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Z-VAD-FMK

do inglés, ATP-binding cassette transporters

do inglés, antimicrobial peptides

do inglés, Capsicum annuum thionin-like peptide
do inglés, Candida drug resistance
3,4-diaminometil-2",7"-difluoresceina diacetato

do inglés, 4',6-diamidino-2-phenylindole

do inglés, differential interference contrast

do inglés dimethyl sulfoxide

acido etilenodiaminotetraacético

fracdo F1 proveniente da cromatografia de fase reversa em coluna C2C18
a partir da fragdo F/0-70 obtida dos frutos maduros de C. annuum
fluconazol

do inglés, fluorescein isothiocyanate

fracdo precipitada com 70% de sulfato de amonio
do inglés, high performance liquid chromatography
2.7’ diclorofluoresceina diacetato

do inglés inhibitory concentration that diminishes a specified response to
50%

quilodaltons

do inglés lipid transfer proteins

do inglés, multidrug resistance

do inglés, major facilitator superfamily

do inglés, nitric oxide

do inglés, phosphate-buffered saline

do inglés, protein database

do inglés phenylmethanesulfonyl fluoride
fosfatidilserina

fluoreto de polivinilideno

do inglés, reactive oxygen species

dodecil sulfato de sodio

N, N”, N”, N””-tetrametiletilenodiamino

do inglés trifluoroacetic acid

Tris (hidroximetil) amino etano

do inglés, yeast peptone dextrose

do inglés, carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethyl ketona
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thionin-like peptide (1) (gi: 164698852); C. annuum thionin-like peptide (2) (gi: 6552502); C.
annuum y-thionin 1 (gi: 6601331). Os residuos de Cys conservados estdo destacados dentro
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aminoacidos positivos (que apresentam as mesmas caracteristicas fisico-quimicas)
marcados em cinza. Espacos (-) foram introduzidos para um melhor alinhamento. Os
nameros acima da sequéncia indicam o tamanho dos peptideos em residuos de
aminoacidos. Os numeros que flanqueiam os peptideos indicam a posi¢do dos residuos de
aminoacidos em relacdo a sequéncia dos peptideos maduros. As sequéncias mostradas
foram obtidas do SWISS-PROT e alinhadas usando o Clustal Omega. A partir deste
resultado o peptideo de 7 kD sera denominado de CaThi (do inglés Capsicum annuum
thionin-like peptide). 47
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tropicalis na auséncia de CaThi (controle) e na presenca de 100 pg.mL™ de CaThi. 49

Figura 10: Células de leveduras, ap06s ensaio de permeabilizacdo da membrana,
visualizadas por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox green.
As células foram tratadas com 50 pug.mL™ de CaThi durante 24 h e em seguida, analisadas
quanto a permeabilizacdo da membrana. As células controle foram tratadas apenas com

sonda Sytox green. Barras de 10 pum. 50

Figura 11: Inibicdo do crescimento das células das leveduras C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis e C. mogii na auséncia de CaThi (controle) e na
presenca de diferentes concentracdes de CaThi (ug.mL™). A partir destes dados de inibicdo
do crescimento em fungcédo da concentracdo da substancia usada, foram determinadas as

ICsq para cada levedura. 52

Figura 12: (A) Crescimento de colbnias na condicdo controle e apds o tratamento com
CaThi na sua ICsg durante 24 h, a partir das quais foram calculadas a viabilidade das células
de leveduras. (B) Quantificacdo de células e de porcentagem de morte celular das
leveduras, na condigcdo controle e apds o tratamento com a ICso da CaThi durante 24 h. (*)
Indica a significancia pelo teste T (P <0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata.
54

Figura 13: Diferentes células de leveduras apés ensaio de permeabilizacdo da membrana,
visualizadas por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox green.

As células foram tratadas com CaThi nas suas ICso durante 24 h e em seguida,analisadas
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quanto a permeabilizacdo da membrana. As células-controle foram tratadas apenas com

sonda Sytox green. Barras de 5 um. 56

Figura 14: Diferentes células de leveduras apés a ensaio de deteccdo de espécies reativas
de oxigénio por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente 2', 7' diacetato
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Figura 15: Células de C. tropicalis apés ensaio de funcionalidade mitocondrial, visualizadas
por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Rodamina 123. As células
foram tratadas com 10 pg.mL™ de CaThi durante 24 h e em seguida, analisadas quanto a
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Figura 17: Esferoplastos de S. cerevisiae incubados durante 2 h com 50 yg.mL™ CaThi e
depois tratados com anexina V (AnnV) e iodeto de propidio (Pl), mostrando a exposi¢do de
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células mortas por calor (esferoplastos tratados a 100 °C) sdo AnnV" e PI* (fluorescéncia

vermelha). Barras de 5um. 64

Figura 18: Células de C. albicans e C tropicalis incubadas por 24 h com 10 pyg.mL™ CaThi-
FITC (setas abertas) visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Os nudcleos foram
marcados por DAPI (setas cheias), apdés o periodo de incubacdo com CaThi-FITC.
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Figura 19: Visualizacéo eletroforética da mobilidade do DNA extraido de S. cerevisiae na
presenca de CaThi em gel de agarose 0,8%. Primeira raia, controle, mobilidade de 100 ng
de DNA; Segunda raia, mobilidade de 100 ng DNA incubados com 10 pg.mL™ de CaThi;
Terceira raia, controle positivo, mobilidade de 100 ng de DNA incubados 10 pg.mL™ de poli-
L-lisina. 67
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Figura 20: Efeito dose-resposta de CaThi sobre a taxa de efluxo de H* extracelular na
levedura C. tropicalis. Os dados foram analisados por One-Way ANOVA combinado com
teste Tukey's. As médias com a mesma letra ndo possuem diferencas significantes pelo
teste Tukey's (p<0.05). 69

Figura 21: Diferenca de voltagem (A), taxa de efluxo de H* (B) e pH da superficie (C) nas
células de levedura C. tropicais tratados ou ndo (controle) com 40 ug.mL™ de CaThi. Para os
dados de efluxo de H* e pH da superficie, as médias séo significativamente diferentes pelo

Student T-test (p<0.01). Ref representa o background de referéncia. 70

Figura 22: Inibicdo do crescimento das células das leveduras C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis e C. mogii na auséncia de FLC (controle) e na
presenca de diferentes concentracdes de FLC (ug.mL™). A partir destes dados de inibicao
do crescimento em funcdo da concentracdo da substancia usada, foram determinadas as

ICso para cada levedura. 72

Figura 23: Células das leveduras C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C.
buinensis e C. mogii por DIC ap0s o ensaio de inibigdo de crescimento na presenca de FLC,
CaThi e FLC + CaThi. Barras de 5 um. 76

Figura 24: Células das leveduras C. pelliculosa e C. buinensis visualizadas por microscopia
eletrénica de varredura apds o ensaio de inibicdo de crescimento. Seta cheia (formacéo de
pseudohifas); seta aberta (aglomeragéo de células); asterisco (material amorfo). Barras de
10 um. 77

Figura 25: Inibicdo do crescimento do fungo F. solani tratado com 50 pg.mL™ de CaThi

durante 60 h de incubac&o. Controle - células crescidas na auséncia de CaThi. 78

Figura 26: Células de F. solani visualizadas por microscopia de campo claro ap6s 12, 24, 48

e 60 h de incubacdo com 50 pg.mL™ de CaThi. Barras de 20 pm. 79

Figura 27: Células de F. solani apés ensaio de permeabilizacdo da membrana, visualizadas
por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox green. As células
foram tratadas com 50 ug.mL™* com CaThi por 12, 24, 48 e 60 h de incubacg&o e em seguida,

analisadas quanto a permeabilizacdo da membrana. Barras de 20 um. 81

Figura 28: Producédo enddgena de H,O, dos esporos de F. solani através da andlise de
precipitacdo com DAB que precipitou no local da produgédo de H,O, formando uma é&rea

escura nos esporos. Esporos tratados com 50 pug.mL™ de CaThi em diferentes tempos de
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo caracterizar um peptideo presente na fracdo F1
que foi previamente isolado de frutos de pimenta (Capsicum annuum), e estudar sua
atividade antimicrobiana e sinergistica com a droga fluconazol, além de caracterizar
0 seu mecanismo de acao sobre células fungicas. O peptideo de 7 kDa da fracdo F1
foi submetido ao sequenciamento de aminoacidos N-terminal por degradacdo de
Edman. Este também foi submetido a ensaios de atividade antimicrobiana sobre
Saccharomyces cerevisiae, seis espécies de Candida e Fusarium solani. Para as
seis espécies de Candida testadas, a ICsy foi também determinada. Ensaios de
viabilidade e de permeabilizacdo da membrana plasmética, de andlise da producao
endogena de ROS, de funcionalidade mitocondrial, de ativacdo de caspase, de
translocacao da fosfatidilserina, localizacdo por fluorescéncia do peptideo de 7 kDa,
e o efeito da combinacao do peptideo com o fluconazol também foram investigados
em células de fungos. A estrutura parcial priméaria do peptideo de 7 kDa a partir da
fracdo F1 apresentou semelhanca com peptideos similares a tionina e, por esta
razdo o peptideo foi nomeado CaThi (Capsicum annuum tionina-like peptide). CaThi
teve uma forte atividade antimicrobiana sobre seis espécies de Candida
patogénicas, com ICs, variando de 10 a 40 pyg.mL™. A atividade antimicrobiana de
CaThi sobre as espécies de Candida foi candidacida; para as células de F. solani, 50
ug.mL™ foi capaz de inibir em 83% o desenvolvimento do fungo. Além disso, CaThi
causou permeabilizacdo da membrana plasmatica de todos os fungos testados e
induziu estresse oxidativo apenas em C. tropicalis e F. solani. Em S. cerevisiae
CaThi causou translocacdo da fosfatidilserina do folheto interno para o folheto
externo da membrana celular. Observou-se que CaThi foi capaz de causar a
dissipacdo do potencial da membrana mitocondrial, ativacdo de caspases e
alteracdo do fluxo de H* em células de C. tropicalis. CaThi foi encontrada no
citoplasma de C. albicans, C. tropicalis e F. solani, e adicionalmente foi localizada no
nacleo de C. tropicalis, sugerindo um possivel alvo nuclear. CaThi agiu
sinergicamente com fluconazol e inibiu todas as leveduras testadas, atingindo 100%
de inibicdo em C. parapsilosis e F. solani, com concentrac¢des inferiores ao ICsy. Os
resultados aqui relatados podem vir a contribuir para os esfor¢os futuros com o
objetivo de empregar este AMP derivado de plantas como novas substancias

terapéuticas e pesticidas.
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ABSTRACT

This work had the aim of characterizing one peptide presented in the F1 fraction
which was previously isolated from pepper fruits (Capsicum annuum) and to study its
antimicrobial and synergistic activity with the Fluconazole drug as well as to
characterize its mechanism of action against fungal cells. The 7 kDa peptide of F1
fraction was submitted to N-terminal amino acid sequence by Edman degradation. It
was also submitted to antimicrobial activity assays against Saccharomyces
cerevisiae, six Candida species and Fusarium solani. For the six Candida species
tested, the ICsp was also determined. Viability and plasma membrane
permeabilization assays, analysis of endogenous ROS production, mitochondrial
functionality, caspase activation, phosphatidylserine membrane leaflet translocation,
the 7 kDa peptide localization, and the combination effect of the 7 kDa plus
fluconazole were also investigated in fungi cells. The partial primary structure of the 7
kDa peptide from fraction F1 presented similarity with thionin-like peptides and for
this reason this peptide was named CaThi (Capsicum annuum thionin-like peptide).
CaThi had strong antimicrobial activity against six tested pathogenic Candida
species, with ICso ranging from 10 to 40 pg.mL™. CaThi antimicrobial activity on
Candida species was candidacidal; for F. solani cells, 50 pg.mL™ was able to inhibit
83% the development of this fungus. Moreover, CaThi caused plasma membrane
permeabilization in all fungi tested and induces oxidative stresses only in Candida
tropicalis and F. solani. In S. cerevisiae, CaThi caused phosphatidylserine
externalization of the inner leaflet to the outer leaflet of the cell membrane. We
observed that CaThi, was able to cause dissipation of mitochondrial membrane
potential, caspase activation and altered H* flux in C. tropicalis cells. CaThi was
localized in the cytoplasm of C. albicans, C. tropicalis and F. solani, and it was
addidionally localized in nuclei in C. tropicalis, suggesting a possible nuclear target.
CaThi acted synergistically with fluconazole inhibiting all tested yeasts, reaching
100% inhibition in C. parapsilosis and F. solani, with concentrations below their 1Csp.
The results reported herein may ultimately contribute to future efforts aiming to

employ this plant-derived AMP as a new therapeutic and pesticide substance.
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1. INTRODUCAO
1.1. Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) s&o
moléculas comuns do sistema de defesa imune de praticamente todas as formas de
vida, com representantes em organismos que variam desde bactérias, plantas,
peixes, aves, anfibios, insetos, mamiferos e até mesmo virus (Zasloff, 2002; Silva et
al., 2011; Teixeira et al., 2012). Estes participam de um antigo sistema de defesa, a
imunidade inata, que € o principal mecanismo de resposta para a maioria dos
organismos vivos durante 0s estagios iniciais de uma infeccdo (Brown e Hancock,
2006; Porto et al., 2012). Estes peptideos geralmente exibem uma ampla gama de
atividade inibitéria a qual inclui virus, bactérias, fungos filamentosos, leveduras,
protozoarios, insetos e outros (Berrocal-Lobo et al., 2009; Silva e Machado, 2012).
Os AMPs podem ser expressos constitutivamente ou induzidos em resposta a
exposicao a microrganismos invasores (Bowdish et al., 2005).

Os AMPs apresentam aproximadamente de 12 a 100 residuos de
aminoacidos, massa molecular inferior a 10 kDa, possuem de 2 a 9 residuos de
lisina ou arginina carregados positivamente que conferem uma carga liquida positiva
em pH fisiolégico (Van’t Hof et al., 2001; Lai e Gallo, 2009; Wu et al., 2010). A
presenca de um grande numero de residuos de cisteinas (4, 6 ou 8) € uma
importante caracteristica desses peptideos, sendo que estas se conectam aos pares
formando pontes dissulfeto, o que confere a essas moléculas uma alta estabilidade a
condicBes fisico-quimicas extremas (Broekaert et al., 1997; Benko-Iseppon et al.,
2010).

Esses peptideos apresentam uma estrutura tridimensional bastante variada,
incluindo a-hélices (magainina, cecropina e catalicidina), folhas B (a-defensina 1 de
humanos), uma combinacdo de a-hélices e folhas B (B-defensina 1 de humanos e
defensinas de plantas) e podem ainda apresentar uma configuracdo ciclica
(ciclotideos) ou uma estrutura linear e com loops flexiveis (indolicidinas) (Figura 1)
(Hancock et al., 2006; Silva et al., 2011).
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a-hélices ( Catalicidina LL-37) Folhas B ( a-defensina 1 de humanos) a-hélices/folhas B (B-defensina 1 de
humanos)

Ciclico (Kalata 12) Linear (indolicidina)

Figura 1: Representacdo esquematica das principais classes estruturais de peptideos
incluindo: a-hélices, p-folhas, mistura de a-hélices/B-folhas, ciclicos e lineares. As pontes
dissulfeto, nos AMPs que as possuem, sdo representadas pelas bolas interligadas. Entre

parenteses € apresentado o nome do AMP (Adaptada de Silva et al., 2011).

Os AMPs possuem um mecanismo de acdo que ainda ndo € completamente
conhecido. Contudo, de uma forma geral, se observa que AMPs carregados
positivamente podem agir diretamente sobre membranas celulares, negativamente
carregadas (Brogden, 2005). Varios modelos para a permeabilizacdo da membrana
pelos AMPs ja foram descritos, incluindo a formacao dos poros (tipo aduela de barril
ou poro toroidal), estreitamento de membrana (modelos balsas ou eletroporacao
molecular) e micelizacdo com um efeito detergente (modelo tapete). Apds esse
primeiro contato, seguido da permeabilizacdo, pode ocorrer o acesso dos AMPs ao
espaco intracelular, seguido do extravasamento de diferentes ions e outros
metabolitos, perda de componentes citoplasmaticos, dissipacdo de potenciais de
membrana e por fim a morte celular. Esses efeitos podem explicar a acgédo litica de
alguns AMPs sobre patégenos (Brogden, 2005; Giuliani et al., 2007; Teixeira et al.,
2012).
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No modelo aduela de barril, os dominios hidrofébicos do AMP interagem com
os grupos acil dos fosfolipideos de membrana, enquanto a porgéo hidrofilica do AMP
forma o interior do poro. Este tipo de poro transmembranar é induzido por AMPs
muito hidrofébicos (Figura 2A) (Brogden, 2005; Teixeira et al., 2012). No modelo
poro toroidal, os AMPs se inserem na membrana de forma perpendicular,
intercalados com os fosfolipideos, provocando uma curvatura nesta através da
ligacdo de sua face polar com a cabeca polar do lipideo, o que forma o poro toroidal.
Este tipo de poro é induzido por AMPs como as magaininas, protegrinas e melitina
(Yeaman e Yount, 2003; Teixeira et al., 2012) (Figura 2B). No modelo balsa, o AMP
se liga a membrana, gerando uma massa desproporcional, que direciona a
translocacdo do AMP pela mesma, produzindo uma curvatura (Figura 2C) (Pokorny
et al., 2002; Teixeira et al., 2012). No modelo tapete, uma alta concentracdo de
AMPs se liga paralelamente a membrana e desestabiliza sua estrutura fluida sem
atravessar a bicamada, provocando ruptura e formando micelas (Figura 2D)
(Yeaman e Yount, 2003; Teixeira et al.,, 2012). No modelo de eletroporagao
molecular, os AMPs sdo capazes de gerar um campo elétrico externo, por sua
densidade de carga, produzindo poros na membrana. Este mecanismo é
particularmente importante para descrever a acdo dos AMPs que apresentam
atividade antimicrobiana sem a formacdo aparente de poros transmembranares,
fornecendo uma nova visdo para 0s meios pelos quais os AMPs aumentam a
permeabilidade da membrana, sem necessariamente se inserirem na membrana
para causar a sua ruptura (Figura 2E) (Teixeira et al., 2012).

Embora a permeabilizacdo da membrana celular seja um fator importante
para a atividade antimicrobiana dos AMPs, varios estudos indicam que a
permeabilizacdo sozinha ndo é suficiente para explicar o amplo espectro de
atividade antimicrobiana apresentado pelos AMPs (Jenssen et al.,, 2006; Franco,
2011). Apés a interacdo com a membrana, os AMPs podem disparar uma série de
reagOes subsequentes como: inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do
inglés reactive oxygen species); inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo da
atividade mitocondrial e também podem disparar cascatas de sinalizacdo que
conduzem a apoptose (Yonezawa et al., 1992; Boman et al., 1993; Helmerhorst et al,
1999; Aerts et al., 2009; Carvalho e Gomes, 2009; Kulkarni et al., 2009; Mello et al.,
2011; Teixeira et al., 2012, Vieira et al., 2015).
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Figura 2: Representagcdo esquematica dos mecanismos de permeabilizagcdo de membrana
propostos para os peptideos antimicrobianos e membranas de bactérias. A) Modelo aduela
de barril; B) Poro toroidal; C) Modelo balsa; D) Modelo tapete; E) Eletroporacdo molecular
(Adaptado de Nguyen et al., 2011).

1.2. Peptideos Antimicrobianos de Plantas

As plantas, por serem organismos sésseis, estdo constantemente sujeitas a
inUmeros fatores de estresses abioticos, como umidade, variagdes de temperatura e
pH e a estresses bibdticos como as infec¢gbes por virus, bactérias e fungos, além de
herbivoria, principalmente por insetos, durante todo seu ciclo de desenvolvimento
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(Mithofer e Boland, 2012). No entanto, ao longo do processo de evolucao, diversas
formas de defesa foram selecionadas pelas plantas, dentre elas a sintese de
componentes com alta atividade antimicrobiana, que podem ser divididos segundo a
sua natureza quimica em: metabdlitos secundarios (fitoalexinas e fitoanticipinas) e
em polipeptideos antimicrobianos, os quais sdo por sua vez subdivididos em dois
grupos: polipeptideos com massa molecular superior a 10 kDa e polipeptideos com
massa molecular inferior a 10 kDa, chamados de AMPs (Tulasi e Nadimpali, 1997;
Wittstock e Gershenzon, 2002; Egorov e Odintsova, 2012).

AMPs de plantas compartilham das caracteristicas gerais dos AMPs como
carga global positiva, a presenca de ligacdes dissulfeto e o fato de possuirem a
membrana citoplasméatica como principal alvo (Castro e Fontes, 2005). Os AMPs de
plantas podem ser divididos levando-se em consideracdo as suas caracteristicas
estruturais (Tabela 1). Dentre eles, podem-se encontrar as proteinas transportadoras
de lipideos (LTPs, do inglés lipid transfer proteins), as quais inicialmente se
acreditavam participar do transporte de lipideos entre organelas; as snhakinas,
inicialmente isoladas de batata (Solanum tuberosum); as defensinas, inicialmente
isoladas de sementes de cevada (Hordeum vulgare); as tioninas, sendo a
purotionina, isolada de trigo (Triticum aestivum), a primeira proteina cuja atividade
contra patégenos de plantas foi detectada in vitro; os peptideos tipo-heveina,
descritos inicialmente como os peptideos mais abundantes do latex de seringueiras
(Hevea brasiliensis); os peptideos tipo-knotina, isolados inicialmente de sementes de
maravilha (Mirabilis jalapa); os peptideos MBP-1, isolados de milho (Zea mays);
pequenos peptideos denominados Ib-AMPs, isolados de sementes de balsamina
(Impatiens balsamina); os peptideos circulares, conhecidos como ciclotideos
encontrados nas familias das Rubiaceae e Violaceae e os inibidores de proteinases,
isolados de sementes de pimenta (Capsicum annuum L.) (Benko-lseppon et al.,
2010).
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Tabela 1. Familias de peptideos antimicrobianos de plantas incluindo: classificacao,

caracteristicas estruturais, banco de dados e nimero de pontes dissulfeto. PDB? refere-

se ao Protein Database e, PD? ao nimero de pontes dissulfeto (Adaptada de Benko-

Iseppon et al., 2010).

FAMILIA

NOME

ESTRUTURA
PROTEICA

PDB!?

PD?

REFERENCIA

Defensina de
planta

Rs-AFP2

1AYJ

Terras et al.,
1992
Aerts et al.,
2007
Tavares et al.,
2008

a- e B-tioninas

a-1
purotionina

1BHP

Ohtani et al.,
1977

Tioninas

Crambina

1AB1

Schrander-
Fischer e Apel,
1994

Proteina
transportadora
de lipideos

Ace-AMP1

1T12

Cammue et al.,
1995
Carvalho et al.,
2001
Diz et al., 2006
Zottich et al.,
2011

Proteina do
tipo heveina

Ace-AMP2

1HEV

Broekaert et al.,
1992
Lipkin et al.,
2005

Knotina

Mj-AMP1

1DKC

Cammue et al.,
1992
Garcia-Olmedo
et al., 2001

Macadamia

MiAMP1

1C01

Marcus et al.,
1997
McManus et al.,
1999
Stephens et al.,
2005
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continuagao.

