polarizada quando o
vetor campo elétrico possuir médulo constante ao longo do tempo, mas variando
sua direcdo em uma trajetoria periodica circular, com periodo igual ao da onda.
Assim, os sinais de CD surgem da diferenca de absorvancia entre a luz
polarizada circularmente para a direita (sentido horario, €r) e para esquerda
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(sentido anti-horario, €L.). O espectro de CD é representado como a elipticidade
molar (Bm = 3298 x Ae, onde At = €L - €r) em fung&o do comprimento de onda.

Em peptideos e proteinas, a ligacdo no HN-Ca possui angulo de rotagao
®, e Ca-C=0, angulo de rotagao y. Ha uma restricdo na rotagao da ligagao, de
forma que diferentes conformacdes das cadeias polipeptidicas, denominadas
como estruturas secundarias, sdo dependentes dos angulos de tor¢éo ¢ e y. Os
angulos especificos sdo responséaveis pelo espectro de dicroismo caracteristico
de estruturas secundarias (a-hélice, folha-B e randémica). Assim, é possivel
inferir a estrutura secundaria dos peptideos deste trabalho e dos compostos de
coordenacao derivados.

Figura 19. Dicroismo circular, de 200 a 250 nm, dos peptideos Hst5; 14 Hst5; 14 Hst5

K11,17R; 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R, e complexos 14 Hst5 — Ag, 14 Hst5 K11,17R — Ag;

15 Hst5 — Ag e 15 Hst5 K11R — Ag, em agua, a temperatura ambiente, suavizados em
50 pontos.
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Elaborado pela autora, 2022.

A Hst5, sendo composta por 24 residuos de aminoacido, possui estrutura
de a-hélice, que, embora seja pouco estavel, é passivel de ser verificada através
de andlises de dicroismo circular. O perfil caracteristico da estrutura de a-hélice
da Hst5 conta com bandas negativas em comprimentos de onda préximos de
215-220 nm e 205-208 nm, caracteristicas da estrutura helicoidal e atribuidas as
transicbes T—1* e n—T1* de grupamentos amidas, assim como uma banda
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maxima positiva abaixo de 200 nm, relacionadas as transicbes 0—0* da cadeia
principal do polipeptideo, como apresentado na figura 19, sendo similar ao
observado em diversos trabalhos prévios (HELMERHORST, 2001; RAJ, 1990;
SITU, 2000; TSAI, 1996).

A Ag(l) possui configuracao eletronica 4d'%5s°, ou seja, todos os orbitais
do subnivel d estdo completamente ocupados. Isso resultard em uma falta de
estabilizacdo do campo cristalino nos complexos formados, de forma que,
possuindo um numero de coordenac¢do igual a quatro, a configuracao eletrdnica
tendera a formagédo de complexos cujo ambiente de coordenagéo e geometria
serdo tetraédricos.

Tabela 07. Comprimentos de onda caracteristicos para analise da estrutura
secundaria da Hst5 e derivados, e seus respectivos valores de [B]v obtidos para os
peptideos e compostos de coordenagéo.

Peptideo A (nm) [68]m (deg cm? dmol?)
200 0,987
14 Hst5 208 -1,289
220 -1,001
200 -5,062
14 Hst5 — Ag 208 -4,858
220 -2,906
200 0,687
14 Hst5 K11,17R 210 -1,885
220 -0,263
200 -5,247
14 Hst5 K11,17R — Ag 210 -4,577
220 -2,687
200 1,851
15 Hst5 210 -0,939
220 -1,463
200 -5,033
15 Hst5 — Ag 210 -4,066
220 -2,779
200 1,445
15 Hst5 K11R 209 -0,960
220 -0,930
200 -5,362
15 Hst5 K11R — Ag 209 -4,808
220 -3,249

Elaborado pela autora, 2022.
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A mudanca de conformacdo € claramente visualizada nos perfis de
dicroismo circular dos peptideos e complexos metalopeptidicos, exibidos na
figura 19. Ospeptideos seguem o perfil da Hst5, exibindo bandas negativas
proximas a 208 e 220 nm, e maximos positivos proximos a 200 nm, como
mostrado na tabela 07, o que sugere uma estrutura predominantemente de a-
hélice. Isso ndo é visualizado nos perfis dos complexos, uma vez que a Ag(l),
através da coordenacdo com cadeias laterais dos aminoacidos que compde o
peptideo, induz uma mudanca na conformacéo espacial dos ligantes, alterando,
portanto, a estrutura de todo o composto.