Impatiens

ib-AMP1

Tailor et al.,
1997
Patel et al.,
1998
Thevissen et
al., 2005
Wang et al.,
2009

Milho-AMP

MBP-1

Duvick et al.,
1992

Puroindolinas

Puroindolina
A

Blochet et al.,
1993
Gautier et al.,
1994
Dhatwalia et al.,
2009

Snakinas

SN1

Segura et al.,
1999
Berrocal-Lobo
et al., 2002

Ciclotideos

Kalata B1

Jennings et al.,
2001
Kamimori et al.,
2005
Sando et al.,
2011

Inibidores de
proteinases

CaTi

Ribeiro et al.,
2007

De maneira geral, os AMPs de plantas apresentam um mecanismo de acéo

gue envolve a interacdo com diferentes estruturas de membrana, levando a

formacao de canais io6nicos, culminando no aumento da permeabilidade e podendo

levar a morte celular (Giuliani et al., 2007). Além de seu papel fundamental na

protecdo do hospedeiro, € importante utilizar essas moléculas como modelos de

estudo a fim de se determinar seu exato mecanismo de acao antimicrobiano, devido

a potencial atividade contra microrganismos patogénicos, incluindo aqueles que

apresentam resisténcia a compostos antimicrobianos convencionais (Zasloff, 2002;

Hammami et al., 2009).
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Apesar da grande variedade de AMPs de plantas, apenas trés foram
melhores caracterizados: as defensinas de plantas, as LTPs e as tioninas (Broekaert
et al., 1997; Egorov et al., 2005; Carvalho e Gomes, 2007; 2009).

As defensinas de plantas sdo peptideos pequenos (45 — 54 residuos de
aminoécidos) que apresentam massa molecular entre 5 e 8 kDa. S&o altamente
bésicos, ricos em cisteinas (oito residuos) o que permite a formacdo de quatro
pontes dissulfeto, e possuem atividade antimicrobiana em concentracdes
micromolares (Thevissen et al., 2003a; Aerts et al., 2008; Carvalho e Gomes, 2009).
Foram primeiramente isoladas de sementes de trigo e cevada (Colilla et al., 1990).
Elas sdo ativas contra varias classes de fungos fitopatogénicos e também patégenos
de humanos como, por exemplo, a levedura Candida albicans (Thevissen et al.,
2003b). Em relacdo ao modo de acdo das defensinas de plantas, foi mostrado que
elas induzem uma variedade de respostas na membrana fangica, resultando na
alteracdo do fluxo de Ca?* e K* e mudancas no potencial de membrana (Thevissen
et al., 1996; 1999; 2003b). Também ja foi verificado que algumas defensinas
necessitam de ligantes especificos (esfingolipideos) na membrana alvo de leveduras
(Thevissen et al., 2004). Outras observacfes importantes foram a descoberta de que
as defensinas induzem a producédo enddégena de ROS em células de C. albicans
(Aerts et al., 2007; Mello et al., 2011) e que também o modo de acdo pode estar
relacionado com um alvo intracelular (Lobo et al., 2007; Mello et al., 2011).

As LTPs pertencem a outro grupo de AMPs de plantas bem caracterizado.
Estes sdo peptideos que podem ser agrupados em duas diferentes familias. As
LTPs do tipo 1 possuem uma massa molecular de aproximadamente 9 kDa, séo
basicas, possuem de 90 - 95 residuos de aminoacidos e apresentam ponto
isoelétrico entre 9 e 10. J& as LTPs do tipo 2 possuem uma massa molecular em
torno de 7 kDa, e em geral apresentam em torno de 70 residuos de aminoéacidos e
um alto ponto isoelétrico. Quatro pontes dissulfeto sdo conservadas em ambos os
tipos de LTPs (Castro e Fontes, 2005; Carvalho e Gomes, 2007; Sels et al., 2008).
Muitas LTPs ja foram isoladas de diferentes espécies de plantas e caracterizadas
por possuirem atividade antifingica in vitro, estando envolvidas no processo de
inibicdo do crescimento de fungos e bactérias (Terras et al.,1992; Molina et al., 1993;
Carvalho e Gomes, 2007). Estudos tém demonstrado que as LTPs apresentam a
capacidade de inibir o crescimento de muitos fitopatogenos como Pseudomonas
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solanacerum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Trichoderma viride (Terras et al.,
1992; Molina et al., 1993; Carvalho et al., 2001; Carvalho e Gomes, 2007). O
mecanismo de inibicdo do crescimento de microrganismos na presenca deste
peptideo ainda nao foi determinado, mas ja foi visto que LTPs de sementes de
girassol e pimentdo sdo capazes de permeabilizar membranas fangicas, quando
visualizadas na presenca do corante Sytox green (Regente et al., 2005; Diz et al.,
2006). Esses dados indicam que um evento de permeabilizacdo da membrana do
microrganismo pode estar envolvido ou fazer parte do mecanismo de acdo das
LTPs.

O terceiro grupo de peptideos de plantas mais caracterizado sé@o as tioninas,

objeto de estudo deste trabalho e por isso melhor detalhado abaixo.

1.3.Tioninas

As tioninas constituem uma familia de peptideos basicos (pl > 8), com baixa
massa molecular (~ 5 kDa) e séo ricos em residuos de arginina, lisina e cisteinas.
Seus diversos membros tém alta similaridade de sequéncia e de estrutura, além de
apresentarem efeitos toxicos contra microrganismos, células animais e vegetais
(Castro e Fontes, 2005, Kido et al., 2010). Em 1942, Balls e colaboradores
cristalizaram e purificaram uma molécula téxica a partir do endosperma de trigo
(Triticum aestivum), de natureza proteica, de baixa massa molecular, com alto teor
de enxofre, denominada purotionina, sendo este o primeiro registro de uma tionina.
Desde entédo diferentes tioninas vém sendo isoladas de uma grande variedade de
espécies de plantas, tanto de monocotiledéneas quanto de dicotiledbneas
(Broekaert et al., 1997).

O nome tionina é utilizado para dois grupos de peptideos de plantas distintos,
sendo os melhores caracterizados: as a-/pB-tioninas O segundo grupo, denominado
de y-tioninas foi inicialmente considerado como um novo subgrupo das tioninas, por
apresentarem a mesma massa molecular e similaridade do padrédo de pontes
dissulfeto, mas sua conformacgdo estrutural as diferenciava das a-/B-tioninas
(Broekaert et al., 1997; Terras et al., 1995; Thevissen et al., 2004). Devido a sua
similaridade estrutural com as defensinas de insetos e mamiferos, as y-tioninas
foram renomeadas como defensinas de plantas (Terras et al., 1995; Stec, 2006). As
tioninas estdo presentes em quase todos os tecidos fundamentais da planta, se
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localizam predominantemente no meio intracelular, mas também podem ser
encontradas no espaco extracelular das plantas, em diversos tecidos (Benko-
Iseppon et al., 2010). Sua ampla distribuicdo a partir do endosperma as folhas e a
sintese deste peptideo em resposta a invasado bacteriana, sugerem um papel
importante na defesa contra patégenos (Bohlmann e Apel, 1991). O seu efeito toxico
foi descrito a partir da lise membranar, no entanto o mecanismo preciso da
toxicidade permanece desconhecido. A atividade antifingica das tioninas € um
resultado de interacdes diretas proteina-membrana pela interacdo eletrostatica de
tioninas carregadas positivamente com fosfolipideos de carga negativa nas
membranas de fungos, o que pode resultar na formacédo de poros ou em uma
interacdo especifica com um dominio lipidico (De Lucca et al., 2005; Nawrot et al.,
2014).

1.3.1. Classificacao das Tioninas

As a-/B-tioninas sdo classificadas em cinco tipos estruturais (I - V) com base
em suas estruturas primarias e padrées de formacéao de pontes dissulfeto.

Tioninas do tipo |: tem como representantes as purotioninas, estao presentes
no endosperma dos graos da familia Poaceae, sao altamente basicas e possuem 45
residuos de aminodacidos, sendo oito deles cisteinas, permitindo a formacédo de
quatro pontes dissulfeto. Tioninas do tipo II: foram isoladas de folhas e frutos da
planta Pyrularia pubera e também de folhas de cevada (H. vulgare). Estas sao
menos basicas que as tioninas do tipo | e possuem de 46 - 47 residuos de
aminoéacidos, formando quatro pontes dissulfeto. Tioninas do tipo Ill: tém sido
extraidas das folhas e caules de espécies de visco como Viscum album,
Phoradendron tomentosum, Phoradendron liga e Dendrophthora clavata tendo em
torno de 45 - 46 residuos de aminoé&cidos. As tioninas do tipo Ill possuem apenas
seis residuos de cisteina, o que permite a formacdo de trés pontes dissulfeto as
quais sdo conservadas, como as cisteinas das tioninas do tipo | e Il em relagdo a
formacado das pontes disulfeto e possuem um caracter menos béasico que as do tipo
I. Tioninas do tipo IV: estas foram isoladas de sementes de Crambe abyssinica, séo
representadas pela crambina, possuem 46 residuos de aminoacidos, formam trés
pontes dissulfeto, apresentam carga neutra, no entanto possuem um caracter
hidrofébico, sdo anfipaticas possuindo dois residuos de arginina. As tioninas do tipo
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V sao formas truncadas de tioninas regulares encontradas em alguns grdos como,
por exemplo, no trigo (Vernon, 1992; Milbradt et al., 2003; Egorov et al., 2005; Stec,
2006).

A estrutura secundaria das tioninas € bem conservada sendo composta de
duas folhas-p e duas a-hélices antiparalelas, com residuos hidrofébicos e hidrofilicos
segregados no exterior e interior da superficie das hélices, respectivamente (Figura
3). Essa distribuicdo anfipatica confere as tioninas sua capacidade de romper as
membranas microbianas e lipossomas (Bohlmann e Apel, 1991; Caaveiro et
al.,1997). Uma das tioninas melhor estudada estruturalmente € viscotoxina isolada a
partir de folhas e caules de V. album. Este tionina € toxica contra diferentes
linhagens celulares, particularmente contra células tumorais. Esta tionina induz o
aparecimento de imperfeicbes na superficie de membranas que levam a
desestabilizacdo e destruicdo das mesmas (Guzman-Rodriguez, 2015). As tioninas
foram incluidas no grupo PR-13 de proteinas relacionadas a patogénese (PR, do
inglés pathogenesis related) devido ao aumento de sua expresséo frente ao ataque
de patdgenos (Epple et al., 1997). Estudos mostram ainda o aumento da resisténcia
a patégenos fungicos ou bacterianos em plantas transgénicas expressando genes
para tionina. Estes estudos indicam claramente que a superexpressdo de uma Unica
tionina desequilibra a interacdo planta-patdégeno, reforcando ainda mais o papel das

tioninas na defesa de plantas (Kido et al., 2010).
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N-terminal

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura tridimensional de uma tionina
representada pela viscotoxina A3 isolada de V. album mostrando os elementos da estrutura

secundaria (cinza) e as pontes dissulfeto (amarelo). PDB ID: 1EDO, Software mmdb.

1.3.2. Atividades in vitro e Mecanismo de Acdo das Tioninas

A principal caracteristica das tioninas, com excec¢ao da crambina, € seu efeito
toxico em sistemas biol6gicos. Muitas delas sdo téxicas contra leveduras, fungos
fitopatogénicos, bactérias Gram positivas e Gram negativas, protozoarios e insetos
(Lee et al., 2000, Stec, 2006; Berrocal-Lobo et al.,2009; Kido et al., 2010). Além da
atividade toxica contra diversos organismos, outras atividades tém sido descritas
para as tioninas, como por exemplo: efeito citotdxico em células tumorais; efeito
inibitério em sistemas in vitro, sendo capazes de inibir a sintese de proteinas em
sistemas de células-livres provavelmente através de uma interagdo direta com
MRNA ou a nivel traducional; interferencia na sintese do DNA,; inibi¢cd da atividade
de B—glucuronidases; fortes efeitos imunomodulatorios (Castro e Fontes, 2005).

Alguns trabalhos ja demonstraram que as tioninas atuam como proteinas de reserva
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fornecendo uma fonte de enxofre e especialmente como efetores na defesa de
plantas (Castro e Fontes, 2005; Kido et al., 2010).

Quanto ao mecanismo de acao das tioninas sobre microrganismos, este foi
primeiro investigado na levedura Saccharomyces cerevisiae. Foi mostrado que uma
tionina de sementes de T. aestivum causava permeabilizacdo nas células desta
levedura, o que foi evidenciado pelo extravasamento no meio de cultura de diversos
fons como K* e PO4* e também, de alguns componentes celulares (Broekaert et al.,
1997). Thevissen et al. (1996) demonstraram que a-hordotionina alterou a
permeabilidade da membrana do fungo Neurospora crassa causando um aumento
da entrada de Ca?*, efluxo de K*, além de alcalinizagdo do meio.

Muitas evidéncias experimentais indiretas indicam que as tioninas formam
poros e/ou desintegracdo da membrana plasméatica, seguido de uma massiva
despolarizacdo e perda de componentes do citoplasma, mediante aumento da
concentracédo de tionina no meio. No entanto, apenas alguns estudos diretos em
condicbes bem controladas foram efetuados e o0 mecanismo preciso de
permeabilizacdo da membrana causada pelas tioninas permanece desconhecido
(Stec, 2006).

Trés mecanismos tém sido propostos para a acdo da tioninas em membranas
citoplasmaticas. O primeiro mecanismo propde que as tioninas se organizam na
superficie de uma bicamada, formando um canal ion-seletivo (Hughes et al., 2000).
Esta proposta € suportada por estudos de correntes ibnicas, no entanto, essa
proposta ndo suporta a visao de que apenas a formacao de canais idnicos € a Unica
ou a direta razdo para a lise celular. Na segunda proposta as tioninas modificam a
superficie da membrana citoplasmatica pela formacdo de um “tapete” de tioninas,
aumentando a rigidez da membrana e o aumento simultaneo da fluidez nas bordas
do tapete fazendo com que a membrana entre em colapso (Richard et al., 2002). O
terceiro mecanismo indica que, apos a ligacdo das tioninas a membrana, ocorre um
efeito combinado do enrijecimento da membrana e a retirada dos fosfolipideos
levando a desestabilizag&o final da membrana (Stec et al., 2004).

Entretanto diferentes efeitos parecem ser decorrentes da perda da integridade
da membrana plasmatica, como a despolarizagdo da membrana, e aumento da
permeabilidade de ions, ligagdo direta ao DNA e RNA, inibicdo da sintese proteica,
inibicdo da sintese de DNA através da inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase
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(Nakanishi et al., 1979; Thevissen et al.,1996; Li et al., 2002, Stec, 2006). Todos
estes acontecimentos, que se seguem a lise da membrana celular, podem ampliar
os efeitos téxicos iniciais, e levar a alteracdo de muitos processos celulares cruciais,

culminando na morte celular.

1.4. Fungos de Importancia Agricola e Médica
1.4.1. Fitopatdégenos do Género Fusarium

Fungos filamentosos sédo importantes agentes fitopatogénicos, podendo estes
ser os maiores causadores de doencas de plantas, agindo como parasitas
obrigatorios ou facultativos. No Brasil, muitas culturas de plantas economicamente
importantes tém sua produtividade diminuida devido a ocorréncia de doencas
causadas por fungos fitopatogénicos. Somente na éarea agricola, o dispéndio
brasileiro em agrotoxicos atinge a cifra de US$ 1,6 bilh6es/ano, correspondendo a
um alarmante volume de produtos altamente poluentes langcados no campo
diariamente, trazendo inumeros efeitos adversos, incluindo toxicidade ao homem e
organismos nao alvos (Kalpana et al., 2005; Di Maro et al., 2010). Paradoxalmente,
apesar do uso crescente de defensivos agricolas, observa-se um aumento das
doencas em plantas causadas por fungos que estdo se tornando cada vez mais
resistentes aos fungicidas atualmente disponiveis.

Entre os fitopatdégenos de relevancia agrondmica estdo os fungos do género
Fusarium. Estes sdo saprofiticos, e estdo presentes em regides de clima tropical e
temperado, sendo amplamente distribuidos no solo, plantas e outros substratos
organicos (Summerell et al., 2010). O género Fusarium constitui um dos grupos de
fungos filamentosos mais estudados, e contém algumas das espécies de patégenos
de plantas mais importantes economicamente que afetam culturas de milho, trigo,
batata, banana, tomate e numerosos outros vegetais (Brown et al., 2006). Fungos
deste género apresentam facilidade em formar diversas colbnias nas plantas e,
consequentemente, espalham-se rapidamente para o solo e outras plantas
(Burgess, 1981). Doencas causadas por esses fitopatbgenos ndo sO levam a
diminuicdo da producgdo, como também podem comprometer as colheitas devido a
producdo de micotoxinas que afetam a saude do consumidor (Summerell et al.,

2010; van der Lee et al., 2015). Infeccbes causadas por Fusarium causam perdas de
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bilhdes de délares sendo necessarios grandes investimentos em pesticidas e outras
medidas para manté-los sob controle (van Diepeningen e Hoog, 2016).

Na area agrondmica, varias estratégias tém sido adotadas ao longo dos anos,
para minimizar as doengas causadas por Fusarium e outros fungos fitopatogénicos
nas lavouras. Essas estratégias sdo baseadas em métodos genéticos, quimicos e
biolégicos. O uso de gendtipos resistentes é uma das principais abordagens
genéticas utilizadas (Gravina et al., 2004; Lapin e van den Ackerveken, 2013), mas
iSSO se restringe a poucas culturas e fitopatdgenos. Portanto, a descoberta de novos
agentes antifungicos, particularmente aqueles produzidos pelas proprias plantas, é
de suma importancia (Xuan et al., 2003; Mahlo et al., 2010; Pane et al., 2013).
Durante a ultima década, muitos estudos tém sido concentrados na analise de
proteinas antifungicas de diferentes fontes vegetais, pelo valor econémico que elas
agregam dada a sua capacidade em proteger culturas importantes do ataque desses
patogenos (Park et al., 2007; Hegedls e Marx, 2013).

Outra grande preocupacdo em relacdo a este género € que um grande
namero de espécies de Fusarium, ndo s6 sdo capazes de causar infeccbes em
plantas, mas também em animais e humanos (Nucci et al.,, 2014). O namero de
casos registrados de infeccbes humanas causadas por Fusarium spp. esta
aumentando em todo o mundo devido a um aumento no numero de pessoas
suscetiveis e imunocomprometidas, que hoje podem ser diagnosticadas devido ao
desenvolvimento de melhores métodos de deteccdo da infeccdo (Nucci et al., 2014;
Dalyan-Cilo et al., 2015). Sete complexos de espécies oportunistas podem causar
infeccbes em seres humanos sdo elas: Fusarium solani, Fusarium oxysporum, F.
incarnatum-equiseti, F. fujikuroi, F. chlamydosporum, F. dimerum e F.
sporotrichioides. Em particular, os membros dos complexos de espécies de
Fusarium solani e F. oxysporum tém sido encontrados em infeccdes humanas em
todo o mundo (O’'Donnell et al., 2008, 2009; van Diepeningen e Hoog, 2016). Um
dos principais problemas dessas infeccbes é o fato de que sdo espécies de
Fusarium relativamente mais insensiveis aos compostos antifungicos disponiveis no

mercado, principalmente aos derivados de azdis (Nucci et al., 2007; Guarro, 2013).
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1.4.2. Candida sp: um Problema Emergente

Leveduras do género Candida, principalmente a espécie C. albicans, sao
leveduras que se relacionam com o hospedeiro de forma comensal e podem ser
isoladas a partir do trato gastrointestinal, mucosa oral e vaginal de muitos, se nao,
de todos os individuos saudaveis. No entanto, ndo causam problemas normalmente,
mas podem causar infecgdes em individuos que estejam com o sistema imunoldgico
comprometido (Millon et al.,1994; Morschhauser, 2016).

Existem mais de 150 espécies de Candida, mas somente 15 s&o
reconhecidas como frequentes patégenos ao homem, sédo elas: C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
dubliniensis, C. pelliculosa, C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C.
rugosa e C. norvegenis (Pfaller et al.,2005; Pappas, 2006).

O numero de infec¢Bes causadas por Candida tem aumentado nos ultimos
anos, principalmente devido ao aumento da populacdo de risco, que incluem
transplantados, pacientes com cancer e pacientes soro positivos para HIV. Essa
deficiéncia do sistema imune pode ocasionar infeccOes superficiais e localizadas,
chamadas de candidiase e infeccfes sistémicas chamadas de candidemia (Millon et
al.,1994; Brown et al., 2012; Perlin et al., 2015). A candidemia, por exemplo, € a
forma de infeccdo mais preocupante, responsavel por elevados indices mundiais e
brasileiros de mortalidade de 40% e 61%, respectivamente, indices de mortalidade
maiores que 0s provocados por infec¢cdes bacterianas (Pappas, 2011; Rossi, 2011).
Dados ainda mais alarmantes revelam que o nimero de infec¢des fangicas no Brasil
€ de 2 a 8 vezes maior do que nos Estados Unidos e na Europa (Colombo et al.,
2007; Rossi, 2011)

C. albicans é hoje a principal causa de candidiase e candidemia, sendo a
qguarta causa mais comum de infec¢cdes hospitalares (Gudlaugsson et al., 2003;
Pappas et al., 2003; Arendrup, 2010). A epidemiologia de infec¢cées por Candida, no
entanto, vem mudando nos ultimos anos, sendo observado um numero cada vez
maior de pacientes infectados com espécies ndo-albicans, dentre essas, as de maior
importancia clinica sdo C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, que
juntas sao responsaveis por 90% dos casos de candidiase em todo o mundo (Pfaller
et al., 2010; Pfaller et al., 2011). Outro problema emergente sdo as infec¢des entre
bebés que nascem muito abaixo do peso, causadas geralmente por C. albicans e C.
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parapsilosis. No entanto, quase todas as espécies de Candida ja foram reportadas
como causadoras desse problema (Chapman, 2007; Pacifici, 2016).

Essa mudanca epidemiologica de infecgbes causadas por Candida esta
relacionada em parte a selecédo de cepas de Candida menos susceptiveis as drogas,
devido ao uso generalizado de drogas azolicas, principalmente o fluconazol, como
um agente profilatico e terapéutico (Sanguinetti et al., 2015)

As diferentes espécies de Candida exibem variagcbes no grau de
susceptibilidade as drogas azdlicas, por exemplo, a espécie C. krusei €
intrinsecamente resistente ao fluconazol com uma alta taxa global de resisténcia de
guase 80%, ja C. glabrata, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis possuem uma
taxa menor de resisténcia primaria ao fluconazol variando de 4 a 16%. Entretanto o
namero de espécies raras de Candida que apresentam resisténcia aos azois vem
aumentando a cada ano (Pfaller et al., 2010).

Apesar de ser menos comum que a resisténcia intrinseca, estudos tem
mostrado que a resisténcia adquirida estd surgindo em todo o mundo. Estudos
mostram que o uso prolongado de fluconazol em pacientes HIV positivos com
infec¢des fangicas tem favorecido a aquisicdo de resisténcia, especialmente em
espécies como C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (Sanglard, 2002). Outra
grande preocupacdo é a resisténcia cruzada entre as espécies de Candida para
diferentes antifingicos. A resisténcia cruzada entre os azois ja foi observada para
muitas espécies de Candida, incluindo C. glabrata, C. albicans, C. tropicalis e C.
parapsilosis, espécies consideradas susceptiveis ao fluconazol comecam a
apresentar reduzida suscetibilidade, bem como o surgimento de isolados resistentes
e multirresistentes (Krcmery e Barnes, 2002).