Além disso, a perda da helicidade, observada para todos os complexos
formados, também sugere que a coordenacgdo ao ion Ag(l) ocorra em cadeias
laterais de residuos de aminoacidos mais centrais do peptideo, uma vez que a
coordenacao com residuos proximos aos terminais da cadeia ndo geraria torgéo
significativa ao ponto de modificar toda a estrutura molecular. Assim, observa-se
que coordenacao da Ag(l) no meio da estrutura do peptideo desfaz a tendéncia
de conformacéo em a-hélice intrinseca, uma vez que se espera uma geometria
tetraédrica, em virtude da configuracdo eletronica fechada d!°. Essa
caracteristica esta relacionada diretamente a auséncia das bandas negativas
nos espectros de CD, observado na figura 19.

iv. Analise de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier

A técnica de espectroscopia da regido do infravermelho se baseia nas
frequéncias de vibracdo das ligacdes quimicas das moléculas, decorrentes de
variagcdes no momento dipolar (u) que, por sua vez é dependente da geometria
e energia potencial da molécula, bem como da forca da ligacdo e massas
reduzidas dos atomos envolvidos nas ligacdes.

Ha uma semelhanca significativa para quase todos os espectros de
peptideo e seu respectivo complexo, como é possivel observar nas figuras 20 e
21. O surgimento de uma nova banda em 1383 cm™ e/ou deslocamento da
banda existente em 1439 cm, referente ao modo v(C-H) da cadeia lateral de
histidina, para menores valores de numero de onda, indicam a formagéo de um
novo composto, sugerindo o sucesso reacional na coordenacdo. Além disso, a
similaridade entre os perfis dos espectros de infravermelho obtidos para os
quatro peptideos e quatro complexos indica que os modos de coordenagédo entre
os peptideos e a Ag(l) devem ter ocorrido de modo similar.
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Figura 20. Espectros de infravermelho, de 4000 a 400 cm™, obtidos em KBr, para os
peptideos e complexos (A) 14 Hst5 e 14 Hst5 — Ag e (B) 14 Hst5 K11,17R e 14 Hst5
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Elaborado pela autora, 2022.
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Figura 21. Espectros de infravermelho, de 4000 a 400 cm™, obtidos em KBr, para os
peptideos e complexos (A) 15 Hst5 e 15 Hst5 — Ag; e (B) 15 Hst5 K11R e 15 Hst5
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Elaborados pela autora, 2022.
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Tendo em vista que ndo ocorre variagao entre os modos vibracionais do
tipo amida | (1600-1700 cm't) e amida Il (1480-1580 cmt), que correspondem,
respectivamente, aos estiramentos v(C=0), v(C-N) e v(C-H) da ligacdo
peptidica, bem como a deformacao angular §(N-H), também da cadeia principal
do peptideo (GAIGEOT, 2007), propde-se que a coordenacdo da Ag(l) ndo
ocorra na cadeia principal do peptideo, e sim através das cadeias laterais, com
maior diregao as histidinas. A tabela 08 resume valores selecionados para 0s
modos de vibragcdo observados(RAJ, 1990; SITU, 2000; HELMERHORST,
2001).

Tabela 08. NUmeros de onda correspondentes as bandas teéricas de amida | e amida
II, bem como ao estiramento CH, da molécula de histidina, e os valores obtidos pela
espectroscopia de infravermelho para os peptideos e complexos estudados.

Amida | Amidall Histidina
v(C=0) + v(C-N) v(C-H) + d(N-H) v(C-H)
(cm™) (cm™) (cm™)
Peptideo tedrico 1600-1700 1480-1580 ~1438
14 Hst5 1667 1534 1439
14 Hst5 — Ag 1667 1534 1383
14 Hst5 K11,17R 1669 1539 1439
14 Hst5 K11,17R — Ag 1669 1539 1383
15 Hst5 1663 1534 1439
15 Hst5 — Ag 1663 1534 1383
15 Hst5 K11R 1663 1536 1439
15 Hst5 K11R — Ag 1663 1536 1383

Elaborado pela autora, 2022.

A partir dos resultados obtidos nas analises de dicroismo circular, infere-
se que a coordenacdo esteja ocorrendo através dos residuos de aminoacidos
centrais da cadeia peptidica. Para os quatro peptideos estudados, a regido
central € caracterizada por uma alta concentragdo de residuos de histidina,
havendo as sequéncias HEKHHSH no 14 Hst5 e HERHHSH no 14 Hst5
K11,17R, e HAKRHH no 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R, que possuem, portanto,
susceptibilidade a coordenagdo com metais. De fato, conforme os dados obtidos
nos espectros de infravermelho, a banda que se diferencia entre o peptideo e
seu respectivo complexo é o estiramento vCH: da histidina (~1438 cmt) (MESU,
2005).

A histidina apresenta, em pH fisiolégico, duas formas tautoméricas
referentes a alternancia entre a ligacdo de um atomo de hidrogénio e N™ e N,
nitrogénios do anel de imidazol (mais préximo e mais distante do CHa,
respectivamente), apresentados na figura 22. De acordo com a literatura, a
coordenacao da Ag(l) pela histidina deve ocorrer preferencialmente em um dos
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nitrogénios citados, sendo o mais provavel aquele que apresentar menor
impedimento estérico em relacdo a cadeia principal do peptideo, portanto, o N'.

Figura 22. Formas tautoméricas da histidina.
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\/NH NHa ?N NH;

Elaborado pela autora, 2022.