As doencas humanas causadas por fungos tém causado grandes prejuizos
econdmicos mundiais. SO os Estados Unidos gastaram entre o ano de 2008 e 2011,
cerca de 7 bilhdes de dolares por ano, no tratamento de pacientes acometidos por
infeccbes causadas por fungos resistentes as drogas comerciais disponiveis no
mercado. Esse prejuizo aumenta a cada ano e estima-se que pelo menos 60 mil
dolares sdo gastos a mais, para tratar um paciente com infeccbes fungicas
invasivas, do que o tratamento de um paciente internado sem a infeccdo (Menzin et
al.,2011; Neoh et al., 2014).
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1.5. Fluconazol

O fluconazol pertence a classe dos derivados azolicos, mais especificamente
aos triazois. E um composto sintético facilmente soltivel em agua, o que confere uma
das caracteristicas mais importantes da droga, sua elevada penetracdo nos liquidos
bioldgicos de todos os organismos (Casalinuovo et al., 2004). Os azéis tém sido uma
das classes de drogas antifiungicas mais utilizadas por décadas contra diversos
fungos, tendo como alvo a via de biossintese de ergosterol de fungos (Cowen,
2008).

O mecanismo de acdo dos derivados azolicos se d& pelo bloqueio da
incorporagao do acetato de ergosterol, inibindo a lanosterol 14-a-esterol demetilase
ou ERG11p, por interferéncia no citocromo P-450 e levando ao acumulo de um
esterol intermediario na via de biossintese do ergosterol o 14-a-metil-3,6-diol que é
toxico a membrana do fungo (Figura 4). Este metilesterol ndo possui a mesma forma
e propriedades fisicas que o ergosterol, e seu acumulo na membrana plasmatica do
fungo leva a formacdo da membrana com propriedades alteradas, prejudicando as
funcBes béasicas, necessarias para o seu desenvolvimento (Lupetti et al., 2002;
Cowen, 2008).

Dentre os derivados azolicos, o fluconazol é o mais utilizado e efetivo para o
tratamento de candidiase. Entretanto, inUmeros relatos de falhas no tratamento
estdo aparecendo na literatura, devido ao aparecimento de cepas resistentes a azois
gue superexpressam transportadores de efluxo de multidrogas incluindo a familia
ABC (do inglés ATP-binding cassette transporters) ou MFS (MFS, do inglés major
facilitator superfamily) (Cannon et al., 2009; Iwazaki et al., 2010).

Sao pelo menos trés, os principais mecanismos descritos para a aquisicao de
resisténcia aos azéis por diferentes espécies de Candida. O primeiro mecanismo
associado a resisténcia dos azois é a superexpressao de transportadores de efluxo
de multidrogas, resultando na diminuicdo da concentracdo da droga na enzima alvo
da célula fungica, a lanosterol 14-a-esterol demetilase. Em espécies de Candida
essas bombas de efluxo da superfamilia ABC séo codificadas pelos genes CDR (do
inglés, Candida drug resistance) e os genes MDR (do inglés, multidrug resistance)
codificam os transportadores MFS. Ja foi demonstrado que a inducdo de bombas de
efluxo codificadas por CDR confere resisténcia a quase todos azois, enquanto a
inducao das bombas de efluxo codificadas por MDR parece ser seletiva apenas para
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resisténcia ao fluconazol. Diversas espécies de leveduras do género Candida
apresentaram esse aumento da regulagédo das bombas de efluxo, codificadas tanto
por genes CDR e MDR conferindo resisténcia as drogas azdlicas, dentres elas C.
albicans, C. glabrata e C. dubliniensis (Sanglard et al.,1995; Pfaller, 2012).

Outro mecanismo comum de resisténcia a azois envolve a alteracdo ou o
estimulo da expressdo da enzima alvo a lanosterol 14-a-esterol demetilase, que é
codificada pelo gene ERG11. As muta¢cBes neste gene impedem ligacdo dos azois
no sitio enzimatico. Em C. krusei a resisténcia intrinseca ao fluconazol tem sido
atribuida a reduzida afinidade de ERG11p ao fluconazol. Estudos mostraram que
isolados de Candida de alguns doentes, com susceptibilidade reduzida a azois
tinham concentragdes intracelulares de ERG11p mais elevadas que as de cepas
susceptiveis a azois; assim, a droga em concentracdes terapéuticas normais néo
inibe a sintese de ergosterol (Sanglard e Odds, 2002; Perlin et al., 2007).

O terceiro mecanismo de resisténcia as drogas azodlicas envolve o
desenvolvimento de vias alternativas. Mutagées no gene ERG3 evitam a formacéo
de 14-a-metil-3,6-diol que é téxico a membrana do fungo, transformando-o em 14-a-
metilfecosterol que ndo é toxico. Mantendo deste modo a funcionalidade da
membrana plasmética e, portanto, anula os efeitos deletérios dos azdlis nas

membranas flngicas (Lupetti et al., 2002).

Azois
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Figura 4. Representagcdo esqueméatica do modo de acdo dos azois. Os azois, tais como o
fluconazol, inibem ERG11p, causando o bloqueio da producédo de ergosterol e levando ao
acumulo de um esterol intermediario toxico para as células fungicas (adaptado de Cowen,
2008).
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1.6. As Pimentas do Género Capsicum

Nativo das Américas, o género Capsicum conta com mais de 30 espécies ja
descritas, e pertence a familia das Solanaceae. Das diferentes espécies de
Capsicum existentes, apenas cinco delas sdo consideradas domesticadas: C.
annuum var. annuum, C. baccatum var. pendulum, C. chinense, C. pubescens e C.
frutescens, sendo estas espécies identificadas pelas suas caracteristicas
morfologicas. Entre estas, estdo a morfologia da flor, incluindo cor, constricdo do
calice e numero de flores por axila, as quais sdo as mais utilizadas nas descricdes
taxondémicas (Pozzobon et al., 2006; Moscone et al., 2007; Ince et al., 2010).

No Brasil, 0 género Capsicum é de grande importancia cultural, econémica e
bioldgica, devido a utilizacdo dos frutos na preparacéo de pratos tipicos e regionais.
As diferentes formas da utilizacdo desses frutos estédo relacionadas com aspectos
multiculturais e étnicos e € provavelmente o resultado da diversidade genética
observada em cada regido do pais, ja que o Brasil é considerado um dos centros de
diversidade de Capsicum (Sudré et al., 2010).

Embora o cultivo de pimentas ainda seja feito de maneira rustica, estima-se
gue o mercado movimenta cerca de 100 milhdes de ddlares por ano (Ribeiro et al.,
2008). Ainda de acordo com os autores, as pimentas vermelhas representam o
terceiro lugar na producdo e consumo de vegetais para utilizacdo de temperos no
Brasil, perdendo apenas para o alho e cebola (Simonne et al., 1997; Rodriguez-
Burruezo et al 2010).

Além de sua indispensavel utilizacdo na culinaria devido as suas propriedades
organolépticas, este género € nutritivo sendo muito rico nas vitaminas A, B e C,
acido félico, tiamina e também em minerais como molibdénio, manganés e potassio.
Adicionalmente, na area médica, este género tem inUmeras propriedades
farmacoldgicas devido a presenca de alcaléides conhecidos como capsaicindides
(Reyes-Escogido et al., 2011). Em algumas partes do mundo, as pimentas sao
utilizadas como estimulante digestivo, como afrodisiaco, no combate a disenteria e
as infeccdes intestinais, além de seu uso como antiparasitario e cicatrizante (Vifials
et al., 1996), sendo as espécies C. frutescens e C. annuum as principais utilizadas
para fins medicinais (Bosland, 1996). A importancia econdmica, nutritiva e
farmacoldgica deste género é responsavel pela sua alta demanda. No entanto, a
producdo mundial € dificultada pelos limites impostos por fitopatdgenos tais como
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virus, bactérias e fungos (Jones et al., 1998; Ristaino e Stephen, 1999; Diz et al.,
2006).

Plantas do género Capsicum representam um valioso recurso genético, pois
possuem potencial de uso agronémico, farmacéutico e industrial. Suas sementes
possuem proteinas e especialmente diferentes familias de AMPs, que atuam na
defesa de plantas contra patdégenos, podendo potencialmente ser utilizadas para o
desenvolvimento de produtos naturais para o controle de doencas e pragas em
plantas cultivadas e que também sdo capazes de controlar microrganismos
causadores de doencas em animais. Por este motivo, nos Ultimos anos, nosso
grupo vem pesquisando a presenca dessas proteinas e peptideos em diferentes
espécies do género Capsicum e avaliando sua atividade antimicrobiana,
principalmente contra fungos fitopatogénicos e contra leveduras de importancia
médica.

Um dos primeiros trabalhos descritos foi o isolamento de uma fracdo rica em
peptideos, denominada F1, obtida de extrato de sementes de pimenta (Capsicum
annuum L.) a qual apresentava alta atividade inibitéria sobre o desenvolvimento das
leveduras Schizosaccharomyces pombe, S. cerevisiae e C. albicans (Diz et al.,
2006). Neste trabalho foi também mostrado que um dos peptideos presentes nesta
fracdo apresentou similaridade de sequéncia com outras proteinas pertencentes a
familia das LTPs de plantas e apresentava massa molecular de 9 kDa, sendo
denominada de CalLTPi. LTPs imuno-relacionadas com CaLTPi1 também foram
detectadas em outras espécies de Capsicum. Em um trabalho posterior a CaLPT:
exibiu atividade antifingica contra Colletotrichum lindemunthianum e especialmente
contra C. tropicalis, causando varias alteracdes morfoldgicas, incluindo a formacao
de pseudohifas. Este peptideo também foi capaz de inibir a atividade da a-amilase
de mamifero in vitro (Diz et al., 2011).

Ribeiro et al. (2012b) purificaram uma albumina 2S, também de sementes de
C. annuum, a qual foi denominada de Ca-Alb. Esta proteina inibiu o crescimento das
leveduras Kluyveromyces marxiannus, C. tropicalis, C. albicans e S. cerevisiae. Ca-
Alb também foi capaz de induzir o aumento da producdo endégena de NO nestas
leveduras, indicando que a inibicdo pode ter ocorrido devido a um estresse oxidativo
causado pela albumina 2S. Ca-Alb também mostrou a capacidade de inibir a
acidificacdo do meio de crescimento de S. Cerevisiae em presenca de glicose. Este
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mesmo grupo também estudando peptideos presentes em sementes de C. annuum
publicaram o isolamento de um novo inibidor de tripsina, chamado CaTl. Este
peptideo apresentou uma massa molecular de 6 kDa e valor de pl de
aproximadamente 9. CaTl também demonstrou propriedades antifungicas inibindo o
crescimento das leveduras S. cerevisiae e C. albicans sendo também capaz de
causar varias alteracbes morfoldgicas nas células de leveduras, tais como
desorganizacdo da parede celular, aglomeracédo celular, e liberacdo do conteudo
citoplasmatico (Ribeiro et al., 2007; Ribeiro et al., 2013).

Outro trabalho, relacionado a peptideos em sementes de pimenta, mostrou a
presenca de AMPs, agora isolados de sementes de C. chinense Jacq. Trés
diferentes fracbes ricas em peptideos denominadas PEFl, PEF2 e PEF3
apresentaram alta atividade antifungica contra diferentes leveduras. A fracdo PEF2
causou diferentes alteracbes morfolégicas em células de C. tropicalis. O
sequenciamento N-terminal de peptideos presentes na fragdo PEF2 e PEF3 mostrou
alto grau de similaridade desses peptideos com inibidores de proteinases serinicas,
com elevada atividade inibitoria contra tripsina e baixa atividade inibitéria contra a
qguimotripsina (Dias et al., 2013).

Recentemente, Bard et al. (2014) identificaram sete fracbes proteicas de
semente de C. baccatum, denominadas de H1 - H7. Dois peptideos presentes na
fracdo H4, a qual apresentava alta atividade antifungica, foram submetidos a
sequenciamento amino-terminal e as sequéncias mostraram similaridade com
proteinas da familia das vicilinas. A fracdo H4 além das propriedades antifungicas,
inibiu fortemente a atividade de a-amilase salivar humana e do inseto
Callosobruchus maculatus. Estes dados sugerem que a fragcdo H4 isolada de
sementes de C. baccatum pode atuar diretamente na defesa das plantas ndo s6
sobre patdgenos, mas também pragas.

Bard et al. (2015) também isolaram um peptideo de aproximadamente 6 kDa,
agora a partir de extratos de sementes de um hibrido de Capsicum (lkeda x UENF
1381). Este peptideo, denominado HyPep, mostrou 100% de identidade com um
inibidor de proteinase serinica, além de forte atividade antifungica contra as
leveduras S. cerevisiae, C. albicans, C. tropicalis e K. marxianus. HyPep também
exibiu atividade inibitoria contra a-amilase salivar humana e do inseto C. maculatus,
bem como atividade inibitéria de tripsina bovina.
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Os exemplos de trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, acima
descritos, mostram a grande diversidade de peptideos com atividade antimicrobiana
em plantas de pimentas. No entanto, até o momento, todos os trabalhos relatados
descrevem a presenca de AMPs apenas em sementes das diferentes espécies do
género de Capsicum e muito pouco se conhece sobre AMPs em frutos. Taveira
(2012) descreveu pela primeira vez a presenca de AMPs em frutos de plantas de C.
annuum. Naquele trabalho, sete diferentes fracbes foram obtidas a partir desses
frutos e algumas foram toxicas para as células de leveduras e fungos filamentosos.
A fracdo denominada F1 foi a que apresentou o maior efeito inibitorio. Nos testes
contra bactérias, a fragdo F1 foi a Unica que causou reducdo do crescimento das
espécies Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. F1 também foi capaz de inibir
acidificacdo do meio, induzida por glicose, em células de S. cerevisiae em
aproximadamente 78%. Resultado oposto foi obtido para células de C. albicans para
as quais foi observado um estimulo de 50% da acidificagdo do meio. Partindo-se
desses resultados, neste trabalho demos continuidade a investigacdo da presenca
de AMPs nos frutos de C. annuum, visando uma melhor caracterizacao da fragcdo F1

e seu potencial antimicrobiano.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Caracterizar o peptideo de 7 kDa isolado da fracdo F1 obtido de frutos de
Capsicum annuum, avaliar a atividade antimicrobiana e sinérgica deste peptideo com
a droga azolica Fluconazol e caracterizar seu mecanismo de acao sobre células

fungicas.

2.2. Objetivos Especificos:

1. Isolar e caracterizar bioquimicamente o peptideo de 7 kDa isolado da fracdo F1
de frutos de plantas de Capsicum annuum;

2. Avaliar o efeito antimicrobiano do peptideo de 7 kDa sobre fungos;

3. Avaliar a viabilidade das células de leveduras patogénicas na presenca do do
peptideo de 7 kDa ;

4. Avaliar o efeito do peptideo de 7 kDa sobre a permeabilizacdo de membranas
de fungos;

5. Avaliar se ocorre a inducdo de estresse oxidativo em células flngicas tratadas
com o peptideo de 7 kDa,;

6. Determinar a localizacao do peptideo de 7 kDa em células de C. albicans, C.
tropicalis e F. solani;

7. Avaliar a afinidade de ligacédo do peptideo de 7 kDa ao DNA de S. cerevisiae;

8. Avaliar se ocorre a externalizacédo de fosfatidilserina na presenca do peptideo
de 7 kDa em células de S. cerevisiae;

9. Avaliar a atividade de caspases e a funcionalidade mitocondrial em células de
C. tropicalis na presenca do peptideo de 7 kDa ;

10. Avaliar o fluxo de H* em células de C. tropicalis na presenca do peptideo de 7
kDa ;

11.Avaliar o efeito da combinac¢éo do peptideo de 7 kDa com fluconazol e o efeito

morfolégico contra fungos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais Bioldgicos
3.1.1. Plantas de Capsicum annuum

As plantas de Capsicum annuum (pimenta) (acesso UENF 1381) foram
fornecidas pela Proft. Dra. Rosana Rodrigues do Laboratério de Melhoramento
Genético Vegetal, do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil. Inicialmente as plantas foram cultivadas em
camara de crescimento a 28 °C e 80 UR com fotoperiodo de 16 h para o dia e 8 h
para a noite. Os plantios das sementes foram realizados em bandejas de isopor de
72 células com substrato comercial Vivatto adubado com formulacéo nitrogénio (N),
fésforo (P) e potassio (K), que fornece 4% de nitrogénio, 14% de fosforo e 8% de
potassio, sendo irrigadas uma vez ao dia. Posteriormente foram transplantadas para

casa de vegetacao e cultivadas sob a mesma forma de tratamento.

3.1.2. Microrganismos

As espécies de leveduras Saccharomyces cerevisiae (1038), Candida
albicans (CE022), Candida tropicalis (CE017) e Candida parapsilosis (CE002) e o
fungo filamentoso Fusarium solani (4014) foram cultivados e conservados no
Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM) do Centro de
Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil.

As leveduras Candida pelliculosa (3974), Candida buinensis (3982) e Candida
mogii (4674) foram obtidas da Micoteca URM da Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Brasil.

Todas os fungos foram mantidos em agar Sabouraud (1% de peptona , 2% de
glicose e 1,7% de agar-agar ) (Merck) e conservadas no LFBM, do CBB da UENF,

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.
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PARTE I: PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DO PEPTIDEO DA FRACAO F1
DE FRUTOS DE C. annuum

[.3.1. Extracédo Proteica

Os frutos maduros de C. annuum foram coletados e abertos com o auxilio de
um estilete para a retirada das sementes. Os frutos (sem as sementes),
correspondendo a 80 g (aproximadamente 40 frutos), foram triturados em um
multiprocessador de alimentos combinado ao tampdo de extracdo (10 mM de
Na2HPO4, 15 mM de NaH2PO4, 0,1 M de KCI, 1,5% de EDTA, pH 5,4) (Sigma) na
proporgdo 1:5 (frutos (g):tampé&o (mL)) até a completa homogenizacgédo do fruto. Para
completar a extracdo proteica, esta homogenizacéao foi agitada por 2 h a 4 °C. Este
extrato bruto foi submetido a uma centrifugacdo (15.400 x g por 30 min a 4 °C), o
sedimento insoluvel foi descartado e, ao sobrenadante, adicionado sulfato de aménio
a 0-70% de saturacdo. O material obtido foi mantido por 16 h a 4 °C. Posteriormente,
foi centrifugado a 15.400 x g por 30 min a 4 °C, sendo o sobrenadante descartado e
0 precipitado ressuspenso separadamente em agua destilada e aquecido a 80 °C por
15 min. Apo6s aquecimento, foi novamente submetido a uma centrifugacdo (10.000 x
g por 10 min), no qual o precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido, dialisado
(tubo de dialise benzoilado, Sigma) e liofilizado (K105, Liotop). Esta fracdo final foi
chamada F/0-70 e submetida a cromatografia de fase reversa em HPLC (coluna
C2/C18). Este procedimento foi feito segundo método descrito por Taveira et al.
(2014).

[.3.2. Cromatografia de Fase Reversa em HPLC para a Obtencéo da Fracédo F1
Uma coluna de fase reversa C2/C18 (URPC C2/C18, GE-Healthcare)
acoplada a uma coluna guarda C8 (Pelliguard, 20 x 4,6 mm, Sigma) foi empregada
sequencialmente no processo de isolamento do peptideo de interesse da fracdo F1
(7 kDa) de frutos de C. annuum em sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Prominence, Shimadzu). A coluna foi equilibrada com a solucdo A (0,1%
de acido trifluoracético [TFA]) (Sigma) foram aplicados 500 pug da F/0-70 solubilizada
em 500 pL da solucéo A e a corrida iniciada com a solugcéao A, durante os primeiros 8
min seguido por um gradiente da solugéo B (100% de propanol (Sigma) em 0,1% de
TFA) que foi formado da seguinte forma: de 8 a 65 min, a concentracdo do solvente
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B aumentou para 40%, de 65 a 66 min, a concentracdo de solvente B aumentou
para 50% e foi mantido a esta concentragcdo durante 1 min. Em seguida, a
concentracdo do solvente B foi reduzida a 0% e foi mantida a esta concentracdo até
o final da corrida a 75 min. O fluxo usado foi 0,5 mL.mint. A elui¢do das proteinas da
coluna foi acompanhada por absorbancias lidas a 280 + 4 nm em um detector de

arranjo de diodo (Taveira et al., 2014).

[.3.3. Quantificacdo de Proteinas
As determinac¢des quantitativas de proteinas foram feitas pelo método do
acido bicinconinico, segundo Smith et al. (1985), sendo a ovalbumina (Sigma)

utilizada como padréo.

[.3.4. Eletroforese em Gel de Tricina na Presenca de SDS

Todo o processo de purificagdo foi monitorado por eletroforese em gel de
poliacrilamida, usando o sistema de gel descontinuo, segundo método descrito por
Schagger e von Jagow (1987). Foram usadas placas de vidro de 8 x 10 cm e 7 x 10
cm e espacadores de 0,75 mm.

O gel de separacdo foi preparado numa concentracdo de 16,4% de
acrilamida/bis-acrilamida e o gel de concentracdo numa concentracdo de 3,9%. Os

géis foram montados no Mini Protean Tetra System (Biorad).

[.3.4.1. Preparo da Amostra e Condi¢ao de Corrida

A fracdo F/-0-70 de frutos de C. annuum e a obtida ap6s a cromatografia de
fase reversa em HPLC (C2/C18) foram concentradas por liofilizacdo, ressuspensas
em tampao de amostra (0,125 M de Tris, 2,5% de SDS , 0,25% de azul de
bromofenol; 5% de B- mercaptoetanol e 15% de sacarose), aquecidos por 5 min a
100 °C e centrifugados a 16,000 x g por 2 min. ApGs este procedimento, 20 uL de
cada amostra foram aplicados ao gel de concentragéo. A eletroforese foi feita a uma
voltagem constante de 18 V por um periodo de aproximadamente 16 h. Foram
usados 0s seguintes marcadores de massa molecular: mioglobina (16.950 Da),
mioglobina | + Il (14.440 Da), mioglobina | + 111 (10.600 Da), mioglobina | (8.160 Da),
mioglobina Il (6.210 Da), glucagon (3.480 Da) e mioglobina Ill (2.510 Da) (MW-SDS-
17S, Sigma).
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1.3.4.2. Coloragéo e Descoloragéo do Gel

Apos o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas de
vidro e colocado numa solucéo corante (0,05% de Comassie Blue R, 70% de acido
acético e 40% de metanol). Depois de corado, o gel foi transferido para uma solucéo
descorante (40% de acido acético e 7% de metanol) e mantido até a visualizagédo
das bandas de proteina.

Imagens dos géis corados foram capturadas pelo fotodocumentador LAS500
(Ge HealthCare).

1.3.5. Caracterizacdo por Sequenciamento N-Terminal do Peptideo

[.3.5.1. Preparo da Amostra para Sequenciamento

A fracdo F1 obtida em sistema HPLC, contendo o peptideo de interesse, foi
tratada com tamp&o de amostra contendo 5% de B-mercaptoetanol (Sigma), para
reducdo das pontes de dissulfeto e vinil piridina (5 pL para 60 uL da amostra)
(Sigma), para marcar os residuos de cisteina. Apds este procedimento, a amostra foi
incubada por 30 min a 37 °C, depois por 15 min a 60 °C e entdo submetida a
eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS, segundo método descrito por
Schagger e von Jagow (1987), sendo feita a seguinte alteragdo: uma pré-corrida de
45 min na presenca de 5 uM de glutationa reduzida e 0,1 mM de tioglicolato de

sédio, adicionados no tampao catodo antes da amostra ser aplicada.

1.3.5.2. Eletrotransferéncia do Peptideo para Sequenciamento e Analise

Apés o término da eletroforese, o gel foi retirado das placas e o peptideo
eletrotransferido para membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Milipore)
utilizando uma célula comercial “Trans-blot” semi-seco (W.E.P. Company). Foi
empregado o seguinte procedimento:
1- O gel foi imerso em tampé&o de transferéncia (182 mM de glicina, 25 mM de Tris e
20% de metanol) por 20 min;
2- A membrana de PVDF foi cortada nas mesmas dimensdes do gel e imersa,
rapidamente, em 100% de metanol, depois imersa em agua para retirar 0 excesso

de metanol e imersa no tamp&o de transferéncia por 20 min;
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3- Foi montado, sobre a célula de transferéncia, um “sanduiche” com oito folhas de
papel de filtro Whatman 3 MM previamente embebidas em tamp&o de transferéncia.
Sobre essa camada de papel foi colocada a membrana e acima da membrana, o gel
sendo entdo finalizado com mais uma camada de oito folnas do mesmo papel ja
embebidas no tampéo de transferéncia. Durante a montagem desse “sanduiche”
teve-se o cuidado de retirar as bolhas de ar entre as camadas para que estas néo
interferissem na transferéncia do peptideo. Apos esse procedimento, a célula de
transferéncia foi fechada e aplicada uma corrente constante de 1mA/cm? por 2 h no
sentido gel-membrana;
4- Apés a transferéncia, o “sanduiche” foi cuidadosamente desfeito, sendo a
membrana submetida a coloracdo com 0,1% de Ponceau S (GE HealthCare) para
determinacao do sucesso da transferéncia (Towbin et al., 1979);
5- A banda de interesse foi entdo recortada do gel e lavada rapidamente por trés
vezes em agua;
6- A sequéncia de aminoacidos do peptideo contido na membrana de PVDF foi
determinada por degradacdo de Edman, na qual é empregado um sequenciador
automatico de proteinas (Shimadzu PSQ-23A) (Allen, 1989).

A comparacdo da sequéncia de aminoacidos obitida e o alinhamento foram
feitos usando-se o algoritimo do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
(http://www.ncbi.nlm.nih.org/Blast) (Chapman et al., 1990; Thompson et al., 1994) e

do Clustal (http://www.expasy.org) (Sievers et al., 2011), respectivamente.

PARTE Il: ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MECANISMO DE
ACAO DA FRACAO F1 SOBRE LEVEDURAS PATOGENICAS

[1.3.1. Analise da Inibigdo do Crescimento das Células de Leveduras

Aliguotas das espécies de leveduras S. cerevisiae, C. albicans e C. tropicalis
foram retiradas de uma placa de Petri que possuia colbnias crescidas e colocadas
em novas placas, contendo agar Sabouraud, fazendo-se estriacdes sobre o meio
para a obtencdo de um crescimento celular homogéneo. Esta nova placa foi entdo
deixada na estufa a 30 °C por 24 h e em seguida usada para a obtencdo das células

utilizadas no ensaio. Com o auxilio de uma alca de semeadura, uma aliquota celular
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foi retirada e adicionada a 10 mL de meio liquido (caldo Sabouraud, 1% de peptona,
2% de glicose) (Merck) para que se pudesse fazer a quantificacdo das mesmas
numa camara de Neubauer (Optik Labor), com auxilio de um microscopio Optico
(Axioplan.A2, Zeiss).

Inicialmente, as células das leveduras S. cerevisiae, C. albicans e C. tropicalis
(1 x 10* cel.mL?) foram incubadas em caldo Sabouraud contendo 100 pg.mL? da
fracdo F1, tendo sido o volume final de ensaio ajustado para 200 uL. O ensaio foi
realizado em placas de cultura de células (96 pocos) (Nunc) a 30 °C, por um periodo
de 24 h. O reflexo do crescimento celular foi determinado pela densidade Optica,
monitorada a cada 6 h, em um leitor de microplacas, num comprimento de onda de
620 nm. Todo o procedimento foi realizado sob condi¢Ges de assepsia, em capela de

fluxo laminar, segundo método adaptado de Broekaert et al. (1990).

[1.3.2. Efeito da Fracdo F1 sobre a Permeabilizacdo de Membranas de
Leveduras

As células das leveduras S. cerevisiae, C. albicans e C. tropicalis (1 x 10*
cel.mL?) foram incubadas em caldo Sabouraud contendo 50 pg.mL* da fracédo F1,
tendo sido o volume final de ensaio ajustado para 200 uL. O ensaio foi realizado em
placas de cultura de células (96 pocos) a 30 °C, por um periodo de 24 h.

A permeabilizacdo da membrana das células das leveduras tratadas com a
fracdo F1 foi avaliada através da utilizacdo do corante fluorescente Sytox green,
segundo metodologia descrita por Thevissen et al. (1999). Imediatamente apés as 24
h de incubacdo com a fracdo F1, aliquotas de 96 uL foram incubadas, ao abrigo da
luz e sob agitacdo constante de 500 rpm por 15 min, com o corante fluorescente
Sytox green a uma concentracado final de 0,2 uM, de acordo com instrucdes
fornecidas pelo fabricante. As células do controle foram incubadas apenas com o
corante Sytox green, nas mesmas condicbes. Em seguida, as células foram
analisadas em microscépio Optico (Axioplan.A2, Zeiss), acoplado a uma camera
AXioCAM MRc5 (Zeiss) e as imagens foram analisadas pelo software Axiovision,
versao 4.0 (Zeiss). O microscopio estava equipado com um conjunto de filtros
fluorescentes para deteccédo da fluoresceina (excitagcdo com comprimento de onda
entre 450 - 490 nm e emissao de 500 nm). Os resultados representam experimentos
em triplicata.
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[1.3.3. Determinag¢éo da Concentracéo da Fracéo F1 para se ter 50 % de Inibig&o
do Crescimento Sobre as Leveduras do Género Candida

O ensaio para a determinacéo da concentracdo da fracdo F1 para se ter 50 %
de inibicdo do crescimento sobre as leveduras do género Candida (ICso) foi realizado
como descrito no item 11.3.1.,, com as seguintes modificacdes: as leveduras C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pelliculosa e C. mogii foram incubadas em
caldo Sabouraud contendo as concentracfes da fracdo F1 que variaram do seguinte
modo: 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 e 10 ug.mL"! para as levedruas C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis e C. pelliculosa. De 50, 40, 30, 20, 10 pg.mL* para a
levedura C. mogii e de 10, 8, 6, 4, 2 e 1 ug.mL™* para a levedura C. buinensis . As
células controle foram cultivadas na auséncia da fracdo F1. As densidades Opticas
foram representadas graficamente apés 24 h de ensaio em funcdo do tempo e a
partir destes graficos foram calculadas as porcentagens de inibicdo para todas as
concentracOes testadas (curvas de dose-resposta).

A ICso, para o tempo de 24 h de incubagéo com a fragéo F1, foi determinada a
partir dos dados das curvas de dose-resposta (usando os parametros da

percentagem de inibicdo de crescimento em funcdo da concentracdo de proteina).

[1.3.4. Analise de Viabilidade Celular

Para analisar o efeito da fracdo F1 sobre a viabilidade celular de leveduras do
género Candida, foi feito o0 mesmo procedimento descrito no item 11.3.1., sendo que
neste ensaio foram usados os valores de ICso previamente determinados da fracéo
F1 para cada levedura. As células controle (sem a fragcdo F1) foram lavadas e
diluidas 1.000 vezes. Uma aliquota de 100 pL da diluicdo foi espalhada com uma
alca de Drigalski sobre a superficie de uma placa de Petri contendo agar Sabouraud,
e cultivadas a 30 °C, durante 48 h. No final deste periodo as unidades formadoras de
colénias foram determinadas para cada espécie, e as placas de Petri, foram
fotografadas (Vermelho et al., 2006). O mesmo procedimento foi repetido com as
leveduras tratadas com a fragcdo F1. Os experimentos foram realizados em triplicata,
e os resultados sdo mostrados assumindo que o controle representa 100% de
viabilidade celular. Os célculos do desvio-padréo e teste T foram feitos com software

Prism (versao 5.0).
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[1.3.5. Efeito da Fracdo F1 sobre a Permeabilizacdo de Membranas de
Leveduras do Género Candida

O ensaio para verificagcdo da permeabilizacdo das membranas das leveduras
do género Candida foi realizado como descrito nos itens 11.3.1. e 11.3.2. com as
seguintes modificacdes: as células foram incubadas na presenca e na auséncia dos
valores correspondentes as ICso da fragdo F1 para cada levedura a 30 °C, durante
24 h e depois as células foram analisadas quanto a permeabilizacéo.

Para indicar a permeabilizacdo de membrana, a porcentagem de células
fluorescentes foi determinada pela contagem das células visualizadas por DIC e
fluorescéncia para cada levedura (imagens analisadas, n = 5). O numero total de
células visualizadas em DIC de cada levedura (no controle e teste) foi assumido
como 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os calculos do teste T

foram feitos com o software Prism (verséo 5.0).

[1.3.6. Ensaio de Determinacdo da Inducdo de Espécies Reativas de Oxigénio
Intracelular

Para avaliar se o0 mecanismo de acdo da fracdo F1 envolve a inducédo de
estresse oxidativo, foi feito um experimento como descrito no item 11.3.5., com as
seguintes diferencas: a sonda fluorescente 27,7 -diclorofluoresceina diacetato
(H2DCFDA) foi utilizada para medir espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular,
segundo metodologia descrita por Mello et al. (2011). Este corante entra
passivamente na célula e é desacetilado por esterases intracelulares e ao ser
oxidado por ROS se torna fluorescente.

Este ensaio foi feito como descrito no item 11.3.1., com as seguintes
diferencas: a fracdo F1 foi incubada com as leveduras com suas respectivas ICso.
Apbs 24 h de incubacao na presenca e auséncia das respectivas ICso da fracdo F1,
as amostras foram novamente incubadas agora com 20 uM da sonda H2DCFDA, ao
abrigo da luz, por 2 h a temperatura ambiente e com agitacdo constante de 500 rpm.
Entdo as células foram analisadas no microscopio 6ptico equipado com um conjunto
de filtros fluorescentes para deteccéo da fluoresceina (excitagdo com comprimento
de onda entre 450 - 490 nm e emissdo de 500 nm). Os resultados representam

experimentos em triplicata.
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[1.3.7. Ensaio de Determinagédo da Funcionalidade Mitocondrial

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada através do corante fluorescente
Rodamina 123 (Sigma). A Rodamina 123 € um corante fluorescente catidnico que
tem alta afinidade ao potencial elétrico de membranas, assim, ele marca
mitocdndrias ativas em células vivas. Este ensaio foi feito como descrito no item
[1.3.1., com as seguintes diferencas: Apds a incubacdo com a fracdo F1, as células
de C. tropicalis foram ressuspensas e incubadas com 10 yg.mL* de Rodamina 123,
sob agitacdo constante a 500 rpm e ao abrigo da luz por 2 h, e em seguida foram
analisadas por DIC no microscépio optico equipado com um filtro de fluorescéncia
(comprimento de onda de excitagdo de 506 nm, comprimento de onda de emissao
de 530 nm). As células controle tiveram o mesmo tratamento das células tratadas

com a fracdo F1.

11.3.8. Deteccdo da Atividade de Caspases Induzida pela Fragdo F1 em Células
de C. tropicalis

A deteccao de atividade de caspases foi realizada utilizando o marcador in
sito CaspACE FITC-VAD-FMK (Promega), como descrito pelo fabricante. O
marcador FITC-VAD-FMK € um analogo do inibidor de caspases Z-VAD-FMK
(carbobenzoxi-valil-alanil-aspartil-[O-metil]-fluorometilcetona). 0O N-terminal
carbobenzoxi (Z) é substituido pelo isotiocianato de fluoresceina (FITC) criando uma
marcacao fluorescente para apoptose. Esse complexo entra na célula onde atua
como um pseudo-substrato que inibe de modo irreversivel as caspases através da
ligacdo ao residuo de cisteina no seu sitio ativo e torna-se fluorescente.

Este ensaio foi feito como descrito no item 11.3.1., com as seguintes
diferencas: Apds a incubacdo com a fracdo F1, as células de C. tropicalis foram
ressuspensas, lavadas uma vez em 500 uL de PBS (10mM NaH2POg4, 0,15M NaCl)
pH 7,4 e novamente ressuspensas em 50 uL da solugédo de coloracéo (fornecida
pelo kit) contendo 50 uM do marcador FITC-VAD-FMK. Apos incubacéo de 20 min a
30 °C, sob agitacdo constante a 500 rpm, as células foram mais uma vez lavadas
em 500 pL de PBS e ressuspensas em 20 uL de PBS. As células do controle
negativo (na auséncia da fracdo F1) e positivo (incubadas com 300 mM de &cido
acetico) tiveram o mesmo tratamento das células tratadas com o peptideo. As
células foram analisadas por DIC no microscopio optico equipado com um filtro de
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fluorescéncia para detecgcdo da fluoresceina (comprimento de onda de excitacao,
450-490 nm, comprimento de onda de emisséao de 500 nm).

[1.3.9. Ensaio para a Verificacdo da Externalizacdo de Fosfatidilserina em

Células de S. cerevisiae na Presenca da Fracéo F1

11.3.9.1. Preparo da Levedura para Obtencao de Esferoplastos

A obtencdo de esferoplastos de S. cerevisiae foi feita de acordo com o
método descrito por Okorokov & Lehle (1998). Inicialmente o volume do pré-indculo
adicionado em 400 mL do meio YPD (2g/L de peptona, 1g/L de extrato de levedura,
2g/L de glicose) (Sigma) foi calculado considerando o tempo de geracdo da cepa
utilizada, de acordo com sua curva de crescimento, previamente determinada.
Dessa forma, apds aproximadamente 15 h a 30 °C sob agitacdo de 250 rpm, as
células foram crescidas até o meio da fase logaritmica. Neste ponto, a suspensao
celular da cultura foi centrifugada a 3.000 x g por 7 min a 4 °C, e em seguida, foi feito
o descarte do meio e a determinacédo do peso umido do sedimento de células.

Para cada 1 g de peso umido de células foram adicionados 5 mL de tampao
de esferoplastos (1,2 mol de sorbitol, 50 mM de Tris, pH 7,2), 0,9 mg do complexo
enzimatico litico (Liticase - Sigma) e 12 uL de B-mercaptoetanol (concentracao final
de 30 mM). Esta suspensao celular em tampao de esferoplastos foi incubada a 37
°C sob fraca agitacdo manual. O monitoramento cinético da hidrélise da parede
celular foi realizado em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 600 nm,
misturando 10 pL da suspenséao celular em 990 uL de &gua. Este monitoramento foi
feito a cada 5 ou 10 min a partir do tempo O (zero) de incubacdo até o tempo
maximo de 50 min ou até que a absorbancia chegasse a 20% do valor inicial.

O tubo com a suspensao de esferoplastos, apds a incubacéo, foi transferido
para o gelo e a reacdo de hidrélise da parede celular foi finalizada pela adicdo do
tampao de parada, stop solution (1,2 mol de sorbitol, 20 mM de Tris, 20 mM de
EDTA, pH 7,4), e uma concentragdo final de 1mM de benzamidina e 1mM de
fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF). A suspenséo de esferoplastos foi adicionada
ao tubo da centrifuga sobre uma solucdo colchdo (1,4 mol de sorbitol, 50 mM de
Tris, pH 7,4). Isso foi feito com auxilio de uma pipeta, devagar, evitando a mistura
entre a suspenséao e a solugao colchdo. Este material foi entdo centrifugado a 3.500
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X g por 5 min a 4 °C, para que fosse possivel eliminar os residuos de enzimas liticas.
Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as paredes dos tubos foram secas
com papel para evitar que possiveis enzimas hidroliticas atuassem nos

esferoplastos.

[1.3.9.2. Deteccéo da Externalizacéao de Fosfatidilserina

Os esferoplastos (1 x 10* esferoplastos.mLt) foram incubados em tampéo de
esferoplastos contendo 50 ng.mL* da fracdo F1. O ensaio foi realizado em placas de
cultura de células (96 pocos) por um periodo de 2 h de incubacdo a 30 °C e o
volume final de ensaio, ajustado para 200 uL. ApoOs este tempo, os esferoplastos
foram lavados em tampéo de esferoplastos e centrifugados a 200 x g por 5 min. O
sedimento foi ressuspenso em 100 uL do kit de marcacao Annexin-V-Fluos (Roche),
preparado seguindo as recomendacdes do fabricante, e incubado sob agitacéo,
protegido da luz por 15 min. Em seguida, os esferoplastos foram analisados por DIC
e por microscopia de fluorescéncia no microscépio 6ptico equipado com um conjunto
de filtros fluorescentes para deteccdo de fluoresceina (excitagdo com comprimento
de onda entre 450 — 490 nm e emissdo de 500 nm). Como controle positivo, foi
utilizado 2,5 mM de perdxido de hidrogénio nas mesmas condi¢bes da fracdo F1.
Como controle negativo, foi feito o aquecimento dos esferoplastos a 100 °C por
1min. O Kit Annexin-V-Fluos (Roche) contém anexina V, que €& uma proteina
ligadora de fosfolipideos dependente de calcio, que se liga a fosfolipideos de carga
negativa com alta especificidade para fosfatidilserina, que durante os estagios
iniciais da apoptose, € translocada para o folheto externo da membrana plasmatica e
iodeto de propidio, que é um corante de acido nucléico impermeavel as células vivas
ou apoptéticas, mas que cora células mortas com uma fluorescéncia vermelha e que

portanto, serve para a diferenciacdo de células necraéticas.

1.3.10. Localizac&o da Frac&o F1 Conjugada ao FITC por Microscopia Optica
Cem microgramas da fragcdo F1 foram ressuspensos em 100 yL de tampéo
carbonato de sdédio-bicarbonato de sédio 750 mM, pH 9,5 contendo 50 yg.mL* FITC
(previamente solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO). Esta solucéo foi incubada ao
abrigo da luz sob agitacdo constante de 500 rpm por 2 h a 30 °C. Apés a incubacéao,
a amostra foi submetida a uma cromatografia de gel filtracdo em coluna Sephadex
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G25 (Sigma) (40 x 1,5 cm) para a eliminagao de FITC livre. A coluna foi equilibrada
em 20 mM de Tris-HCI, pH 8,0 num fluxo de 0,3 mL.min™. Toda a amostra acoplada
ao FITC foi solubilizada em 1 mL de tampdo de equilibrio e aplicada
cuidadosamente na coluna e entdo a corrida foi iniciada nas mesmas condicdes.
Apds o acoplamento, este ensaio foi feito como descrito no item 11.3.1. com as
seguintes diferencas: 10 yg.mL* da fracdo F1-FITC foram incubadas com as células
de C. albicans e C. tropicalis, durante 24 h em microplacas de 96 poc¢os. Apds este
tempo, uma aliquota de cada suspenséao de células foi removida e incubada com 50
pug.mL?t de 4', 6-diamidino-2-fenilindol dicloridrato (DAPI), durante 10 min, para a
marcacao de nucleos. As células foram analisadas por DIC no microscopio Optico
(Axioplan.A2, Zeiss) equipado com um filtro de fluorescéncia para deteccdo da
fluoresceina (comprimento de onda de excitacéo, 450-490 nm, comprimento de onda
de emissédo de 500 nm) e DAPI (comprimento de onda de excitagdo, 385-400nm, e
comprimento de onda de emiss&o 450-465nm).

[1.3.11. Analise Eletroforética da Mobilidade do DNA na Presenca da Fracédo F1

O DNA de S. cerevisiae foi extraido utilizando o kit “DNeasyplant mini kit
(Qiagen) a partir de uma cultura de S. cerevisiae crescida em caldo Sabouraud por
24 h. O DNA extraido foi quantificado utilizando o NanoDrop 2000 (Applied
Biosystems).

O teste baseia-se na alteragdo da mobilidade eletroforética do DNA em gel de
agarose devido a ligacdo da proteina ao DNA. Esta ligacdo resulta na formacao de
um complexo que tem mobilidade atrasada em relacdo a mobilidade relativa do DNA
livre, ou seja, ndo ligado. Este ensaio foi realizado como descrito por Park et
al.(1998).

O preparo do gel de agarose se deu da seguinte forma: foram pesados 0,8 g
de agarose (Sigma) e foram adicionados a ela 100 mL de tamp&o TAE (40 mM de
Tris, 20 mM de acido acético, 1 mM de EDTA e agua). A agarose foi fundida, com
atencao para que a solucao néo entrasse em fervura, resfriada, foram adicionados
3,5 YL do corante Gel red (Biotium) e entdo o gel foi homogeneizado e vertido sobre
0 suporte previamente preparado. Esperou-se 1 h apds a solidificacdo, que ocorreu

em temperatura ambiente, para a utilizacao do gel.
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O DNA da levedura, na concentracdo de 10 ng foi incubado com 10 pg.mL™*
da fragcdo F1 em 20 pL de tampéo de ligacdo (5% de glicerol, 10 mM Tris-HCI pH
8,0, 1 mM de EDTA, 1 mM de ditiotreitol, 20 mM de KCI, e 50 pg.mL* de albumina
sérica bovina). A reacdao foi incubada por 30 min a 30 °C e depois 4 uL de tampéao de
amostra (10 mM de Tris-HCI, pH 7,6, 0,03% de azul de bromofenol, 0,03% xileno
cianol FF, 10% de glicerol, 10 mM de EDTA) foram adicionados a amostra e o
volume total foi aplicado em um gel de agarose a 0,8%. A agua foi utilizada como
controle negativo e 10 pg.mL™* de poli-L-lisina (Sigma), a qual tem a capacidade de
se ligar ao DNA, como controle positivo. A corrida foi realizada a uma tensao de 4
V.cm? e a imagem do gel foi captada pelo ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare). O

gel foi corado com Gel red.