E esperado que a coordenacdo da Ag(l) através do N' propicie um
aumento na acidez dos hidrogénios do grupamento CH2, o que resultaria no
aumento dos valores de frequéncia das respectivas vibracdes. Curiosamente, se
observa uma diminuicdo nos valores de vibragdo do modo v(C-H). Uma
explicacéo razoavel consiste na possibilidade de formacao de ligacdo hidrogénio
intramolecular ndo-classica do tipo C-H...X entre a subunidade metilénica (CH2)
e atomos mais eletronegativos com pares de elétrons disponiveis (X) que se
localizem préximos ao anel imidazoélico da histidina utilizada na coordenacédo
(MESU, 2005). Tal situacao poderia diminuir os graus de liberdade de vibracdo
do grupamento C-H, com diminuicdo dos momentos dipolares e respectivas
guedas nos valores de frequéncias associadas.

Por fim, a formacéo de ligagbes coordenadas entre as histidinas e a prata
estaria reforcando a hipétese de uma coordenacao na regido central do peptideo,
levando a distorcdo da estrutura predominantemente em a-hélice, mediante
direcionamento espacial dos ligantes para um ambiente de coordenacao
tetraédrico. O resultado de dicroismo circular obtido para os complexos coincide
com a hipotese, devido a perda de helicidade que se observa apenas para 0s
complexos, de que a coordenacdo ndo ocorre nas extremidades dos peptideos
utilizados. A coordenagcdo com nitrogénios préximos aos terminais do peptideo
ndo teria tal poder de interferéncia na estrutura secundaria do composto. E
apresentado na figura 23 uma representacao estrutural da possivel conformagéo
do composto de coordenagdo, com a perda da helicidade causada pela
coordenacao com a Ag(l).
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Figura 23. Representacéo da estrutura 3D do composto de coordenacédo formado
entre o peptideo 14 Hst5 e Ag(l).

Criado com Discovery Studio. Elaborado pela autora, 2022.

v. Analises de espectrometria de massas tipo MALDI-TOF

A técnica de Espectrometria de Massa por lonizacdo com Dessorcédo a
Laser Assistida por Matriz e analisador de Tempo de Voo (MALDI-TOF MS, do
inglés “Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry”), é uma técnica que permite a analise de massas de biomoléculas,
sendo uma importante ferramenta de identificacdo de peptideos e proteinas, que
possuem massa molecular elevada. A principal vantagem do método € a nao
destruicdo da amostra (VRIONI, 2018; NIELEN, 1999; WEBSTER, 2012).

A ionizagdo da matriz através de um feixe de laser possibilita uma
transferéncia de protons para a amostra, ionizando as moléculas, e ao mesmo
tempo desencadeando o processo de dessor¢cdo da amostra, favorecendo a
passagem para o estado gasoso. Dessa forma, a transferéncia de energia é
eficiente na obtencdo de moléculas intactas, uma vez que ndo sofreram
incidéncia direta da energia do laser (CROXATTO, 2012; ROEPSTORFF, 2000).
Através de um campo elétrico, os ions formados sdo acelerados e
individualmente analisados, formando espectros de massa de acordo com a
razdo massa/carga (NIELEN, 1999), como pode ser observado nas figuras 24 e
25.
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Figura 24.

Espectro de massas por MALDI-TOF dos compostos de coordenacao (A)

14 Hst5 — Ag e (B) 14 Hst5 K11,17R — Ag.
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Elaborado pela autora, 2023.
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A vantagem em se utilizar a técnica para a determinagdo da massa dos
compostos de coordenacao formados entre os peptideos 14 Hst5, 14 Hst5
K11,17R, 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R com Ag(l) € a possibilidade de se obter a
massa do composto inteiro, sem a fragmentacao que poderia ocorrer em outras
técnicas de espectrometria de massas, e, dessa forma, confirmar de forma
precisa a razdo molar de coordenacao entre os peptideos e o metal.

Figura 25. Espectro de massas por MALDI-TOF dos compostos de coordenacao (A)
15 Hst5 — Ag e (B) 15 Hst5 K11R — Ag.
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Elaborado pela autora, 2023.

Tabela 09. Razdes massa/carga tedricas e obtidas ap6s analise de espectrometria de
massas por MALDI-TOF para os compostos de coordenacao.