[1.3.12. Verificacdo do Fluxo de H* Utilizando o Sistema de Eletrodos Vibrateis

O fluxo de prétons na superficie da levedura C. tropicalis foi medido utilizando
uma sonda vibréatil H* seletiva. A partir deste dado foi calculada a diferenca de
voltagem extracelular e de pH na superficie da levedura C. tropicalis. Inicialmente foi
feito um pré-in6culo onde uma aliquota de células de C. tropicalis foi retirada de
placas de Petri e adicionada em 40 mL de caldo Sabouraud. Este pré-indculo
cresceu por 24 h a 30 °C sob agitacdo constante a 250 rpm. Apds o periodo de
crescimento, 10 uL deste pré-in6culo foram retirados e adicionados no centro de
uma placa de Petri (60 x 15 mm) contendo uma camada bem fina de agar
Sabouraud, onde cresceu por 24 h a 30 °C. Depois de 24 h de crescimento, 5 mL de
caldo Sabouraud foram vertidos cuidadosamente dentro da placa de Petri, e entdo
as medicOes do fluxo de H* foram realizadas. Para as células-controle as medicdes
do fluxo de H* ocorreram imediatamente apos a adicdo de 5 mL de caldo Sabouraud,
sem a adicdo da fracdo F1 no meio. Para os testes, a cada 10 min de leitura de fluxo
de H*, foram adicionados 10 pg.mL! da fracdo F1 ao meio até atingir a
concentracéo de 50 pg.mL™2.

A técnica de eletrodos vibrateis ions-seletivos foi realizada como descrita por
Feijo et al. (1999) e Ramos et al. (2008).

Os microeletrodos vibrateis H*-especificos foram produzidos como descritos
por Feij6o et al. (1999). Brevemente, os microeletrodos foram produzidos a partir
microcapilares de borosilicato com diametro externo de 1,5 mm e 1,12 mm de

Taveira, G.B

37



diametro interno (www.sutter.com), utilizando o aparelho Puller Flaming Brown,
Sutter P-98 (Sutter Instruments, Novato, CA). Posteriormente, os microeletrodos
foram apoiados sobre um suporte de vidro coberto por um becker de vidro (1 L) e
levados para secagem a estufa a 250 °C por 3 h. Apos este periodo, foi realizada a
silanizacdo dos microcapilares, por exposicdo a vapor de silano N, N-
dimetiltrimetilsilamina (CsH1sNSi, Fluka 41716), e deixados por mais 3 h para secat,
sob as mesmas condi¢des. Apds a vaporizacdo com silano, os microeletrodos foram
preenchidos com uma solucéo de eletrdlito (15 mM de KCl e 40 mM de KH2PO4, pH
6,0, para H*) correspondente a uma coluna de 1,5 mm do eletrodo. Apés esta etapa,
foram preenchidos na ponta, com uma coluna de 20 a 25 ym do respectivo coquetel
seletivo, contendo os ionéforos do ion de interesse (Fluka, Milwaukee, WI). Para
estabelecer o contato elétrico com o meio, foi inserido na extremidade basal do
microeletrodo, um suporte com um eletrodo de Ag/AgCl (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA).

O eletrodo de referéncia funciona como uma referéncia seca (DRIREF-2,
World Precision Instruments), inserido no meio de banho da amostra. Os sinais
foram medidos pelo amplificador (www.applicablelectronics.com), sendo a vibracéo e
0 posicionamento do eletrodo controlado por motores posicionais (stepper-motors),
0S quais permitem um movimento tridimensional. O controle dos motores, a
aguisicdo de dados e o seu processamento preliminar foram ajustados no software
ASET (Science Wares [East Falmouth, MA] — www.sciencewares.com). A calibracéo
dos eletrodos foi realizada por medicdo do potencial (mV) registrado em trés
solugBes contendo o ion de interesse (H*), com pHs conhecidos: 5,6 e 7.

Os dados da microssonda vibratil seletiva foram coletados pelo software
ASET, que fornece a informacdo necessaria para calcular o fluxo idnico em um
determinado ponto [x, y, z] do espaco, por meio da lei de Fick (J = D (dc/dx)). O
coeficiente de difusdo (D) é um valor tabelado para cada ion (de acordo com
Handbook of Chemistry and Physics, Chemical Rubber Co.). A diferenga espacial
(dx) resulta do calculo da distancia entre os dois pontos em que foram realizadas as
medicdes das concentracbes para calculo do fluxo (10 pm). A diferengca de
concentragédo (dc) é um vetor que varia ao longo do ensaio. Em cada ponto, a

concentracéo pode ser calculada a partir do valor de mV registrado no dado ponto e
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da equacdo previamente determinada para o ionoforo durante o processo de
calibragao.
Os dados coletados foram analisados por One-Way ANOVA combinado com

teste Tukey's (p<0.05) ou apenas pelo Student T-test (p<0.01).

[1.3.13. Ensaio de Combinagdo do Fluconazol com a Fragcdo Fl1 para a
Verificacdo de Efeito Sinérgico

Inicialmente, foi feita a determinacdo do ICso do FLC para as seis leveduras
como descrito no item 11.3.1. para a determinagcdo do ICspo para o FLC com as
seguintes modificagbes: as leveduras foram incubadas em caldo Sabouraud
contendo as concentragdes do fluconazol (FLC) (Sigma) 20, 15, 10, 5, 2,5, 1 ug.mL™?
para as leveduras C. albicans, C. tropicalis, C. pelliculosa e C. mogii, para C.
parapsiolisis as concentracdes variaram de 2, 1,5, 1, 0,5 e 0,25 pg.mL* e para C.
buinensis as concentracdes variaram de 1, 0,5, 0,25 e 0,125 pg.mL™.

Para determinacdo do efeito sinergistico, o ensaio foi feito como descrito no
item 11.3.1., com as seguintes diferencas: as células de levedura foram incubadas em
caldo Sabouraud contendo a concentracdo correspondente ao ICso, ou
concentragbes abaixo do ICso, para o FLC, combinado a fracdo F1 em
concentracfes variando de 1,3 a 4,0 vezes abaixo do ICso, para as respectivas
leveduras testadas. As células-controle cresceram na auséncia da fracdo F1 e FLC e
na presencga das concentracdes individuais destas substancias. Os experimentos
foram realizados em triplicata. Os célculos do teste T foram feitos com o software
Prism (versao 5.0).

Apds o ensaio de sinergismo, as células teste e controle foram analisadas por

DIC em microscopia Optica (Axioplan.A2, Zeiss).

[1.3.14. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a microscopia eletronica de varredura, células C. pelliculosa e C.
buinensis foram cultivadas durante 24 h em caldo de Sabouraud, na presenca de
FLC (5 pyg.mL? e 0,125 pg.mL?1, respectivamente), fracdo F1 (40 yg.mL?! e 10
hg.mL?, respectivamente), e FLC combinado a fracdo F1 (2,5 uyg.mL* + 15 yg.mL™,
0,06 ug.mL* + 5 yg.mL™1), respectivamente ou na auséncia destas substancias. Em
seguida, foram fixadas durante 30 min a temperatura ambiente numa solucado

Taveira, G.B

39



contendo 2,5% de glutaraldeido e 4,0% de formaldeido em 0,1 M de tampé&o
cacodilato, pH 7,0. Subsequentemente, as células foram lavadas trés vezes em 0,1
M de tampé&o cacodilato, pH 7,0; pés-fixadas durante 30 min a temperatura ambiente
com 1,0% de tetroxido de 6smio diluido em 0,1 M de tampé&o cacodilato, pH 7,0 ; e
lavadas novamente com este mesmo tampao. Apos este procedimento, as células
de levedura foram desidratadas gradualmente em etanol (15, 30, 50, 70, 90 e por fim
100%), secas por ponto critico (Critical Point Dryer, Bal-Tec CPC 030) usando CO:
como liquido substituinte. As amostras foram depositadas em stub e entdo cobertas
com uma camada de 20 nm de ouro (Sputter Coaster, Bal-Tec SCD 050) e
observadas no microscopio eletrénico de varredura DSEM 962 Zeiss.

PARTE lll: ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MECANISMO DE
ACAO DA FRACAO F1 SOBRE O FUNGO Fusarium solani

[11.3.1. Obtencdo de Esporos de Fungos Filamentosos e Verificacdo de
Viabilidade

Inicialmente, os esporos de F. solani foram raspados de uma placa de Petri
contendo o fungo ja& crescido em agar Sabouraud, com o auxilio de uma espétula
metalica. Estes esporos foram depositados em tubos de microcentrifugas de 1,5 mL
e ressuspensos em 1 mL de agua estéril. Depois da preparacdo deste estoque, a
viabilidade dos esporos foi verificada da seguinte forma: em uma placa de kline
foram pipetados 3 puL dos estoques dos esporos e incubados com 3 uL de sacarose
20% e o volume final foi ajustado para 20 pL. Apos 24 h, verificamos a viabilidade
dos esporos por emissdo de tubo germinativo. Apenas os tubos que continham

esporos viaveis foram usados para os ensaios de inibicdo de crescimento.

[11.3.2. Anélise da Inibicdo da Germinacdo dos Esporos Fungicos na Presenca
da Fracao F1

Este ensaio foi feito como descrito no item 11.3.1. com as seguintes diferencas:
foi usada a concentracdo de 1 x 10% esporos.mL', 50 pg.mL? da fracdo F1 e o
tempo total do ensaio foi de 60 h. Para observacéo de alteracdes morfologicas, nos
tempos de 12, 24, 48 e 60 h foram retiradas aliquotas dos ensaios e estas foram

Taveira, G.B

40



depositadas sobre laminas, cobertas com laminula e entdo observadas em

microscopio optico (Axioplan.A2, Zeiss).

[11.3.3. Efeito da Fracdo F1 sobre a Permeabilizacdo de Membranas de F. solani
A permeabilizacdo da membrana dos esporos de F. solani tratados com a
fracdo F1 foi avaliada como descrito no item II1.3.2. e 11.3.2., com as seguintes
modificacdes: neste ensaio aliquotas de 96 uL de células-controle (auséncia da
fracdo F1) e na presenca da fracdo F1 (50 pug. mL?) foram retiradas e analisadas em

diferentes tempos de incubacédo 12, 24, 48 e 60 h.

[11.3.4. Deteccdo de H202 em Esporos de F. solani apdés Tratamento com a
Fracédo F1

Para investigar se a fracdo F1 é capaz de induzir a producdo de H202 em
esporos de F. solani, foi preparada uma solucdo de 3,3’diaminobenzidina (DAB)
(Sigma) de 1 mg.mL! em &agua, sob agitacdo constante por 2 h, ao abrigo da luz,
como descrito por Thordal-Christensen et al. (1997) e Liu et al. (2012). Os esporos
fangicos (1 x 10* esporos.mL™?) foram incubados com a fracdo F1 (50 pg.mL?) em
tubos de microcentrifuga em um volume final de 100 uL de caldo Sabouraud
acrescido de DAB a uma concentracéo final de 0,5 mg.mLt. Como controle negativo
foram usados esporos incubados na auséncia da fracdo F1 e como controle positivo
os esporos foram incubados com 200 mM de H202. O monitoramento foi feito em
microscopio Optico a cada 10 min por um tempo total de 60 min. O DAB polimeriza
imediatamente e localmente, assim que entra em contato com o H202 na presenca
de peroxidase, e observamos a presenca de perdxidos como um precipitado

insolavel marrom no local da reacao.

111.3.5. Localizac&o da Fracdo F1 Conjugada ao FITC por Microscopia Optica

O acoplamento da fragdo F1 ao FITC foi realizado como descrito no item
11.3.11., com as seguintes diferencas: neste caso foram usados 20 yg.mL* da fracéo
F1-FITC para a incubagcdo com os esporos de F. solani, durante 60 h em
microplacas de 96 pocos. Apds este tempo, uma aliquota de cada suspensdo de
celular foi removida e incubada com 50 pg.mL?! de DAPI, durante 10 min, para a

marcacao de nucleos.
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[11.3.6. Ensaio de Combinacdo do FLC com a Fragdo F1 para a Verificagdo do
Efeito Sinergistico em F. solani

O ensaio de combinacdo das substancias foi realizado com descrito no item
11.3.13., com a seguinte diferenca: as concentracdes utilizadas para a o teste das
substancias sozinhas ou em combinacgdo foram 25 ug.mL* de FLC e 5 ug.mL* da
fracdo F1 e o tempo de incubagéo foi de 60 h. Como controle, o fungo foi crescido
na presenca das substancias individuais e na auséncia das substancias.

ApoOs 0 ensaio de sinergismo, as células teste e controle foram analisadas por

DIC no microscopio Optico (Axioplan.A2, Zeiss).

[11.3.7. Viabilidade Celular das Células Tratadas com a Combinacédo de FLC e a
Fracdo F1

Para analisar o efeito da fracdo F1 sobre a viabilidade celular do fungo F.
solani, foi realizado um ensaio de inibicdo do crescimento como descrito no item
[11.3.6. ApOs este ensaio, 0 volume total do poco contendo as células-controle (na
auséncia das substancias) foi retirado e espalhado com uma alca de Drigalski sobre
a superficie de uma placa de Petri contendo agar Sabouraud. O mesmo
procedimento foi seguido para o teste de combinacdo das substancias FLC (25
hug.mL?) mais a fracdo F1 (5 yg.mL?1). Ambas as placas foram cultivadas a 30 °C

durante 60 h. No final deste periodo as placas de Petri foram fotografadas.
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4. RESULTADOS

PARTE |: PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA FRACAO F1
1.4.1. Perfil Eletroforético da Fracdo F/0-70 de Frutos de C. annuum

A figura 5 mostra o perfil eletroforético da fracdo F/0-70 obtida ap6s a extracao
proteica de frutos de pimenta C. annuum, onde se observa ha segunda raia algumas
proteinas com massa molecular acima de 16.9 kDa, mas predominantemente
visualiza-se peptideos de menor massa molecular variando entre 6 e 15 kDa, com

destaque para uma banda mais abundante de aproximadamente 7 kDa (seta).
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Figura 5: Visualizacao eletroforética por gel de tricina, na presenca de SDS, da fragdo F/0-70
obtida de frutos maduros de C. annuum tratada com B-mercaptoetanol. (M) marcador de
massa molecular (Da), (F/0-70) fracdo obtida apos fracionamento com sulfato de aménio (0-

70% saturacao) e aquecimento (80 °C) do extrato proteico bruto de frutos de C. annuum.
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1.4.2. Cromatografia de Fase Reversa em HPLC e Obtencéao da Fragdo F1

A fracdo F/0-70, obtida apdés a extracdo proteica de frutos de pimenta C.
annuum, foi submetida a cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna
C2/C18, onde foi usado o solvente propanol como eluente da amostra para o
fracionamento dos peptideos. O cromatograma da fracdo F/0-70 apresentou a
presenca de sete fragbes denominadas F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7 (Figura 6).
Ressalta-se que em um estudo prévio (Taveira, 2012) foi realizado uma prospeccao
da atividade antimicrobiana dessas sete diferentes fracdes, e a fracao F1, foi a mais

toxica, por este motivo a fracdo F1 foi escolhida como objeto de estudo neste

trabalho.
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Figura 6: Cromatograma obtido apés cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 da
fracdo F/0-70 obtida dos frutos maduros de C. annuum. A coluna foi previamente equilibrada
e a corrida realizada com 0,1% de TFA (Solvente A) e a amostra eluida usando um
gradiente de propanol. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL.min™t. F1 a F7, picos retidos na coluna

e eluidos em gradiente de propanol.
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1.4.3. Perfil Eletroforético da Fracéo F1
A figura 7 mostra o perfil eletroforético obtido a partir da fracdo F1 proveniente
da cromatografia de fase reversa em HPLC (C2/C18). Observamos que a fracdo F1

apresenta um unico peptideo de massa molecular préxima de 7 kDa.
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Figura 7: Visualizacao eletroforética por gel de tricina, na presenca de SDS, da fracao F1
tratada com B-mercaptoetanol, obtida através do fracionamento da fracdo F/0-70, de C.
annuum por cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna C2/C18. (M) marcador de
massa molecular (Da). (F1) fracdo F1, pico retido e eluidos em gradiente de propanol
proveniente da cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 em HPLC.
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I.4.4. Andlise da Sequéncia de Aminoacidos da Fracéo F1

A analise da sequéncia parcial de aminodcidos da regido N-terminal do
peptideo de 7 kDa da fracdo F1 revelou 42%, 67% e 67% de identidade com os
peptideos similares & tionina de C. annuum thionin-like peptide (1) (gi:164698852),
C. annuum thionin-like peptide (2) (gi:6552502) e C. annuum y-thionin 1
(0i:6601331), respectivamente (Figura 8). Este alinhamento revelou também que
quatro residuos de cisteina sdo conservados. Na sequéncia parcial de 33 residuos
de aminoacidos sdo observadas algumas dissimilitudes em relacdo aos peptideos
pertencentes a familia das tioninas. Entre estas diferencas estdo a substituicdo de I3
por um G, Cs por um Y, D17 por um S, L22 por um D, auséncia da Eso. Adicionalmente
este peptideos apresentam algumas similaridades, como a presenca de quatro
residuos de cisteinas conservados (Cs, Ci4, C20 € C24), € também os residuos K6,
T9, P11, P18, K27, Y30 e o tripeptideo D31GHass A partir desta andlise este peptideo

passou a ser denominado CaThi (Capsicum annuum thionin-like peptide).
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Figura 8: Alinhamento dos 33 residuos de aminoéacidos obtidos do peptideo de 7 kDa da fracdo F1 com as seguintes sequéncias de peptideos
similares as tioninas: C. annuum thionin-like peptide (1) (gi: 164698852); C. annuum thionin-like peptide (2) (gi: 6552502); C. annuum y-thionin
1 (gi: 6601331). Os residuos de Cys conservados estdo destacados dentro de caixas. 1% indica a porcentagem de residuos e aminoacidos
idénticos destacados em negrito (incluindo os residuos de Cys). P% indica a porcentagem de residuos de aminoacidos positivos (que
apresentam as mesmas caracteristicas fisico-quimicas) marcados em cinza. Espagos (-) foram introduzidos para um melhor alinhamento. Os
nameros acima da sequéncia indicam o tamanho dos peptideos em residuos de aminoacidos. Os nimeros que flanqueiam os peptideos
indicam a posi¢éo dos residuos de aminoécidos em relagéo a sequéncia dos peptideos maduros. As sequéncias mostradas foram obtidas do
SWISS-PROT e alinhadas usando o Clustal Omega. A partir deste resultado o peptideo de 7 kD sera denominado de CaThi (do inglés

Capsicum annuum thionin-like peptide).
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PARTE II: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MECANISMO DE ACAO DA CaThi
SOBRE LEVEDURAS

I1.4.1. Ensaio de Inibicdo do Crescimento contra Leveduras na Presenca da
CaThi

Inicialmente, a atividade antimicrobiana de CaThi foi testada sobre as
espécies de leveduras S. cerevisiae, C. albicans e C. tropicalis, utilizando-se a
concentracdo de 100 pg.mL? (Figura 9). Os resultados obtidos mostram que CaThi
foi capaz de causar uma inibicdo de 98, 96 e 100% do crescimento de S. cerevisiae,

C. albicans e C. tropicalis, respectivamente.
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Figura 9: Inibicdo do crescimento das células das leveduras S. cerevisiae, C. albicans e C.

tropicalis na auséncia de CaThi (controle) e na presenca de 100 pg.mL* de CaThi.
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[1.4.2. Efeito da CaThi sobre a Permeabilizacdo de Membranas de Leveduras
Vista a forte atividade inibitoria no crescimento das trés leveduras testadas, as
células de S. cerevisiae, C. tropicalis, e C. albicans foram usadas para a andlise da
permeabilidade da membrana através da utilizacdo de corante Sytox green apés 24
h de incubacdo, agora com 50 pg.mLt de CaThi. Na figura 10, foram observadas
células fluorescentes em todas as leveduras testadas, sugerindo que a CaThi foi

capaz de permitir a entrada e a marcacdo da sonda, sugerindo a permeabilizacéo

destas membranas.

S. cerevisiae C. tropicalis C. albicans

DIC Fluorescéncia Fluorescéncia DIC Fluorescéncia

Controle

CaThi

Figura 10: Diferentes células de leveduras, ap0s ensaio de permeabilizagdo da membrana,

visualizadas por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox green.
As células foram tratadas com 50 pug.mL?* de CaThi durante 24 h e em seguida, analisadas

guanto a permeabilizagdo da membrana. As células-controle foram tratadas apenas com

sonda Sytox green. Barras de 10 pum.
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A partir da obtengdo destes dois ultimos resultados descritos, decidimos
trabalhar com as leveduras de importancia médica como as do género Candida.
Portanto, além das espécies C. albicans e C. tropicalis j4 utilizadas, mais quatro
espécies foram adicionadas neste estudo, sdo elas: C. parapsilosis, C. pelliculosa,

C. buinensis e C. mogii.

11.4.3. Determinacé&o do ICso de CaThi sobre Leveduras

Foram realizados ensaios de inibicdo de crescimento das seis espécies de
leveduras do género Candida: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
pelliculosa, C. buinensis e C. mogii, utilizando diferentes concentracdes de CaThi, a
fim de se determinar o seu ICso (Figura 11). A partir destes resultados de inibicao foi
calculado a ICso, e para maior clareza, apenas os valores correspondentes a ICso de
CaThi foram reorganizados em forma de tabela (Tabela 2). CaThi na concentracao
de 10 pyg.mL? foi suficiente para causar 50% de inibicdo do crescimento de C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. buinensis, mas 40 yg.mL! foi necessario
para alcangar o ICso para C. pelliculosa. Assim, C. pelliculosa parece ser a menos
susceptivel para CaThi, sendo necessérias as concentracdes mais elevadas para

inibir seu crescimento em 50%.
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Figura 11: Inibicdo do crescimento das células das leveduras C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis e C. mogii na auséncia de CaThi (controle) e na
presenca de diferentes concentragées de CaThi (ug.mL™). A partir destes dados de inibicdo
do crescimento em funcdo da concentracdo da substancia usada, foram determinadas as

ICso para cada levedura.
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Tabela 2. ICs0* (ung.mL™t) do CaThi sobre diferentes
espécies de Candida.

Leveduras CaThi
Candida albicans(CE022) 10,0
Candida tropicalis (CE017) 10,0
Candida parapsilosis (CE002) 10,0
Candida pelliculosa (3974) 40,0
Candida buinensis (3982) 10,0
Candida mogii (4674) 20,0

* representa a concentracdo da droga necesséria
para se obter 50% de inibicdo do crescimento da
levedura, in vitro.

[1.4.4. Efeito da CaThi sobre a Viabilidade Celular de Leveduras

Com base na atividade antimicrobiana da CaThi realizamos um ensaio de
viabilidade celular utilizando as respectivas ICso de CaThi para cada levedura
testada. Observamos que CaThi foi capaz de causar a morte celular em todas as
células de leveduras (Figura 12). As espécies mais susceptiveis a CaThi foram C.
buinensis, C. parapsilosis e C. albicans com 99,2, 98,9 e 80,3% de morte
respectivamente, e a menos suscetivel foi C. tropicalis com 47,9% de perda de
viabilidade. Estes resultados indicam que o efeito inibitério de CaThi foi fungicida

contra todas as espécies testadas.
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A B Numero % de
de morte

Controle CaThi Amostra células* celular

controle | 395.3+20.7 0

C. albicans

CaThi 77.6x3.7 80.3

controle | 344.3%28.9 0

C. tropicalis

CaThi 179.3%5.5 47.9

controle | 190.6%9.9 0

CaThi 2.0%£2.1 98.9

C. parapsilosis

controle | 439.3+33.3 0

C. pelliculosa

CaThi 130.3%9.2 70.2

controle | 131.6%8.9 0

C. buinensis

CaThi 1.0%£0.8 99.2

controle | 158.3%18.4 0

CaThi 61.3t4.4 61.6

C. m0|u

Figura 12: (A) Crescimento de colbnias na condicao controle e apés o tratamento com
CaThi na sua ICso durante 24 h, a partir das quais foram calculadas a viabilidade das células
de leveduras. (B) Quantificacdo de células e de porcentagem de morte celular das
leveduras, na condigdo controle e apés o tratamento com a ICso da CaThi durante 24 h. (*)
Indica a significancia pelo teste T (P <0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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[1.4.5. Efeito de CaThi sobre a Permeabilizacdo de Membranas de Leveduras
Todas as seis espécies de Candida quando cultivadas durante 24 h na
presenca de CaThi nas suas ICso mostraram marcagao pelo corante Sytox green
(Figura 13). As células deste ensaio foram contadas e observamos uma
porcentagem maior de células de C. albicans e C. pelliculosa apresentando a
fluorescéncia do Sytox green, em torno de 83 e 91,6%, respectivamente. Este
resultado sugere que CaThi é mais eficaz na permeabilizacdo da membrana destas

células do que nas outras espécies de Candida analisadas (Tabela 3).
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C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis

DIC Fluorescéncia DIC Fluorescéncia DIC Fluorescéncia

Con(role

10pg.mL* 3 10pg.mL-t [ - 10ug.mL-?