~ Massa
Composto Razao ~ Massa molar
Carga Razédo m/z . molar
de m/z . experimental o
~ (2) - experimental teorica
coordenacgéo tedrica (g/mol)
(g/mol)
2 1071,56 1052,49
14 Hst5 — Ag 3 714,71 744,61 2139,92 2141,13
4 536,28 536,50
14 Hst5 2 1099,58 1086,54
K11,17R - 3 733,39 754,31 2195,98 2197,16
Ag 4 550,29 542,51
2 1100,09 1099,46
15 Hst5 — Ag 3 733,73 746,33 2199,98 2198,18
4 550,54 550,56
15 Hst5 2 1114,1 1112,98
S
K11R — Ag 3 743,1 756,29 2224,98 2226,2
4 557,55 557,32

Elaborado pela autora, 2023.
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Como pode ser observado na tabela 09, os valores da raz&o molar m/z
obtidos experimentalmente sdo condizentes com os valores tedricos calculados
para a propor¢cdo molar de 1:1 peptideo/Ag(l), para todos os compostos de
coordenacdo. Os resultados corroboram o obtido através das analises de
fluorescéncia, e, portanto, é possivel afirmar que a coordenacao corre entre uma
molécula de peptideo e uma molécula de Ag(l), para os quatro casos.

c. Ensaios Microbioldgicos

i. Inibicdo do crescimento da C. albicans

Foi realizado o experimento para avaliar a capacidade de cada um dos
peptideos propostos na inibicdo do crescimento de C. albicans, num periodo de
48 horas. Foram utilizadas as cepas ATCC 90028, padrdao para o tipo de
experimento; ATCC 18804, isolado de lesdo cutanea, que apresenta inducéo de
imunidade mediada por células contra C. albicans e certa resisténcia a
medicamentos como fluconazol; e ATCC 10231, que também apresenta
resisténcia a fluconazol, além de ser capaz de formar biofilmes. Os testes foram
realizados em microplacas de 96 pogos, com diversas concentracbes de
peptideo obtidas a partir de diluicdo seriada, indo de 160 a 0,31 ymol L, sendo
possivel, portanto, avaliar, de acordo com os resultados apresentados na figura
26, a porcentagem de inibigdo do crescimento da C. albicans nas concentragdes
de 160 a 2,5 ymol L1, uma vez que abaixo da concentracdo de 2,5 uymol L, ndo
houve inibig&o significativa.

Para os peptideos, foram obtidos diferentes resultados para cada uma das
cepas, tendo sido mais eficientes para a inibicdo do crescimento da ATCC
18804, enquanto a ATCC 10231 obteve as menores inibicdes. Considerando a
estrutura da Hst5, que possui um dominio funcional de atividade antimicrobiana
entre 0os aminodacidos 11 e 24 de sua cadeia, € esperado que os peptideos 14
Hst5 e 14 Hst5 K11,17R, que compreendem os aminodcidos de 10 a 24 da
cadeia da Hst5, apresentem atividade superior em relacao aos peptideos 15 Hst5
e 15 Hst5 K11R, o que pbéde ser observado experimentalmente, com os dois
primeiros peptideos apresentando inibicdo de crescimento da C. albicans
superior a 90%, em 40 e 20 ymol L%, respectivamente, na cepa com melhor
resultado. Os peptideos 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R apresentaram a mesma inibicao
apenas em 80 umol L1, na mesma cepa, comprovando assim a importancia do
dominio funcional na estrutura do peptideo para a atividade antimicrobiana. De
acordo com a literatura, o peptideo Hst5 apresenta inibicdo do crescimento de
C. albicans em 80 umol L* para a cepa ATCC 90028. Tal resultado nédo foi
observado, ndo havendo nenhuma consideravel porcentagem de inibicdo de
crescimento por Hst5 em 160 umol L, em todas as cepas testadas.

Dentre os dois peptideos de maior eficiéncia na inibicdo do crescimento
de C. albicans, o resultado do peptideo 14 Hst5 K11,17R foi superior, indicando
que as modificacdes na sequéncia de aminodacidos, dos residuos 11 e 17 de
lisina por residuos de arginina, realmente apresentam o resultado esperado, uma
vez que houve uma provavel reducdo da quebra do peptideo, mediada pelo
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fungo, ao se retirar o aminoacido que atua como sitio de partida para a acao
proteolitica fungica (lisina).

Figura 26. Inibicdo do crescimento de células plancténicas de C. albicans pelos
peptideos Hstb, 14 Hst5, 14 Hst5 K11,17R, 15 Hst5, 15 Hst5 K11R, seus respectivos
complexos nas cepas (A) ATCC 90028 (B) ATCC 18804 (C) ATCC 10231.
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O estudo propds a adicdo de um ion metalico de prata a estrutura de cada
um dos peptideos, pela coordenacdo metal-peptideo, com o objetivo de
aumentar a capacidade de inibicdo de crescimento fungico de C. albicans. Tal
efeito pdde ser observado para cada um dos complexos formados, ou seja, a
adicdo de um ion metdlico de prata aumentou significativamente a atividade
antifangica de cada um dos peptideos, com a concentragao para inibicdo de 90%
do crescimento fingico passando de 80 a 40 ymol L* para 20 ymol L%, no caso
da 14 Hst5, de 80 a 20 ymol L para de 20 a 10 ymol L, no caso da 14 Hst5
K11,17R, de acima de 160 a 80 ymol L para de 40 a 20 ymol L para a 15 Hst5,
e de acima de 160 a 80 ymol L para 20 ymol L* para a 15 Hst5 K11R, nas
cepas ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231, como € possivel observar na
figura 26. O aumento na carga positiva final do composto de coordenacéao, pela
interacdo de peptideos com carga liquida positiva com um ion catiénico, pode
favorecer a agao antimicrobiana por aumentar a interagéo do complexo com as
cargas negativas das membranas fungicas. Essa otimizacdo da atividade
antifngica dos peptideos na presenca da Ag(l) também pode ser um indicativo
da coordenacdo entre as moléculas, ja que a formacdo dos complexos
possibilitaria uma atividade sinérgica entre Ag(l), que atua nas membranas, e 0s
peptideos, com ac¢do intracelular, favorecendo a acao antifangica, como
realmente é observado.