CaThi

C. pelliculosa C. buinensis C. mogii
Fluorescéncia DIC Fluorescéncia Fluorescéncia

DIC

Controle

40pg.mL-* 10pg.mL-t 20ug.mLt

CaThi

Figura 13: Diferentes células de leveduras apds ensaio de permeabilizacdo da membrana,
visualizadas por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox green.
As células foram tratadas com CaThi nas suas ICso durante 24 h e em seguida,analisadas
guanto a permeabilizagcdo da membrana. As células-controle foram tratadas apenas com

sonda Sytox green. Barras de 5 pum.
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Tabela 3. Porcentagem de células de leveduras fluorescentes apos

tratamento com CaThi&.
.|

Nuamero de
NUamero de células
células L % de células
Leveduras Amostra | _ visualizadas *
visualizadas em fluorescentes
em DIC fluorescéncia
.|
controle 62,049,3 0,6+0,8 0,9
C. albicans
CaThi 20,0+5,0 16,6+5,3 83,0
controle 41,2+4 2 0,8+1,3 1,9
C. tropicalis
CaThi 9,8+4,9 4.8+4,6 48,9
controle 79,2+12.1 0 0
C. parapsilosis
CaThi 18,2+5,4 6,2+1,4 34,0
controle 23,843,5 0 0
C. pelliculosa
CaThi 7,2+1,9 6,6+2,3 91,6
controle 43,6+9,0 0,8+1,3 1.8
C. buinensis
CaThi 13,6%6,2 6,2+1,3 455
controle 18,6+3,2 0,6+0,8 3,2
C. mogii
CaThi 8,6+2,0 4.4+2 7 51,1

2 Determinacdo do numero de células visualizadas em cinco campos aleatorios por DIC e
fluorescéncia das amostras obtidas a partir do ensaio de permeabilizagdo de membranas.
O numero total de células visualizadas por DIC para cada levedura (no controle e teste) foi
assumido como 100%. (*) Indica a significancia pelo teste T (P <0,05) entre todos os testes

e seus respectivos controles. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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11.4.6. Efeito da CaThi sobre o Aumento da Producdo Endogena de ROS em
Leveduras

A producdo endogena de ROS foi analisada incubando as leveduras durante
24 h com CaThi nas suas ICso respectivas para cada levedura. A figura 14 mostra o
aumento da producdo de ROS apenas em C. tropicalis, sugerindo que o aumento de
estresse oxidativo induzido por Cathi, pode ser a base do efeito inibidor do
crescimento deste AMP nesta levedura. No entanto, nas concentracdes testadas de

CaThi, nas demais espécies de Candida, o estresse oxidativo ndo foi detectado.
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CaThi

Controle

CaThi

C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis

DIC Fluorescéncia DIC Fluorescéncia DIC Fluorescéncia

10pg.mL-? 10pg.mL? 10pg.mL?

C. pelliculosa C. buinensis

Fluorescéncia Fluorescéncia Fluorescéncia

40pg.mLt 20pg.mL-t

Figura 14: Diferentes células de leveduras apds a ensaio de deteccdo de espécies reativas
de oxigénio por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente 2', 7' diacetato
diclorofluoresceina (H.DCFDA). As células foram tratadas com CaThi nas suas ICso durante
24 h e em seguida, analisadas para deteccdo de ROS. As células controle foram tratadas

apenas com sonda H.DCFDA. Barras de 5 um.
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[1.4.7. Analise da Funcionalidade Mitocondrial em Células da Levedura S.
cerevisiae Tratada com CaThi

Das leveduras testadas para os ensaios de permeabilizacdo e ROS, apenas
a levedura C. tropicalis apresentou sinal positivo para os dois ensaios por este
motivo, 0s testes seguintes foram feitos com esta levedura. As células de C.
tropicalis, apés 24 h de tratamento com 10 yg.mL-! da CaThi, apresentam atividade
mitocondrial muito diminuida como observado pela fraca fluorescéncia do corante
Rodamina 123. Para as células-controle que possuem mitocondrias funcionais, é

visualizado forte sinal de fluorescéncia da Rodamina 123 (Figura 15).
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Figura 15: Células de C. tropicalis apés ensaio de funcionalidade mitocondrial, visualizadas
por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Rodamina 123. As células
foram tratadas com 10 ug.mL* de CaThi durante 24 h e em seguida, analisadas quanto a
funcionalidade mitocondrial. As células controle foram tratadas apenas com sonda

Rodamina 123. Barras de 10 pm.
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11.4.8. Deteccdo da Atividade de Caspases Induzida por CaThi em Células de C.
tropicalis

Para se verificar se ha ocorréncia de eventos apoptéticos induzidos pela
presenca de CaThi no meio de crescimento, de C. tropicalis, a atividade de enzimas
do tipo caspases foi investigada. Nossos resultados mostram que a exposi¢cédo das
células de C. tropicalis a CaThi resultou na inducdo de atividade de caspases, o que
sugere que o processo de morte, pelo menos para estas células, possa ser do tipo

apoptotica (Figura 16).

Acido acético
Controle (300 mM)

Figura 16: Atividade de caspase em células de C tropicalis apés 24 h de incubacdo com 10
pg.mL?* de CaThi. As células-controle e as células tratadas com CaThi foram incubadas com
a sonda FITC-VAD-FMK e analisadas por microscopia de fluorescéncia. A fluorescéncia
verde indica coloragéo positiva para a atividade da caspase. Barras de 10 pm.
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[1.4.9. Verificacdo do Translocacéo da Fosfatidilserina Induzida em Células da
Levedura S. cerevisiae pela CaThi

A translocacdo da PS para o folheto externo da membrana plasmatica dos
esferoplastos de S. cerevisiae deu marcagédo positiva. Este resultado indica que
CaThi pode causar um efeito apoptotico nas células de S. cerevisiae, observado
pela exposicao de PS. Efeito semelhante foi verificado no controle positivo, onde as
foram células incubadas com peroxido de hidrogénio, e nenhuma marcacgao foi

observada no controle negativo, sem tratamento (Figura 17).

Taveira, G.B
63



DIC

Anexina v

lodeto de Propidio

H,O, Morte por Calor Cathi

Figura 17: Esferoplastos de S. cerevisiae incubados durante 2 h com 50 ug.mL* CaThi e

depois tratados com anexina V (AnnV) e iodeto de propidio (PI), mostrando a exposicdo de

fosfatidilserina para a monocamada externa (fluorescéncia verde). Controle (esferoplastos

Controle

em meio de ensaio) é AnnV- e PI', H,O; (esferoplastos tratados com H.0,) sdo AnnV* e PI,
células mortas por calor (esferoplastos tratados a 100 °C) sdo AnnV- e PI* (fluorescéncia

vermelha). Barras de 5um.
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[1.4.10. Localizac&o de CaThi nas Células de Leveduras

Neste trabalho foi investigado também se CaThi apresenta um alvo
intercelular e se é internalizada em células de C. albicans e C. tropicalis. Estas
leveduras foram escolhidas por serem conhecidas como 0S maiores patdgenos
oportunistas das espécies de Candida aqui testadas, bem como porque C. tropicalis
foi a Unica levedura que teve a permeabilizacdo de membrana e a inducdo de ROS
na presenca de CaThi. Para isso, foram utilizados 10 ug.mL* de CaThi acoplada ao
FITC para verificar a acorréncia de sinal de fluorescéncia intracelular e as células
também foram tratadas com DAPI para a marcagdo dos nucleos. A fluorescéncia
intracelular de CaThi-FITC foi observada em ambas as espécies de Candida. No
entanto, apenas contra as células de C. tropicalis a CaThi-FITC produziu um spot de
fluorescéncia especifico e intenso dentro das células. J& para as células de C.
albicans a fluorescéncia foi difusa. A sobreposicédo das imagens de CaThi-FITC com
DAPI indicou uma co-localizacdo destes sinais fluorescentes em C. tropicalis, mas
ndo em células de C. albicans (Figura 18). Estes dados sugerem que, pelo menos
para C. albicans e C. tropicalis, CaThi pode ter um alvo intracelular, e que para C.

tropicalis o0 alvo possivelmente esta localizado no ndcleo.
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C. albicans C. tropicalis

DIC

CaThi-FITC

DAPI

SOBREPOSICAO

Figura 18: Células de C. albicans e C tropicalis incubadas por 24 h com 10 ug.mL* CaThi-
FITC (setas abertas) visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Os nucleos foram
marcados por DAPI (setas cheias), apés o periodo de incubacdo com CaThi-FITC.
Sobreposicdo das imagens de marcacdes com DAPI e FITC (note a sobreposicdo da
marcacéao verde [CaThi-FITC] e azul [DAPI] setas pontilhadas) indicam a localizacao nuclear

de CaThi-FITC. Barras de 20 um. (*) Indica a posi¢cdo do aumento digital.
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[1.4.11. Ensaio de Verificacdo da Mudanca de Mobilidade Eletroforética do DNA

A partir do resultado descrito no tépico anterior que demonstra que CaThi é
capaz de internalizar-se e ter como alvo o ndcleo em células de C. tropicalis,
levantou-se a hipétese de que o peptideo pudesse interagir com o DNA destas
células. Portanto, n6s analisamos a ocorréncia desta ligacdo através da verificacao
de uma eventual alteracdo da mobilidade do DNA. Nosso resultado indica que 10
pug.mL* de CaThi foi capaz de se ligar a molécula de DNA e esta ligacéo resulta em
um complexo que tem uma mobilidade eletroforética diferente do DNA livre,
impedindo sua entrada na malha do gel de agarose, como pode ser observado no
teste (segunda raia) e no controle positivo quando utilizamos poli L-lisina. Esse
resultado € corroborado quando visualizamos o controle negativo apenas na
presenca de agua onde se observa a mobilidade eletroforética normal da molécula

de DNA (Figura 19).

Figura 19: Visualizacado eletroforética da mobilidade do DNA extraido de S. cerevisiae na
presenca de CaThi em gel de agarose 0,8%. Primeira raia, controle, mobilidade de 100 ng
de DNA; Segunda raia, mobilidade de 100 ng DNA incubados com 10 pug.mL* de CaThi;
Terceira raia, controle positivo, mobilidade de 100 ng de DNA incubados 10 pg.mL™* de poli-

L-lisina.
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1.4.12. Andlise de Fluxo de H* Utilizando o Sistema de Eletrodos Vibrateis lons-
Seletivos

A diferenca de voltagem extracelular, fluxos de protons e pH da superficie
foram avaliados na levedura C. tropicalis utilizando uma sonda vibratil H* seletiva. O
ensaio de dose-resposta mostrou uma inibicdo significativa de efluxo de H* nas
células da levedura apos o tratamento com a CaThi (Figura 20). A diferenca de
voltagem foi registrada na presenca ou auséncia de CaThi (Figura 21A). Antes da
exposicdo a 40 uyg.mL* de CaThi, as células da levedura mostraram uma atividade
de efluxo H* extracelular estacionaria de 4,61 + 0,62 pmol cm™ min?, no entanto,
apos o tratamento com o peptideo, o efluxo de H* teve uma inibicdo significativa de
aproximadamente 90,04% e uma taxa de efluxos de aproximadamente 0,45 + 0,28
pmol cm? min? (p<0.0001, teste-T) (Figura 21B). Consequentemente, o pH da
superficie teve um aumento significativo quando as células da levedura foram
expostas ao peptideo CaThi (Figura 21C). No entanto, apés 10 min da retirada de
CaThi do meio, o efluxo de H* basal e o pH da superficie, retornaram para o nivel
normal, sugerindo que a inibicdo é dependente de CaThi (dados ndo-mostrados).
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Figura 20: Efeito dose-resposta de CaThi sobre a taxa de efluxo de H" extracelular na
levedura C. tropicalis. Os dados foram analisados por One-Way ANOVA combinado com

teste Tukey's. As médias com a mesma letra ndo possuem diferengas significantes pelo
teste Tukey's (p<0.05).
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Figura 21: Diferenca de voltagem (A), taxa de efluxo de H* (B) e pH da superficie (C) nas
células de levedura C. tropicais tratados ou ndo (controle) com 40 ug.mL* de CaThi. Para os
dados de efluxo de H* e pH da superficie, as médias sao significativamente diferentes pelo

Student T-test (p<0.01). Ref representa o background de referéncia.
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11.4.13. Atividade Sinergistica da Combinacdo do FLC com CaThi Sobre
Diferentes Células de Levedura do Género Candida .

Foram feitos ensaios de inibicAo de crescimento para as leveduras C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis e C. mogii,
utilizando diferentes concentragcbes de FLC, a fim de se determinar o seu ICso
(Figura 22). Para maior clareza, apenas os valores correspondentes a ICso de FLC
foram reorganizados em forma de tabela. O menor ICso para FLC foi encontrado
para C. buinensis (0,125 ug.mL™?) e a maior para C. pelliculosa (5 ug.mL™?) (Tabela
4).

A combinacdo de FLC e CaThi mostrou um aumento da atividade inibitoria
para todas as espécies de Candida testadas, sugerindo uma atividade sinérgica
(Tabela 5). Curiosamente, a levedura C. pelliculosa apresentou o maior ICso para
ambas as substancias (5 uyg.mL* para FLC e 40 ug.mL* para CaThi), mas quando
combinado com o FLC numa concentracdo uma vez abaixo do seu ICso e CaThi trés
vezes abaixo do seu ICsp, observamos um aumento de 57% na inibicdo do
crescimento desta levedura. Do mesmo modo, contra células de C. parapsilosis
utilizando o ICso do FLC mais CaThi com uma concentragéo trés vezes menor ao
seu ICso, obtivemos 100% de inibigdo do crescimento desta levedura. A utilizacdo da
combinacdo de FLC e CaThi também inibiu fortemente (96%) as células de C.
tropicalis, embora quando utilizadas separadamente a inibicdo obtida com estas
substancias néo atingiu 12%. Em conjunto, estes dados sugerem que a combinacao

destas substancias pode ser muito eficaz contra espécies de Candida.

Taveira, G.B
71



045 - . 16 - .
C. albicans 067 C. pelliculosa
04 -
f E
1S 035 c —— Controle
< 03 - —&— Controle 8
o »
o 02 —& 20pg/mL © —B- 20ug/mlL
- 0,25 - @
-% —— 15ug/mL 5 —4&— 15pg/mL
= 0,2 c
< —%— 10pg/mL < —%— 10pg/mL
50,15 - 5
é —%— 5pg/mL § —*—5pug/mlL
0,1 - —o—
2,5ug/mL < —o— 25/
0,05 | —+— 1pg/mL
e/ —+ 1pg/mL
0 1
0 6 12 18 24
Tempo (h) Tempo (h)
045 . . 0,18 . -
C. tropicalis C. buinensis
04 0,16 -
g 035 £0,14
=
c —&— Controle
o 03 Q0,12
© —&— 20pg/mL © —&— Controle
G025 g 01 -
S —&— 15pg/mL S —& lpg/mL
€ 02 £0,08 -
< —%— 10pg/mL S —&—0,5u/mL
G 0,15 5 0,
g —%— 5pg/mlL E —%—0,25pg/mL
< 0,04 -
01 —8— 2,5ug/mL < —%—0,125g/mL
0,05 —— 1pg/mL 0,02 e
0 (R ‘ ——# |
0 6 12 18 24
Tempo (h) Tempo (h)
04 . . 0,2 ..
C. parapsilosis C. mogii
] 0,18
035
£ 03 £ 0,16
c 031 ——
2 —&— Controle ; 0,14 - Controle
© 0,25 o ] —& 20ug/mL
g —&2ug/mL G 0,12
s 027 5 01 —A— 15u/mL
c —&— 1,5ug/mL c
So15 - © 0,08 - —%— 10pg/mL
3 ¢ Lug/ml 50,06 -
2 01 - a2l —*%— 5pg/mlL
g —%—0,5g/mL < 0,04
0,05 ’ —€—2,5g/ml
' ——0,25pg/mL 0,02 | Y
0¥ — o T
0 6 © 1 4 0 6 12 18 %
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 22: Inibi¢cdo do crescimento das células das leveduras C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis e C. mogii na auséncia de FLC (controle) e na
presenca de diferentes concentracées de FLC (ug.mL™?). A partir destes dados de inibicdo
do crescimento em funcdo da concentracdo da substancia usada, foram determinadas as

ICso para cada levedura.
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Tabela 4. ICs0* (ug.mL') do FLC sobre diferentes

espécies de Candida.

Leveduras FLC
Candida albicans (CE022) 1,0
Candida tropicalis (CE017) 1,0
Candida parapsilosis (CE002) 0,5
Candida pelliculosa (3974) 5,0
Candida buinensis (3982) 0,125
Candida mogii (4674) 2,5

* representa a concentracdo da droga necessaria
para se obter 50% de inibicdo do crescimento da

levedura, in vitro.

Taveira, G.B
73



Tabela 5. Porcentagem de inibicdo da CaThi e FLC sozinhos e em combinacé&o

mostrando o efeito sinergistico contra células de leveduras in vitro.
- ____________________________________________________ __________________________________________|]

Efeito da
Concentracao — combinacéao (%)
Leveduras Amostra ) Inibicao (%)
(Hg.mL=)? (CaThi+FLC) *
. ___________________________________________________|
CaThi 3,5 2,93
C. albicans 77,5
FLC 0,5 24,48
CaThi 3,5 0
C. tropicalis 96,26
FLC 0,5 11,55
CaThi 3,5 4,0
C. parapsilosis 100,0
FLC 0,5 50,0
CaThi 15,0 2,63
C. pelliculosa 57,45
FLC 2,5 7,8
CaThi 5,0 19,0
C. buinensis 67,01
FLC 0,06 5,45
CaThi 10,0 17,19
C. mogii 61.05
FLC 1,0 22,80

2 As concentragdes de CaThi variaram de 1,3 a 4,0 vezes abaixo de seu ICso e as concentragdes
de FLC foram 2,0 vezes abaixo do seu ICso0u 0 seu ICsp.

* Indica significancia pelo teste T (P <0,05)
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[1.4.14. Alteragdes Morfologicas do FLC, CaThi e FLC + CaThi no Crescimento
das Leveduras do Género Candida

Investigamos as possiveis alteracdes morfoldgicas das células de leveduras
cultivadas na presenca de FLC, CaThi, e da combinacdo de ambas as substancias
apos os ensaios de inibicdo do crescimento (Figuras 23 e 24).

A analise por microscopia optica revelou que FLC, CaThi e o tratamento com
a combinacdo das substancias, causaram alteracbes na morfologia de todas as
células das espécies de Candida. As leveduras C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
pelliculosa e C. mogii exibiram uma aparente dificuldade na liberacdo de brotos,
levando assim a formacao de pseudohifas quando cultivadas na presenca de CaThi.
Além disso, na presenca de ambas as substancias, as células de C. tropicalis
apresentaram uma hiper-ramificagdo das pseudohifas. Para C. albicans e C.
buinensis observou-se uma intensa aglomeracdo celular em todos os tratamentos.
Além disso, a combinacdo de FLC e CaThi causou um aspecto de constricdo as
células de C. albicans (Figura 23).

A visualizagdo por microscopia eletrbnica de varredura de C. pelliculosa
mostra mais uma vez aglomeracgéao celular e a formacao de pseudohifas em todos os
tratamentos. No entanto, para o tratamento com C. buinensis as substancias
individuais apresentaram aglomeracao celular, mas ndo a formacéo de pseudohifas.
J& o tratamento com a combinacdo das substancias revelou o mesmo fenoétipo, além
de uma dificuldade aparente na liberagéo do broto (Figura 24).

Estes resultados mostram que CaThi é capaz de causar alteracdes
morfolégicas semelhantes ao FLC, um farmaco comercial comumente utilizado no
tratamento de infeccBes causadas por espécies de Candida. E importante salientar
gue a combinacdo destas substancias mostra uma potencializacdo das alteracdes

morfoloégicas contra estas espécies oportunistas de Candida.
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Figura 23: Células das leveduras C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C.
buinensis e C. mogii por DIC apds o ensaio de inibicdo de crescimento na presenca de FLC,
CaThi e FLC + CaThi. Barras de 5 pum.
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Figura 24: Células das leveduras C. pelliculosa e C. buinensis visualizadas por microscopia

eletrénica de varredura apés o ensaio de inibicdo de crescimento. Seta cheia (formacao de
pseudohifas); seta aberta (aglomeracéo de células); asterisco (material amorfo). Barras de

10 pm.
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PARTE IlI: ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E MECANISMO DE AQAO DA CaThi
SOBRE O FUNGO Fusarium solani

[11.4.1. Andlise da Atividade Antimicrobiana da CaThi contra Células de
Fusarium solani

Neste ensaio, observamos que CaThi na concentracdo de 50 ug.mL? foi
capaz de inibir 83% do desenvolvimento do fungo F. solani (Figura 25). Nas imagens
observamos que nos esporos-controle para os tempos de 12, 24 e 48 h de
incubacéo, ha a formacao de hifas a partir do tubo germinativo, e no tempo final de
60 h ndo observamos mais a presenca de esporos, indicando que estes germinaram
formando as hifas do fungo. Por outro lado, nos esporos tratados ndo observamos o
desenvolvimento de hifas até 48 h, indicando que a CaThi na concentracdo de 50
ng.mL* é capaz de inibir a germinagéo dos esporos e consequentemente impedir a
formacdo de hifas. No tempo de 60 h observamos que 0S esporos comecam a
germinar, mas essa germinacdo € menor em relacdo ao seu respectivo controle
(Figura 26).

—&0— CONTROLE —B— CaThi (50 pg/mL)
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Figura 25: Inibicdo do crescimento do fungo F. solani tratado com 50 pg.mL* de CaThi

durante 60 h de incubacéo. Controle - células crescidas na auséncia de CaThi.
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Figura 26: Células de F. solani visualizadas por microscopia de campo claro apés 12, 24, 48

e 60 h de incubacdo com 50 pg.mL*de CaThi. Barras de 20 pm.
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[11.4.2. Efeito da CaThi sobre a Permeabilizacdo de Membranas de F. solani

Na figura 27 € observado que, com 12 h de incubacédo na concentracao de 50
ng.mL! da CaThi, ocorrem alteragGes estruturais na membrana plasmatica dos
esporos fungicos resultando na permeabilizacdo das mesmas e permitindo a
entrada e a marcacéo pelo corante. Este resultado se repetiu com 24, 48 e 60 h de
incubacdo e observamos que neste tempo, todos 0s esporos estavam
permeabilizados. Com este resultado podemos sugerir que a inibicdo da
germinacao dos esporos pode ser consequéncia da permeabilizacdo dos mesmos

na presenca de CaThi.
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Figura 27: Células de F. solani apés ensaio de permeabilizacdo da membrana, visualizadas
por microscopia de fluorescéncia utilizando a sonda fluorescente Sytox green. As células
foram tratadas com 50 pg.mL*com CaThi por 12, 24, 48 e 60 h de incubacédo e em seguida,

analisadas quanto a permeabilizacdo da membrana. Barras de 20 um.
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[11.4.3. Deteccgdo da Inducdo de H202 em Esporos de F. solani ap6s Tratamento
com CaThi

Neste ensaio, investigamos se a CaThi é capaz de induzir a producao
endogena de H20: pela andlise da polimerizagdo por DAB. Os dados obtidos
mostraram que nos primeiros 10 min de incubacdo, had a inducdo desta espécie
reativa de oxigénio, visualizada pela formacéo do precipitado marrom nos esporos. A
partir de 20 min € observado um aumento da coloracdo desse precipitado, bem

como a sua localizacdo majoritariamente nas extremidades dos esporos (Figura 28).

10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 60 min

Controle

H,0,

CaThi (50ug.mL1)

Figura 28: Producdo enddgena de H:O: dos esporos de F. solani através da andlise de

precipitacdo com DAB que precipitou no local da produgdo de H.O, formando uma area
escura nos esporos. Esporos tratados com 50 pg.mL? de CaThi em diferentes tempos de
incubagédo (10, 20, 30, 40, 50 e 60 min). H.O: foi utilizado como controle positivo e 4gua

como controle negativo. Barras de 10 pm.
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[11.4.4. Localizac&o de CaThi nas Células de F. solani

Em seguida, n6s também investigamos se CaThi é internalizada em células
de F. solani. Para isso, foram utilizados 20 yg.mL* de CaThi-FITC para verificar um
eventual aparecimento sinal de fluorescéncia e as células também foram tratadas
com DAPI para a marcacao dos nucleos. A fluorescéncia intracelular de CaThi-FITC
foi observada nas células do fungo filamentoso. No entanto, ndo € possivel observar
nenhuma marcacdo pontual no interior da célula, e aparentemente a CaThi-FITC
esta dispersa em todo o citoplasma. A sobreposicdo das imagens de CaThi-FITC
com DAPI também n&o indicaram a co-localizacao de sinais de fluorescéncia (Figura
29). No entanto, estes dados nos permitem sugerir que CaThi pode ter um alvo

intracelular também para F. solani.
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Figura 29: Células de F. solani incubadas por 60 h com 20 ug.mL* de CaThi-FITC por
microscopia de fluorescéncia. Os nucleos foram marcados DAPI, apds o periodo de

incubacdo com CaThi-FITC. Barras de 50 pm.
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[11.4.5. Atividade Sinergistica da Combinacdo do FLC com CaThi contra Células
de F. solani

Assim como para as leveduras, 0 ensaio de combinacdo do FLC e CaThi
mostrou uma ampliacdo da atividade inibitéria contra as células de F. solani,
sugerindo um efeito de sinergismo (Figura 30). No gréafico de inibicdo € observado
que as concentracOes utilizadas para as substancias separadamente, FLC (25
pug.mLt) e CaThi (5 ug.mL?) ndo foram capazes de inibir de forma significativa o
crescimento do fungo. Por outro lado, quando as substancias foram combinadas
FLC (25 yg.mL?t) + CaThi (5 yg.mL), o crescimento das células de F. solani foi

completamente inibido.
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Figura 30: Inibicdo do crescimento das células de F. solani na presenga de CaThi, FLC, e
CaThi + FLC durante 60 h de incubacao. Controle - células crescidas na auséncia de FLC e
CaThi.
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[11.4.6. Alteracbes Morfolégicas e Teste da Viabilidade Celular do Fungo F.
solani Proveniente do Ensaio de Sinergismo

Na figura 31A observamos que as células-controle e as células crescidas na
presenca apenas de CaThi ou FLC ndo apresentaram nenhuma redugdo no
crescimento celular, corroborando com os resultados obtidos pela leitura de
densidade éptica. Também néo foi possivel observar nenhuma alteragcdo morfolégica
nas células. Porém na combinacdo das duas substancias (CaThi mais FLC) quase
nao observamos crescimento celular e notamos claramente que o esporo do fungo
ndo foi capaz de se desenvolver, além da aparente alteracdo na estrutura da célula.
Na figura 31B observamos que as células crescidas na presenca da combinacao das
substancias perdem a viabilidade celular, e nenhum crescimento foi observado
mesmo depois de 60 h de incubacdo em placas de Petri. Ja as células controle
mantiveram seu crescimento normal. Esses dados nos permitem sugerir que o efeito

da combinacéo de CaThi e FLC é fungicida para este fungo.
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B Co n

FLC + CaThi

Figura 31: (A) Células de F. solani visualizadas por microscopia de campo claro do fungo na
presenca de FLC e CaThi sozinhos e apds o ensaio de sinergismo. Barra de 20 um. (B)
Viabilidade de células do fungo apés o tratamento com FLC (25 pg.mL?) + CaThi (5 pg.mL™)
durante 60 h. Controle - células crescidas na auséncia de FLC e CaThi.
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, um numero crescente de peptideos e proteinas com
atividade antimicrobiana in vitro tem sido identificado a partir de plantas de pimenta.
Dentre estes, podemos citar quitinases (Hong et al., 2000), LTPs (Cruz et al., 2010;
Diz et al., 2011), tioninas (Lee et al., 2000), inibidores de proteases (Ribeiro et al.,
2012a) e albuminas 2S (Ribeiro et al., 2012b). Alguns desses peptideos foram
extraidos e purificados principalmente a partir de sementes destas plantas (Diz et al.,
2011; Ribeiro et al., 2012a, 2012b). Ressalta-se que na literatura ndo encontramos
nenhum AMP que tenha sido purificado a partir de frutos de pimenta, motivando a
realizacdo deste trabalho, o qual teve, como material de estudo, este 6rgdo da
planta.

Alguns AMPs ja foram identificados em frutos de diferentes espécies de
plantas, como os cDNAs de Pp-LTP1 e Pp-LTP2, correspondentes a duas diferentes
LTPs, sendo esses genes isolados de Prunus persica (péssego) (Botton et al.,
2002), e em outras frutas da familia Rosaceae, como Prunus armeniaca (damasco)
(Pastorello et al., 2000), Prunus domestica (ameixa) (Pastorello et al., 2001) e
Prunus avium (cereja) (Scheurer et al., 2001). Inicialmente, foi realizada uma
extracdo proteica a partir do fruto de Capsicum annuum para a obtencdo de uma
fracdo rica em peptideos (F/0-70). Esta F/0-70 foi submetida a eletroforese em gel
de tricina, onde observamos a presenca de diversas bandas proteicas, mas algumas
com massa molecular abaixo de 10 kDa, correspondentes aos peptideos (Figura 5).
A F/0-70 foi submetida a cromatografia de fase reversa em HPLC (Figura 6), técnica
qgque € amplamente utilizada por pesquisadores para a purificacdo de peptideos
(Pelegrini et al., 2006; Mandal et al., 2009). A fracdo F1 destacou-se por apresentar
uma unica banda proteica com a massa molecular de aproximadamente 7 kDa
(Figura 7), além de demonstrar toxicidade contra fungos e bactérias (Taveira, 2012).
Este peptideo foi entdo submetido ao sequenciamento N-terminal e através da
analise do banco de dados, verificou-se que este possuia identidade de sequéncia
com uma familia de AMPs de planta, denominada tioninas. Na sequéncia parcial de
33 residuos de aminoacidos foram observadas algumas dissimilitudes e
similaridades em relacdo aos peptideos pertencentes a familia das tioninas (Figura
8). A partir deste resultado este peptideo passou a ser denominado CaThi
(Capsicum annuum thionin-like peptide).
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As tioninas sdo pequenos grupos protéicos (~ 5 kDa), ricos em cisteina e com
propriedades toxicas e antimicrobianas. Possuem ampla toxicidade celular contra
diversas linhagens celulares de organismos eucarioticos, embora algumas
apresentem certa seletividade (Stec, 2006). As tioninas exibem efeitos toxicos contra
uma vasta gama de agentes patogénicos de plantas, incluindo bactérias, fungos e
protozoarios (Molina et al., 1993; Garcia-Olmedo et al., 1998; Giudici et al., 2004;
Chandrashekhara et al., 2010). No entanto, 0 mecanismo exato pelo qual as tioninas
causam a morte de microrganismos ainda nao foi completamente estabelecido. Além
disso, existe uma lacuna em relacédo ao modo de acao das tioninas de plantas contra
agentes patogénicos ao homem. Devido a estes fatores usamos duas abordagens
neste trabalho. Em um primeiro momento, investigamos o potencial antimicrobiano
de CaThi, contra seis espécies de levedura do género Candida, todas de interesse
clinico: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis e C.
mogii, visto o aumento consideravel na incidéncia de infec¢cdes causadas por
leveduras deste género. E em um segundo momento, verificamos também a
atividade antimicrobiana de CaThi contra um o fungo F. solani, um fungo saprofitico
capaz de causar doencas em plantas, animais e humanos, e que na ultima década,
tem causado um numero cada vez maior de infec¢gBes (fusarioses) em pacientes
imunocomprometidos (Nucci et al., 2014; Litvinov et al., 2015; Stempel et al., 2015).

Os nossos ensaios de inibicdo de crescimento mostraram forte atividade
antifangica de CaThi contra todas as leveduras testadas (Figuras 9 e 11) e que este
efeito inibitério sobre as seis leveduras testadas foi fungicida (Figura 12), e nao
fungistatico como € reportado para o fluconazol (FLC), principal antifangico no
controle de candidiases (Cowen et al., 2002; Ford et al., 2015). O fato de CaThi
exercer um efeito fungicida sobre as espécies de Candida é caracteristica
importante quando se pensa no desenvolvimento de novas substancias terapéuticas,
visto que compostos fungistaticos podem contribuir para o desenvolvimento de
microrganismos resistentes (Onyewu et al., 2003; Kotaczkowska e Kotaczkowski,
2016). Thi 2.1, uma tionina obtida de Arabidopsis thaliana, causou 80% de inibicdo
em C. albicans com 2,5 yg.mL! (Loeza-Angeles et al., 2008). Embora Thi 2.1 tenha
mostrado uma atividade antimicrobiana mais forte que CaThi contra C. albicans,
esses autores nédo testaram esta tionina contra outras espécies do género Candida,

assim, ndo sabemos se a Thi 2.1 possui uma atividade similar em diferentes
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espécies. Quando testamos CaThi na concentragdo de 50 ug.mL* contra células de
F. solani também verificamos uma atividade inibitéria significativa, mostrando uma
reducdo no crescimento micelial, além de inibicdo da germinacédo de esporos até 48
h de incubacdo (Figuras 25 e 26). A viscotoxina VtAs isolada de Viscum album
(visco-branco), também da familia das tioninas, foi capaz de inibir a germinacédo de
esporos de F. solani utilizando a concentragdo de 50 uyg.mL; entretanto, essa
inibicdo foi analisada até 16 h de incubacédo. Ja para o crescimento micelial, 7,5
pug.mL?t de VtAs foram necessdrios para alcancar uma inibicdo de 50% e esta
potente atividade foi igualmente verificada conta células do fungo Sclerotinia
sclerotiorum (Giudici et al., 2004). Neste trabalho nés mostramos uma forte atividade
antifingica de CaThi que afeta a germinacdo de esporos e o crescimento das hifas
do fungo F. solani. Nossos dados, em conjunto com outros ja descritos na literatura,
reforcam a nocdo de que as tioninas podem ser compostos ativos em plantas,
atuando também na defesa contra fungos fitopatogénicos.

ApoOs os testes de inibicdo comecamos a investigar o mecanismo de acéo
responsavel pela inibicdo do fungo. Inicialmente, usamos Sytox green, um corante
que possui alta afinidade por acidos nucléicos e penetra as células apenas quando
sua membrana plasmatica esta comprometida. Neste trabalho todas as espécies de
leveduras testadas mostraram fluorescéncia para Sytox green (Figuras 10 e 13), no
entanto CaThi foi mais eficaz na permeabilizagdo da membrana plasmatica em C.
albicans e C. pelliculosa (Tabela 3). A mesma permeabilizacdo foi observada para
os esporos de F. solani, em diferentes tempos de incubacdo com CaThi (Figura 27).
Thevissen et al. (1996) mostraram que a atividade antimicrobiana contra o fungo
Neurospora crassa por a-hordotionina (a-HT), isolada a partir de sementes de
Hordeum vulgare (cevada), também ocorre através de um mecanismo que envolve a
permeabilizacdo da membrana, resultando num influxo de Ca?* e efluxo de K* e
consequente colapso do potencial de membrana. Um ano depois, foi mostrado que
outra tionina causava permeabilizacdo nas células de S. cerevisiae, evidenciado
pelo extravasamento no meio de cultura de diversos ions como K* e PO4* e também
de alguns componentes celulares (Broekaert et al., 1997). De forma semelhante, foi
mostrado que a tionina viscotoxina A3 (VtAs), interage com a membrana plasmatica
do fungo F. solani, causando sua permeabilizacdo e inibindo assim o crescimento

desse microrganismo (Giudici et al., 2006). Estudos sugerem que a maior parte dos
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efeitos biolégicos das tioninas resulta da interagcdo destes peptideos com a
membrana da célula-alvo. Trés mecanismos foram propostos para a
permeabilizacdo de membranas pelas tioninas: formacdo de canais de ions
seletivos; formacao de balsas ou “tapete” de peptideos; e a perda de fosfolipideos
de membrana (Stec, 2006). A precisa cascata de eventos que ocorre apos a
interacdo da tionina com a membrana dos microrganismos, conduzindo a morte da
célula, ndo é totalmente compreendida, mas o evento de permeabilizacdo da
membrana parece ser um efeito primario.

AMPs demonstram desempenhar um papel direto na permeabilizacdo da
membrana, provocando uma perda do potencial de membrana (Dathe et al., 2002).
Como as células dependem do potencial de membrana para exercer as suas
funcdes fisioldgicas vitais, sua restauracdo € obrigatoria e exige gasto de energia
celular. Com isso, uma possivel consequéncia desse processo € a geracao de ROS
pela ativacdo de mitocondrias para a producdo de ATP (Addabbo et al., 2009). A
partir desta visdo, n0s analisamos se este evento primario de permeabilizacdo de
membranas, tanto em leveduras como em fungo filamentoso, induzido por CaThi era
seguido pelo estresse oxidativo. Curiosamente para as células de leveduras CaThi
induziu um aumento na producdo endégena de ROS apenas na espécie C. tropicalis
(Figura 14). No entanto, mais estudos sdo necessarios para estabelecer esta
relacdo. Quando analisamos se CaThi causaria a inducéo de peréxido de hidrogénio
em esporos de F. solani, observamos que, com apenas 10 min de incubacao,
ocorreu um aumento na producdo de peréxido de hidrogénio e esse efeito persistiu
até 60 min de incubacdo, e curiosamente a marcag¢ao foi mais proeminente nas
pontas dos esporos, onde ocorre 0 crescimento polarizado das hifas (Figura 28).
Essa producdo de peroxido de hidrogénio induzida por CaThi na regido apical dos
esporos pode ser a responsavel pela inibicdo da germinacdo dos mesmos,
visualizada durante o ensaio de inibicdo do crescimento. Estudos mostram que o
aumento na producdo de ROS nos organismos alvos € um modo de acao
recorrentemente empregado pelas tioninas e outros AMPs (Giudici et al.,2006; Aerts
et al., 2007; Mello et al., 2011). Guidici et al. (2006) também observaram o aumento
da producédo de peréxido de hidrogénio, em F. solani, induzido por 50 ug.mL? da
VtAs com apenas 5 min e relacionaram o aumento de peréxido de hidrogénio com a

morte do fungo. Apesar de alguns autores ja terem relatado a inducdo de ROS por
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tioninas, neste trabalho mostramos pela primeira vez o aumento da producéo de
ROS como parte do mecanismo antimicrobiano contra um patdégeno humano, C.
tropicalis. Esses resultados sugerem que CaThi possui um mecanismo sofisticado na
inibicdo do crescimento da levedura C. tropicalis e do fungo F. solani que envolve
ndo s6 a permeabilizacdo de membranas, mas também a inducdo de estresse
oxidativo.

Espécies reativas de oxigénio sdo moléculas que aparecem nos momentos
iniciais do processo apoptotico. Estudos tém demonstrado que o aumento enddégeno
de ROS pode levar a destruicdo de varios tipos celulares através de vias apoptoticas
(De Felice et al., 2007; Maiese et al., 2010). Trabalhos sugerem que as alteracdes
mitocondriais tém um importante impacto funcional no processo de apoptose (Green
e Reed, 1998). Durante a morte celular, ocorre o colapso do potencial de
membranas mitocondriais, 0 que indica a abertura de um canal de grande
condutancia conhecida como poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial.
Como consequéncia, a transicdo de permeabilidade provoca a geracdo mitocondrial
de ROS, tais como o radical superoxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H202) e o
radical hidroxil (OH"), e a rapida translocacdo de residuos de fosfatidilserina no
folheto externo da membrana plasmatica (Green and Reed, 1998; Kowaltowski et al.,
2009).

Visto que CaThi foi capaz de induzir o aumento de ROS tanto nas células de
levedura (C. tropicalis) quanto em fungo filamentoso (F. solani), nds realizamos um
ensaio para verificagdo da externalizacdo de fosfatidilserina (PS) usando como
modelo protoplastos de S. cerevisiae. Utilizamos este modelo devido a técnica de
obtencdo de esferoplastos ja estar padronizada para a levedura S. cerevisiae e do
requerimento da auséncia da parede celular para o experimento de deteccdo da
externalizacdo da fosfatidilserina. A translocacdo de PS da monocamada interna
para a monocamada externa da membrana plasmatica ocorre durante os estagios
iniciais da apoptose e essa externalizacdo da PS pode ser detectada pela marcagéo
com anexina V que se liga a fosfolipideos com carga negativa, mas com alta
especificidade para a PS (Hwang et al.,, 2011a). Quando os protoplastos foram
analisados por microscopia de fluorescéncia, observamos apenas a marcagao por
anexina V (Figura 17), acusando entdo uma externalizagéo de PS, o que nos sugere

que a CaThi pode induzir a externalizacdo de PS no folheto externo da membrana.
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Este resultado indica que uma via de morte celular programada pode ter sido ativada
nesta levedura. De modo similar, outros AMPs isolados de diferentes fontes,
também sdo capazes de induzir apoptose em células de leveduras. Hwang et al.
(2011a) viram que o peptideo papiliocina, isolado de Papilio xuthus (borboleta),
induzia o acumulo de ROS e radicais livres que sdo importantes reguladores de
apoptose em C. albicans. Essas células tratadas com a papiliocina mostraram uma
série de mudancas, normalmente vistas em células que estdo sofrendo processo
inicial de apoptose, como a translocacédo da PS do lado interno para o lado externo
da membrana plasméatica. Lee et al. (2012) viram através de marcacdo com
AnexinaV-FITC e ensaio TUNEL que o peptideo coprisina 43, semelhante a
defensina, isolado de Copris tripartitus (besouro), estava envolvido tanto nos
estagios iniciais quanto nos estagios finais da apoptose, aumentando o nivel
intracelular de ROS e de radicais hidroxila livres, em células de C. albicans.

ApoOs este evento de translocacdo de PS na presenca de CaThi fomos
verificar a presenca de caspases ativas e a dissipacdo do potencial de membrana
mitocondrial. As caspases sao proteases aspartato especificas contendo cisteinas,
sao tipicamente ativadas nas etapas iniciais da apoptose e desempenham um papel
central na rede de sinalizacdo apoptotica (Zivna et al., 2010). Nestes dois ensaios
verificamos que CaThi foi capaz de causar o colapso do potencial de membrana
mitocondrial, além de elevar o nivel de atividade de caspases nas células de C.
tropicalis (Figuras 15 e 16). O AMP papiliocina também mostrou esta mesma
atividade, causando dissipacéo do potencial de membrana mitocondrial e a ativagéo
de caspases. Alguns eventos tardios de apoptose também foram observados, como
a fragmentacdo e condensacdo do DNA. Estes dados sugeriram que a papiliocina
levou as células de C. albicans a sofrerem apoptose, através do acumulo de ROS
(Hwang et al.,, 2011b). Outro AMP (da familia das knotinas) denominado
psacoteasina, isolado de larvas do besouro Psacothea hilaris, foi capaz de provocar
varios efeitos apoptoticos em C. albicans como, por exemplo, a externalizacdo da
PS, despolarizagdo da membrana mitocondrial, e o aumento da atividade de
metacaspase, além da fragmentacdo e condensagcédo do DNA (Hwang et al., 2011b).
Em conjunto com os resultados ja demonstrados para outros AMPs, nossos dados
sugerem que CaThi pode possuir uma propriedade antifungica via inducdo de

apoptose como um segundo modo de acdo, visto que a permeabilidade de
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membrana parece ser um evento primario e que resulta na morte por necrose da
célula, é descrita para as varias tioninas.

De forma bastante interessante é também mostrado que AMPs podem entrar
na célula, apés a interacdo inicial com a membrana celular dos microrganismos
(Brogden, 2005; Nicolas, 2009). Nos ultimos anos, ha um numero cada vez maior de
evidéncias que indicam que estes AMPs tém alvos intracelulares. Com base nessas
informacdes, nosso proximo experimento foi desenhado para analisar se CaThi seria
capaz de penetrar e buscar um alvo intracelular em células de C. albicans, C.
tropicalis e F. solani (Figuras 18 e 29). Resultados obtidos mostraram que CaThi foi
capaz de internalizar-se nas trés células testadas, sugerindo, sim, a existéncia de
um possivel alvo intracelular e, que para as células de C. tropicalis, esse alvo foi
sugerido como nuclear. Giudici et al. (2006) mostraram que a tionina VtAs foi
internalizada e se acumulou no citoplasma no fungo F. solani. Estes autores também
demonstraram que a entrada desta toxina pode estar relacionada com a composi¢cao
de esfingolipidios da membrana plasmatica e com o potencial de membrana
estabelecido entre os dois lados da bicamada lipidica deste fungo. Peptideos
pertencentes a outras familias de AMPs também ja demostraram essa capacidade
de entrar nas células de microrganismos. A NaD1, uma defensina de Nicotiana alata,
mostrou-se capaz de entrar nas hifas do fungo filamentoso F. oxysporum f. sp.
Vasinfectum. Mas, ndo foi observada sua presenca nos nucleos (van der Weerden et
al., 2008). Em contraste, Lobo et al. (2007) trataram o fungo N. crassa com a
defensina Psdl, isolada de P. sativum, conjugada com FITC e ap0s tratamento
deste fungo com DAPI mostraram a colocaliza¢do, in vivo, da defensina, no nucleo.
Nosso estudo é o primeiro a mostrar a entrada de uma tionina em microrganismos
patogénicos ao homem (C. albicans e C. tropicalis) (Figura 18) e a sugerir a
existéncia de um alvo intracelular. Esse trabalho abre novas perspectivas sobre o
mecanismo de acao de tioninas, sugerindo que a toxicidade destes peptideos ndo se
restringe apenas a membrana plasmatica.