ii. Concentragao inibitéria minima
Para cada um dos quatro peptideos analisados, 14 Hst5, 14 Hst5
K11,17R, 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R, e dos seus respectivos complexos com
prata(l), os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM), ou seja, a
concentragdo capaz de inibir, num periodo de 48 horas, um minimo de 90% do
crescimento da C. albicans, séo apresentados na tabela 10.

A partir dos valores de densidade oOptica (DO), obtidos pela medicdo em
595 nm, foram obtidos diferentes valores de CIM para cada um dos diferentes
peptideos analisados, nas diferentes cepas. No caso do 14 Hst5, foi obtido um
valor de CIM de 40 ymol L* nas cepas ATCC 90028 e ATCC 18804, enquanto
na cepa ATCC 10231 esse valor foi maior, chegando a 80 pmol L.
Considerando a resisténcia a medicagdo que a Ultima cepa apresenta, bem como
sua capacidade de formar biofilmes fungicos, é esperado que o valor de CIM
para os peptideos seja maior do que para outras cepas, entretanto, o valor de 80
umol L corresponde ao valor ja apresentado, em diversos estudos (ZAMBOM,
2019; MOFFA, 2015), da concentracdo inibitoria minima da Hst5, peptideo
original de onde foram retirados os fragmentos, para todas as cepas testadas,
demonstrando que o 14 Hst5 possui atividade igual (ATCC 10231) ou superior
(ATCC 90028 e ATCC 18804) em comparacdo ao peptideo original. A
coordenacao do peptideo com um ion metalico de prata otimizou sua atividade
antifiungica, com valores de CIM passando para 20 ymol L em todas as cepas
testadas. O aumento da atividade é esperado na coordenacéo do peptideo com
a prata, pois o metal possui atividade antimicrobiana intrinseca, de forma que a
juncdo de diferentes agentes antifUngicos contribui para que haja mais
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mecanismos de acao presentes na tentativa de inibicdo das células fungicas de
C. albicans, o que, para esse caso, foi demonstrado ser mais eficiente do que o
peptideo isolado.

Tabela 10. Concentracao inibitéria minima dos peptideos e complexos estudados nas
cepas de C. albicans ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231.

Concentracéo Inibitéria Minima (umol L)
ATCC 90028 ATCC 18804 ATCC 10231

Peptideo/Complexo

14 Hst5 80 40 80
14 Hst5 — Ag 20 20 20
14 Hst5 K11,17R 40 20 80
14 Hst5 K11,17R — Ag 10 10 20
15 Hst5 160 40 >160
15 Hst5 — Ag 20 40 40
15 Hst5 K11R 160 80 >160
15 Hst5 K11R — Ag 20 20 20
Ag(l) 80 80 80
Flu 5 >160 >160
Nys 2,5 2,5 2,5

Elaborado pela autora, 2022.

Para o peptideo 14 Hst5 K11,17R, os valores de CIM obtidos foram de 40,
20 e 80 umol L* para as cepas ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231,
respectivamente. Foi mantido o padrédo do peptideo 14 Hst5, sendo a eficiéncia
da inibicdo do crescimento do fungo pelo peptideo menor na cepa que apresenta
mais mecanismos de resisténcia. Os valores de CIM obtidos para as outras
cepas mostram uma eficicia promissora do 14 Hst5 K11,17R, indicando, que de
todos os peptideos testados, € o que apresenta maior atividade antifingica, e
possivelmente, a menor degradacao proteolitica ocasionada pela C. albicans.
Também foi possivel observar um grande aumento da atividade antifiungica do
peptideo 14 Hst5 K11,17R quando complexado com a prata, tendo a
concentracgéo inibitdria minima necessaria para inibir o crescimento de 90% dos
fungos passado de 40, 20 e 80 pmol L' para 10, 10 e 20 pmol L7,
respectivamente, para as cepas ATCC 90028, ATCC 18804 e ATCC 10231,
mostrando, novamente, a otimizacdo da atividade como resultado da
coordenacao.

Os peptideos 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R apresentaram atividades
antifingicas bastante semelhantes, havendo uma diferenga no valor de CIM
apenas na cepa ATCC 18804, sendo de 40 umol L para o primeiro peptideo, e
de 80 umol L' para o segundo. Uma vez que a estrutura dos peptideos
corresponde apenas aos primeiros 15 residuos de aminoacidos da cadeia
original da Hst5, compreendendo apenas trés dos aminoacidos que fazem parte
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do dominio funcional do peptideo, uma menor atividade antifingica em relacéo
aos peptideos 14 Hst5 e 14 Hst5 K11,17R era esperada. Como nos casos
anteriores, houve também uma melhora da atividade antifangica dos peptideos
guando coordenados com o ion metéalico de prata. Para a 15 Hst5, o CIM do
complexo chegou a 20 ymol L* na cepa ATCC 90028, enquanto o peptideo
isolado apresentava CIM de 160 umol L. A otimizacdo da capacidade de
inibicdo do crescimento fungico da 15 Hst5 K11R foi ainda mais significativo,
diminuindo de 160, 80 e >160 umol L nas cepas ATCC 90028, ATCC 18804 e
ATCC 10231, respectivamente, para 20 umol L** em todos os casos.

Os padrbes de Fluconazol (Flu) e Nistatina (Nys), dois agentes
antifngicos usados no tratamento de infec¢des de C. albicans, sendo o primeiro
utilizado amplamente em infec¢des tdpicas e sistémicas, e o segundo usado
principalmente em casos de infec¢cdo topica, foram obtidos como parédmetros
para avaliacdo da eficiéncia dos peptideos e complexos estudados. E possivel
observar que ambos apresentam alta eficiéncia na inibicdo do crescimento
flngico na cepa ATCC 90028, sendo acima de 95% até 5 ymol L para Flu, e
2,5 ymol L para Nys. Porém, o resultado do Flu ndo se repete para as outras
cepas, onde a inibicdo do crescimento se mantém abaixo de 45% em todas as
concentracfes testadas, nas cepas ATCC 18804 e ATCC 10231. A Nys, por
outro lado, manteve uma inibicdo acima de 95% em todas as cepas, até a
concentracdo de 2,5 uymol L. Abaixo dessa concentracdo, houve quedas
significativas nas porcentagens de inibicdo. Padrées de prata(l) também foram
analisados como parametros. A porcentagem de inibicdo de Ag(l) se manteve
acima de 95% até a concentracdo de 80 uymol L em todas as cepas testadas,
sendo ligeiramente mais eficiente na cepa ATCC 90028, onde a concentracdo
de 40 ymol L* ainda apresentou uma inibicdo acima de 85%, enquanto a mesma
concentracdo, nas outras duas cepas, apresentou inibicdo préoxima a zero.

O significativo aumento da atividade antifungica contra células
planctonicas de C. albicans por todos os compostos de coordenacao formados
entre ions metalicos de prata(l) e os peptideos desenvolvidos, tendo os proprios
peptideos isolados uma atividade antifungica superior ao peptideo original, Hst5,
demonstra quao eficiente e promissora € a complexacdo. Embora medicamentos
amplamente utilizados no tratamento de infec¢des fungicas causadas por C.
albicans, como Fluconazol e Nistatina, possam apresentar concentragdes
inibitérias minimas inferiores aos compostos de coordenacdo, algumas
problematicas sdo encontradas. No caso do Fluconazol, a inibicdo ocorre
unicamente na cepa ATCC 90028, sendo o medicamento incapaz de combater
infeccbes das cepas ATCC 18804 e ATCC 10231, enquanto os compostos de
coordenacdo sdo eficientes para as trés cepas. A Nistatina, por outro lado, é
usada apenas para infeccbes topicas, sem uso para casos Sistémicos ou
contaminacgdes abidticas, enquanto os complexos podem ainda ser explorados
para tais situacdes, apresentando excelentes perspectivas. As inibicdes dos
peptideos e complexos estudados foram superiores aos padrées de Hst5 e Ag(l)
em todas as cepas, além de Fluconazol nas cepas ATCC 18804 e ATCC 10231,
demonstrando que os compostos propostos pelo trabalho ndo sdo suscetiveis
aos mecanismos de resisténcia da C. albicans que diminuem a atividade do
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agente antifungico. Assim, os resultados obtidos para os compostos estudados
sao promissores para o desenvolvimento de agentes antifingicos eficientes e de
amplo uso.

iii. Avaliacdo da atividade hemolitica

Peptideos antimicrobianos, de maneira geral, possuem uma alta atividade
hemolitica associada. Da mesma forma, altas concentragfes de prata podem ser
toxicas para o organismo. Assim, a determinacdo da atividade hemolitica dos
peptideos produzidos associados ao metal podem indicar um certo nivel de
toxicidade dos compostos de coordenacdo, permitindo quantificar o dano
causado sobre a membrana plasmatica dos eritrécitos e a consequente liberacdo
da hemoglobina, e, portanto, sua margem de seguranca para aplicacdo como
tratamentos antifangicos.

A atividade foi determinada pela adicdo de aliquotas de cada um dos
complexos, analisadas em sua concentracao inibitéria minima (apresentada em
experimentos anteriores de atividade antifingica), a solu¢do de hemécias recém-
preparadas. Apos o periodo de incubacéo, foi feita a medi¢do da densidade 6tica
de cada solucdo, que foram calculadas com base nos controles negativo e
positivo utilizados. Os resultados da porcentagem de hemdlise que cada
composto de coordenacéo apresentou estdo demonstrados na tabela 11.

Tabela 11. Porcentagem de atividade hemolitica dos complexos estudados em sua
concentracao inibitéria minima de atividade antifungica contra C. albicans.

Concentracao

Complexo (mol L) % Hemolise
14 Hst5 - Ag 20 35+13
14 Hst5 K11,17R — Ag 20 61+ 11
15 Hst5 — Ag 40 46 + 10
15 Hst5 K11R - Ag 20 49 +3

Elaborado pela autora, 2022.

Os compostos de coordenacgédo apresentaram porcentagem de hemolise
inferior a 50% na concentracédo inibitdria minima, com exce¢ao ao composto 14
Hst5 K11,17R — Ag, cuja atividade hemolitica ficou em torno de 60%. Sendo esse
0 complexo que apresentou maior atividade antifungica, € esperado que
apresente uma toxicidade superior aos outros complexos estudados.

E possivel observar, que em ambos 0s casos em que houve a troca de
residuos de aminoacidos na estrutura do peptideo, 14 Hst5 K11,17R e 15 Hst5
K11R, a atividade hemolitica foi superior ao peptideo original fragmento da Hst5,
14 Hst5 e 15 Hst5, respectivamente. Portanto, € possivel que a troca dos
residuos de lisina por arginina possa interferir no nivel de toxicidade dos
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peptideos. Estudos demonstram que a arginina possui uma maior capacidade
de interacdo com membranas, podendo contribuir para o rompimento dessas (LI,
2013). Tal fato pode ser bastante interessante do ponto de vista da atividade
antifangica, contribuindo para uma maior interacdo peptideo-membrana e,
portanto, para uma maior acao prejudicial para células fungicas. Por outro lado,
essa maior interacdo também pode tornar o peptideo mais toxico para células
humanas, uma vez que a arginina nao apresenta especificidade entre
membranas humanas e fungicas

iv. Determinacdo da toxicicidade celular

De modo a avaliar os possiveis efeitos citotoxicos dos peptideos e
compostos de coordenacdo, foram realizados ensaios de toxicidade celular
utilizando células OSCC, de carcinoma na mucosa oral. Os resultados obtidos
para os valores de porcentagem de viabilidade celular para células estdo
apresentados nas figuras 27 e 28, com indicacao da viabilidade de 50%.

Figura 27. Viabilidade de células OSCC ap06s incubacgédo com diferentes
concentragdes dos peptideos 14 Hst5, 14 Hst5 K11,17R, 15 Hst5 e 15 Hst5 K11R. O
traco pontilhado indica 50% de viabilidade celular.
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Elaborado pela autora, 2023.

Como pode ser observado na figura 27, os peptideos apresentaram
relativatoxicidade, obtendo-se valores de viabilidade celular acima de 50% para
concentracdes acima de 80 pmol L. Essa menor toxicidade para células
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humanas era esperada, uma vez que se trata de peptideos encontrados
naturalmente na saliva (14 Hst5 e 15 Hst5) e analogos com poucas modificacfes
estruturais (14 Hst5 K11,17R e 15 Hst5 K11R).

A viabilidade celular apresentada pode estar associada ao mecanismo de
acao dos peptideos, que, semelhantes ao da Hst5, possuem acéo intracelular,
sendo a mitocéndria e o nucleo os principais alvos da atividade antimicrobiana.
Dessa forma, os peptideos séo capazes de atravessar as paredes e membrana
plasmatica das células sem causar danos pela formacgéo de poros, e, portanto,
ndo sdo capazes de zerar a viabilidade das células OSCC nem na maior
concentracdo testada (160 ymol L), embora maiores concentracdes possam
apresentar efeitos diferentes para as células.

Figura 28. Viabilidade de células OSCC ap06s incubagédo com diferentes
concentracdes dos compostos de coordenacdo 14 Hst5 — Ag, 14 Hst5 K11,17R — Ag,
15 Hst5 — Ag e 15 Hst5 K11R — Ag. O trago pontilhado indica 50% de viabilidade
celular.
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Elaborado pela autora, 2023.

Para os compostos de coordenacao formados entre os peptideos e Ag(l),
as viabilidades celulares apresentadas na figura 28 sdo menores que para 0s
peptideos isolados. A prata, isolada, apresenta toxicidade para microrganismos
como fungos, virus e bactérias, sendo capaz de inibir o crescimento e causar a
perda da infectividade, impedindo processos que ocorrem na superficie e no
interior da célula dos microrganismos. Embora seja menos toxica para células
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mamiferas, a prata ainda pode causar danos quando exposta em altas
concentracdes ou por longos periodos (LARA, 2011).

Os resultados obtidos para viabilidade das células OSCC demonstram
uma maior toxicidade para os peptideos quando na presenca da prata,
entretanto, apenas para concentracdes superiores a 20 uymol Lt. Uma vez que
os valores de concentragdo inibitéria minima para o crescimento de C. albicans
obtidas para os compostos de coordenagéo 14 Hst5 — Ag, 14 Hst5 K11,17R —
Ag e 15 Hst5 K11R — Ag variou entre 10 e 20 ymol L, e foi apresentada uma
viabilidade celular acima de 50%, € possivel afirmar que os compostos de
coordenacdo possuem uma margem de segurancga para uso como agente
antifingico, em baixas concentracdes (<40 pmol L?). JA& o composto de
coordenacao 15 Hst5 — Ag apresentou concentracao inibitéria minima de 40
pumol Lt para as cepas ATCC 18804 e ATCC 10231 de C. albicans, e sua
viabilidade celular, conforme apresentado na figura 28, é inferior a 50% nessa
concentracdo, de forma que este composto de coordenacdo nao pode ser
considerado seguro para uso como agente antifangico.

A margem de seguranca apresentada pelos peptideos e compostos de
coordenacao reafirmam a possibilidade de uso dos compostos como agentes de
tratamento de infec¢des causadas por C. albicans, principalmente nas cepas que
apresentam resisténcia a fluconazol, ATCC 18804 e ATCC 10231, onde as
moléculas apresentaram atividade antifiingica eficiente. Embora as cepas sejam
suscetiveis a nistatina, o medicamento ndo é absorvido pelo trato
gastrointestinal, além de possuir efeitos téxicos para 6rgdos como rins e figado
guando muito utilizado, o que limita ndo apenas o tempo de tratamento, mas o
tipo de infec¢do que pode ser tratada com o medicamento. Assim, os peptideos
e compostos de coordenacdo surgem como uma alternativa para casos de
infeccdo onde os medicamentos tradicionais ndo sao capazes de agir.
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5. Conclusao

Estima-se que ocorram, anualmente, cerca de 700 mil mortes em decorréncia
de infeccbes causadas por microbios resistentes (ROCHA, 2020), sendo o
aumento da resisténcia a antifingicos considerado pela OMS como uma das 10
principais ameacas a saude publica global que a humanidade enfrenta. As
infeccbes causadas por Candida albicans sdo relevantes nesse panorama, pois
correspondem a uma parcela significativa das infec¢des, sendo superficiais ou
sistémicas, que apresentam taxas de morbidade e mortalidade que podem
chegar a 40%. O uso de peptideos antimicrobianos, tal como a Hst5, esta sendo
cada vez mais explorado como potenciais agentes para o tratamento de
infec¢des fungicas. Novas estratégias vém sendo buscadas visando otimizar a
atividade do peptideo em células de C. albicans. No desenvolvimento desse
trabalho, foram desenvolvidos peptideos derivados de fragmentos proteoliticos
da Hst5, cuja atividade antimicrobiana € mantida mesmo apds a degradacéo,
com troca de residuos de aminoacidos da cadeia peptidica, visando uma
melhora na atividade. Com esse mesmo propdsito, 0os peptideos formados ainda
foram coordenados com ions metélicos de prata(l).

A metodologia da sintese de peptideos em fase sélida utilizada mostrou-se
eficiente para obtencédo dos quatro peptideos propostos para esse trabalho, e 0
processo de purificacdo através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
permitiu a obtencéo de todos os peptideos com grau de pureza acima de 95%,
tendo suas caracterizagdes confirmada por espectrometriade massas, indicando
a obtencao adequada dos peptideos.

A coordenacdo entre os peptideos e a Ag(l) foi eficiente, como confirmado
pelos estudos de caracterizacdo dos compostos de coordenacéo formados, que
permitiu a formulacdo de hipéteses acerca da estrutura formada, acreditando-se
gue a ligacdo entre o metal e os peptideos ocorra em um residuo de histidina,
situado na parte central da estrutura dos peptideos.

Os ensaios antimicrobianos permitiram identificar as concentracdes
inibitérias minimas dos peptideos dos peptideos e seus respectivos complexos
frente a trés cepas de C. albicans, correspondendo a cepa padréo, a um isolado
clinico com tendéncia a resisténcia, e a uma cepa com alto grau de resisténcia
a farmacos. A alteracdo de residuos de aminoacidos na cadeia dos peptideos
estudados se mostrou eficiente, uma vez que houve uma melhora da atividade
antifingica quando comparado aos fragmentos originais. A coordenagdo dos
peptideos com prata(l) também demonstrou ser bastante vantajosa,
apresentando menores valores de CIM do que os peptideos isolados.

Os peptideos e compostos de coordenacgédo formados ainda foram analisados
guanto a sua toxicidade em células humanas, de carcinoma oral. Todos 0s
peptideos e complexos apresentaram viabilidade celular acima de 50%, exceto
o composto de coordenacdo 15 Hst5 — Ag, em suas concentracdes inibitorias
minimas de crescimento de C. albicans, de modo que, com exce¢ao ao complexo
citado, todos apresentam margem de seguranga para uso como tratamento para
infeccdes fungicas.
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