A partir da sugestdo que CaThi tinha uma localizagdo nuclear em células de
C. tropicalis, foi realizado o ensaio de ligagdo de CaThi ao DNA de S. cerevisiae. Os
resultados demonstraram que CaThi se liga ao DNA de S. cerevisiae, reforcando
nossa sugestdao de um possivel alvo intracelular e nuclear (Figura 19). Estudos

mostram que uma vez no citoplasma, os AMPs podem induzir danos celulares, tais
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como a inibicdo de DNA, RNA, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo da sintese
da parede celular e inibicdo da atividade enzimatica (Cudic e Otvos, 2002; Li et al.,
2002; Brogden, 2005; Castro e Fontes, 2005; Nicolas, 2009). AMPs como a
indolicitina e buforina-Il também demonstraram a habilidade de se ligar diretamente
ao DNA (Subbalakshmi, 1998; Park et al., 1998). Também ja foi mostrado que a
purotionina de sementes de trigo € capaz de bloguear a sintese DNA in vitro através
da inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase. Tem sido proposto que a inibicdo da
sintese do DNA pode ser a razdo para o efeito toxico que as tioninas possuem
contra células de mamiferos (Nakanishi et al., 1979). Por outro lado, foi mostrado
gue a interacdo de viscotoxinas com DNA in vitro leva a uma protecdo do DNA de
contra a desnaturacao térmica (Woynarowski e Konopa, 1980). No entanto, se estas
observacdes in vitro tém qualquer significado para a situagao in vivo, em que a
compartimentalizacdo subcelular da célula impede a interacdo de compostos, que
podem facilmente ser reunidos in vitro, ndo é conhecido.

Thevissen et al. (1999) demonstraram um aumento no fluxo de ions através
da membrana, quando os fungos Neurospora crassa e Fusarium culmorum foram
tratados com defensinas de planta Rs-AFP2 e Dm-AMP1 isoladas de Raphanus
sativus e Dahlia merckii, respectivamente. O fluxo de H* através da membrana
plasmatica exerce funcbes essenciais na fisiologia da célula fungica. O fluxo de H*
normalmente é mediado pela bomba H*-ATPase e a interferéncia neste fluxo pode
levar a morte celular. Estes efeitos foram monitorados, medindo fluxo de prétons em
células de C. tropicalis. Resultados aqui apresentados mostraram que apos o0
tratamento com CaThi o efluxo de H* teve uma inibicdo significativa de
aproximadamente 90%, demonstrando claramente que este peptideo € capaz de
causar um desequilibrio na homeostase de H* (Figura 20 e 21). Diz et al., (2006) e
Ribeiro et al. (2007) demonstraram que peptideos presentes em fracao obtida de
sementes de C. annuum (pimenta) também inibiram 100% o efluxo de H* em S.
cerevisiae na concentragdo de 160 ug.m~Lt. Em contraste, uma LTP extraida de café
(Coffea canephora) denominada Cc-LTP1, aumentou a acidificacdo do meio, ou seja,
provocou um aumento do efluxo de H*, em células de S. cerevisiae, C. albicans, C.
tropicalis (Zottich et al., 2011).

Estudos mais recentes vém demonstrando que ndo sO a permeabilizacdo de

membranas, na presenca de um AMP, € a causa da morte de um microrganismo em
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particular, uma vez que os AMPs podem ter varios alvos (Franco, 2011). ApGs a
interagdo com a membrana, os AMPs podem desencadear a indugdo de ROS
(Carvalho e Gomes, 2009; Mello et al., 2011); inibicdo da sintese de proteinas
(Yonezawa et al., 1992; Boman et al., 1993); inibicdo da atividade mitocondrial
(Helmerhorst et al, 1999; Vieira et al., 2015), e também podem disparar cascatas de
sinalizacdo que conduzem a apoptose (Aerts et al., 2009; Kulkarni et al., 2009).
Torna-se tecnicamente desafiador identificar o fator mais importante para o efeito
fungicida de CaThi e caracterizar as etapas que conduzem a morte celular dos
microrganismos alvo. No entanto, evidéncias suportam que todos 0s eventos
descritos neste trabalho podem ter um papel crucial na morte de todos os fungos
testados.

O continuo surgimento de espécies fungicas resistentes aos antibidticos e
antifangicos convencionais, especialmente espécies de Candida, tornou-se um
problema médico importante e tem estimulado a procura de novas alternativas
terapéuticas. Essa preocupacdo nos levou a investigar se o fluconazol (FLC) e
CaThi poderiam agir sinergicamente sobre espécies do género Candida. O modo de
acdo dos azobis ocorre através da inibicdo da enzima lanosterol 14-a-esterol
demetilase, impedindo a incorporacdo de ergosterol e levando ao acumulo de
esterdis intermediarios. Estes esterdis intermediarios ndo possuem a mesma forma e
propriedades fisicas que o ergosterol e seu acumulo na membrana plasmatica do
fungo acarreta a formacdo da membrana plasmatica com propriedades alteradas,
trazendo, como consequéncias, alteracbes na fluidez e permeabilidade, e
decorrentes prejuizos a captacdo de nutrientes (Lupetti et al., 2002; Cowen, 2008).
Aqui mostramos que a combinacéo destas duas substancias (FLC + CaThi) foi eficaz
contra todas as espécies de Candida testadas (Tabela 5), causando mudancas
morfolégicas drasticas nestas células (Figuras 23 e 24). Curiosamente, observamos
gue o efeito desta combinacao foi mais eficaz para C. albicans, C. parapsilosis e C.
tropicalis, que estdo entre as principais espécies de leveduras encontradas em
infeccbes de pacientes imunocomprometidos (Sanglard, 2002). NoOs também
avaliamos o efeito da combinacdo de FLC e CaThi contra o fungo F. solani e, de
forma similar, esta combinacdo também teve um efeito amplificador sobre a
atividade inibitéria, sugerindo que as substancias atuaram em sinergismo (Figura

30). Observamos também que, em combinacdo com o FLC, a CaThi impede o
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desenvolvimento dos esporos em hifas (Figura 31A) e torna as células deste fungo
completamente inviaveis (Figura 31B). O mais interessante desdes dados, € que 0s
fungos do género Fusarium apresentam altas concentragfes inibitérias minimas
para 0s agentes antifungicos disponiveis, incluindo os azois de amplo espectro,
onde mesmo utilizando doses elevadas destes antifungicos, estes microrganismos
continuam se desenvolvendo normalmente (Nucci et al., 2014; Stempel et al., 2015).
Os dados obtidos nos sugerem que esta € uma abordagem interessante para o
desenvolvimento de novos defensivos agricolas, bem como para o desenvolvimento
de terapias alternativas e mais eficientes para o tratamento de infec¢des fungicas
principalmente pacientes imunocomprometidos.Tem sido levantado o potencial uso
de AMPs como novas substancias terapéuticas (Silva et al., 2011) e especialmente
no caso de patdégenos que ja apresentam resisténcia aos antibiéticos disponiveis
comercialmente, o uso combinado de AMPs com estas substancias tém melhorado a
eficiéncia e adicionalmente diminuido a concentracdo do AMP necesséria para se ter
o efeito antimicrobiano sem os efeitos tdxicos para as células de mamiferos (Park et
al., 2006). No que diz respeito ao efeito sinérgico de FLC e CaThi, sugerimos que a
permeabilizacdo é primeiramente causada por CaThi, facilitando a entrada do FLC
no citoplasma da célula; isto provocaria alteracdes estruturais na membrana
plasmatica, devido as alteracdes provocadas pela inibicdo da sintese de ergosterol,
e causaria uma retroalimentacédo positiva com entrada de mais CaThi e FLC. Esta
entrada cria efeitos toxicos potencializados, que foram experimentalmente
observados com a diminuicdo significativa da concentracdo de ambas as
substancias usadas no tratamento em combinacdo. No entanto, mais estudos séo
necessarios para desvendar claramente o mecanismo antimicrobiano de CaThi
contra fungos, bem como o mecanismo de sinergia entre CaThi e FLC.

Em concluséo, investigar o(s) mecanismo(s) acao de CaThi contra fungos,
mais especificamente usando leveduras que causam infecbes em humanos, é
relevante e oportuno, visto que a maioria dos estudos que envolvem tioninas
concentram 0s seus efeitos apenas contra microrganismos fitopatogénicos como
modelos experimentais. Neste trabalho, n6s demonstramos que CaThi tem forte
atividade fungicida sobre seis espécies de Candida patogénicas, e também atividade
inibitéria contra fungo F. solani, causando a permeabilizacdo da membrana, indugao

de ROS, translocacdo de PS, dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial,
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ativacdo de caspases, alteracédo no fluxo de H*, e a internalizacdo de CaThi, o que
sugere um alvo intracelular. Um modelo mostrando o resultado da interacdo da
CaThi com as células fungicas e sumarizando os principais resultados deste trabalho
€ mostrado na Figura 32.

Finalmente nossos resultados mostram que o FLC e CaThi quando
combinados foram eficazes contra todos os fungos testados, causando drasticas
alteragbes morfolégicas nos mesmos. O tratamento combinado de CaThi e FLC é
um forte candidato para possibilidades de testes clinicos com o objetivo de melhorar
os resultados terapéuticos sobre diferentes espécies de Candida, bem como
infeccbes causadas por F. solani. Os estudos que envolvem combinacdes de drogas
devem ser estimulados devido a possibilidade de efeitos sinérgicos que aumentam o
efeito toxico das drogas combinadas quando comparado com a monoterapia. Além
disso, combinacbes de drogas podem ampliar o espectro de atividade
antimicrobiana, minimizando a sele¢édo de microrganismos resistentes, aumentando

a seguranca e tolerancia, usando baixas doses de drogas.
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Dano mitocondrial
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Figura 32: Representagdo esquemética dos principais resultados acerca do mecanismo de
acdo de CaThi com células de fungos, levando o microrganismo a morte. (—, entrada),

(| bloqueio), ( , associado com), (/~ Y, externalizagéo de PS) (-, conjunto de
eventos que levam a morte celular), PS, fosfatidilserina, ROS, espécies reativas de oxigénio,

H*, prétons.
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6. CONCLUSOES

As analises realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho permitem

concluir que:

Foi isolado um peptideo antimicrobiano de frutos de C. annuum apresentando
massa molecular de aproximadamente 7 kDa. Este apresentou similaridade a
nivel da estrutura priméaria, a familia das tioninas de planta e por isso foi
nomeado de Capsicum annuum Thionin-like peptide (CaThi);

CaThi possui atividade antifingica sobre as leveduras testadas C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis e C. mogii e também
sobre o fungo filamentoso F. solani;

Sobre as células de leveduras o efeito inibitério de CaThi foi fungicida;

CaThi induziu o aumento enddgeno da producdo de ROS em células de C.
tropicalis e F. solani;

CaThi induziu a translocacéao de fosfatidilserina em células de S. cerevisiae;
CaThi causou um colapso no potencial de membrana mitocondrial em C.
tropicalis;

CaThi induziu aumento na atividade de caspases, proteinas reguladoras do
processo de apoptose em C. tropicalis;

CaThi mostrou ser internalizada em células dos fungos C. albicans, C.
tropicalis e F. solani. Para a levedura C. tropicalis a localizagédo foi nuclear,
sugerindo que CaThi pode ter alvos intracelulares entre estes nucleares;
CaThi foi capaz de interagir com o DNA gendmico;

CaThi inibiu o efluxo de H* nas células de C. tropicalis;

A combinacéo de CaThi com Fluconazol teve um efeito sinérgico sobre todas
as leveduras testadas e sobre o fungo filamentoso F. solani;

CaThi e a combinacdo desta com FLC causaram alteragcdes morfolégicas nas
leveduras, destacando-se: aglomeracéo celular, formagéo de pseudohifas e
dificuldade de liberacdo de brotos, e contra o fungo filamentoso impediu o

desenvolvimento dos esporos em hifas.
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INTRODUCTION
he antimicrobial peptides (AMPs) are part of the
chemical arsenal used by plants to defend them-
selves against pathogens. They are important com-
ponents of the innate immunity of living organisms,
constituting an ancient immune defense mechanism
that is found in a wide variety of eukaryotic organisms such
as mammals, plants and insects and even in prokaryotes.'™
These peptides share some common characteristics, such as
small size, consisting of ~100 amino acid residues, amphi-
pathicity and net positive charge at physiological pH.*>
They are characterized by the presence of a large numbers
of cysteines (4, 6, or 8), which are interconnected in pairs,
forming disulfide bonds that confer high stability to these
peptides.®”’

These molecules are constitutively expressed or induced by
pathogen invasion and are termed antimicrobial because they
have a broad activity spectrum against Gram negative and pos-
itive bacteria, fungi, parasites® and even viruses that have enve-
lope membranes, such as the human immunodeficiency virus
and Herpes simplex.” These characteristics have attracted the
attention of many researchers who are isolating these compo-
nents from different plant species and from different organs
such as flowers, leaves, fruits, tubers, roots, and especially
seeds.>!*!!

Among plant AMPs, there are a few that are better char-
acterized as defensins, lipid transfer proteins (LTPs) and
thionins.'*™'* Thionins constitute a family of basic peptides
with a low molecular weight'>'® and with a primary struc-
ture composed of 45 to 47 amino acid residues.® Thionins
have been isolated from range of plant
species, including monocotyledonous and dicotyledonous
plants.® The main feature of thionins is their toxic effect on
biological systems, including many pathogenic fungi and
bacteria.'®!”

Because of the great diversity of AMPs and their unique

a wide

biochemical and biological activities, there has been an increase
in the attention paid to these molecules, as they have been rec-
ognized as new and untapped sources of potential therapeutic
agents.l’l&19

Recently, peptides have been isolated and identified from
C. annuum seeds and have been found to have antifungal
activity in vitro, as demonstrated by the inhibition of the
growth of fungi.***’ In this study, we investigate antimi-
crobial and other biological activities of peptides from
C. annuum fruits against yeast and pathogenic bacteria.
Ours results indicate that antimicrobial plant proteins, such
as thionins, possess ability to induce microbial inhibition
and may, therefore, be targets for the design of new antifun-
gal drugs.

Biopolymers (Peptide Science)

Peptides from Capsicum annuum Fruits 31

EXPERIMENTAL SECTION

Biological Materials

Capsicum annuum L. fruits (accession UENF1381) were pro-
vided by the Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal,
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias, Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Brazil.

The yeasts Candida tropicalis (CE017), Candida albicans
(CE022) and Saccharomyces cerevisiae (1038) were obtained
from the Departamento de Biologia, Universidade Federal do
Cear3, Fortaleza, Brazil. Yeasts were maintained on Sabouraud
agar (1% peptone, 2% glucose, and 1.7% agar-agar) (Merck).

The bacterial clinical strains Escherichia coli (ATCC 25922)
and Pseudomonas aeruginosa were provided by the Laboratdrio
Sanidade Animal (LSA), Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA), Universidade Estadual do Norte Flumi-
nense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
Brazil. All strains were maintained and stored in the LSA.

Extraction and Fractionation of Peptides From Fruits
of C. annuum

The peptide extraction and fractionation from C. annuum fruit
was performed as described by Agizzio et al,** Fruit (without
seeds) flour (80 g) was extracted for 2 h (at 4°C) with 400 mL
of extraction buffer (10 mM Na,HPO,, 15 mM NaH,PO, 100
mM KCl, 1.5% EDTA, pH 5.4) (Sigma). Precipitate formed
between 0 and 70% relative ammonium sulfate (Merck) satu-
ration and was re-dissolved in distilled water and heated at
80°C for 15 min. The resulting suspension was clarified by cen-
trifugation and the supernatant was extensively dialyzed
against distilled water. The dialyzed solutions were recovered
by freeze-drying (crude extract) and submitted to further frac-
tionation by the chromatographic method. A reversed-phase
chromatography column pRPC C2/C18 (ST 4.6/100) (GE
Healthcare) was employed for further separation of proteins
from the crude extract. The column was equilibrated and run
with solvent A (0.1% TFA) (Sigma) for the first 8 min followed
by a gradient of solvent B (100% propanol (Sigma) in 0.1%
TFA). From 8 to 65 min, the solvent B concentration rose to
40%, from 65 to 66 min, solvent B concentration rose to 50%
and was kept at this concentration for 1 min. Next, solvent B
concentration was reduced to 0% and was kept at this concen-
tration until the end of the run at 75 min. The flow used was

0.5 mL min_ ..

SDS-Tricine-Gel Electrophoresis
SDS-tricine-gel electrophoresis was performed according to
the method described by Schigger and Von Jagow.””
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Amino Acid Sequence Analysis
Amino acid sequence analysis was performed on peptides iso-
lated from fraction 1 and fraction 3. This fraction was resus-
pended in sample buffer (0.125M Tris; 2.5% SDS; 0.25%
Bromophenol blue, 5% f-mercaptoethanol; 15% Saccharose;
pH 8.0) (Sigma) and treated with 5 mM [3-mercaptoethanol
(Sigma) and 5% vinylpyridine (Sigma) and was subsequently
heated for 30 min at 37°C and 15 min at 60°C. After this treat-
ment, the sample was separated by SDS-tricine-gel, transferred
to a polyvinylidene difluoride (PVDE, Millipore) membrane
and stained with 0.1% Ponceau-S (GE HealthCare).*® The sin-
gle band from the fraction 1 and the band corresponding to
~7 kDa from fraction 3 was excised from the membrane,
briefly washed three times in water and air-dried. N-terminal
amino acid sequences of peptides blotted onto PVDF were
determined by Edman degradation carried out in a Shimadzu
PSQ-23A protein sequencer (Shimadzu). Searches for sequence
homology were performed using BLASTp,”” with the database
“nonredundant protein sequences (nr), and selected sequences
were aligned with ClustalW.*®

The internal sequence of the ~7 kDa peptide from fraction
3 was also determined by proteolytic digestion with trypsin,
followed by sequencing. The peptide was dissolved in 100 mM
Tris-HCI, pH 7.8, and the Cys residues in the peptide frag-
ments were reduced and carboxymethylated with DTT and
iodoacetamide (Sigma), respectively. After this treatment, the
trypsin (Sigma) was added at a 1:50 ratio (endoproteinase:
fraction 3 sample), and the solution was incubated at 37°C for
2 h. Tryptic peptides were cocrystalized with an excess of the
matrix alpha cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma) and fur-
ther analyzed by matrix-assisted laser desorption ionisation
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). The
instrument used was an AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 System
spectrometer (AB SCIEX) in the linear mode. Searches for
sequence homology were performed as before.

Preparation of Yeast Cells and Effect of Fractions on
Yeast Growth

For the preparation of yeast cell cultures, an inoculum from
each stock was transferred to Petri dishes containing Sabo-
uraud agar and allowed to grow at 28°C for 2 days. After
this period, the cells were transferred to a sterile culture
medium (10 mL). Yeast cells were quantified in a Neubauer
chamber (Optik Labor) for further calculation of appropri-
ate dilutions. A quantitative assay for fungal growth inhibi-
tion was performed following the protocol developed by
Broekaert et al.,”’° with some modifications. To assay the
effect of each fraction on the yeast growth, 10,000 cells
mL ™', in culture medium, and 100 pg mL™" of each frac-

tion were incubated at 28°C in 200 pL (microplates, Nunc).
Optical readings at 670 nm were taken at zero hour and at
every 6 h for the following 24 h. Cell growth controls with-
out addition of fractions were also determined. The optical
densities were plotted as a function of the incubation time
to each fraction. Experiments were performed in triplicate
and the standard errors (coefficients of variation that were
less than 20%) were omitted for clarity.

Preparation of Bacterial Cells and the Effect of
Fractions on Bacterial Growth

For the preparation of bacterial cell cultures, an inoculum
from each stock was transferred to Petri dishes containing
Miieller-Hinton agar (2.0 g L™ beef infusion solids;
1.5 ¢ L™ starch; 17.5 g L™ casein hydrolysate; 1.7 g L™
agar; pH 7.3) (Fluka) and allowed to grow for 24 h at 37°C;
after growth, the cells were transferred to 10 mL of BHI
broth (5 g L™" beef heart; 12.5 g L™" calf brains; 2.5 g L™
disodium hydrogen phosphate; 2 g L™ glucose; 10 g L™
peptone; pH 7.4) (Fluka) until they reached optical density
of 0.5 McFarland scale (equivalent to 10® cells mL 1) (Den-
simat, Biomerieux). A quantitative assay for fungal growth
inhibition was performed following the protocol developed
by Aradjo et al.,>® with some modifications. The different
bacterial inocula (1 X 10® cells mL ') were incubated in
BHI broth at 37°C in 200 pL microplates in the presence of
different concentrations of each fraction. Optical readings
at 550 nm (Plate Chamaleon V, Hidex) were taken at zero
hour and at every 1 h for the following 10 h. Cell growth
controls without the addition of fractions were also deter-
mined. The optical densities were plotted as a function of
the incubation time of fraction 1. Experiments were per-
formed in triplicate and the standard errors (coefficients of
variation that were less than 20%) were omitted for clarity.

SYTOX Green Uptake Assay

Plasma membrane permeabilization was measured by
SYTOX Green (Molecular Probes Invitrogen) uptake, as
described previously by Thevissen et al.,”’ with some modi-
fications. The different yeast species (1 X 10*) were incu-
bated in the presence of 50 ug mL™"' for 24 h fractions
1 and 3, at the concentration of 100-uL aliquots of the yeast
cell suspension were incubated with 0.2 pM SYTOX Green
in 1.5 mL microcentrifuge tubes for 2 h at 25°C with peri-
odic agitation. The cells were observed in a DIC microscope
(Axiophoto, Zeiss) equipped with a fluorescence filter set
for fluorescein detection (excitation wavelengths, 450-490
nm; emission wavelength, 500 nm).

Biopolymers (Peptide Science)
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FIGURE 1 Chromatogram of the crude extract (CE) from fruits of C. annuum in reversed-phase
C2/C18 column. The column was equilibrated and run with 0.1% TFA (Solvent A) and eluted using

a linear gradient of 100% propanol in 0.1% TFA (Solvent B). The flow used was 0.5 mL min~ .

Inhibition of the Glucose-Stimulated Acidification of
the Medium by Yeast Cells

The Sabouraud broth (100 mL) (Merck) containing the
S. cerevisiae or C. albicans culture was shaken for 16 h at 30°C
with good aeration. The cells (Aggp = 0.2) were pelleted by cen-
trifugation at 3000g (5 min, 4°C), followed by two water-
washing steps. The effect of fraction 1 on yeast metabolism was
determined by the incubation of yeast cells (1 X 107) with 1
mL of 10 mM Tris-HCI, pH 6.0. Fraction 1 was added to the
final concentrations of 100 ug mL™" for S. cerevisiae and C.
albicans. After an incubation time of 30 min, a 0.5M glucose
(Sigma) solution was added to a final concentration of 0.1 M.
Next, pH measurements were taken at each subsequent minute
for the next 30 min. Controls, without the addition of fraction
1, were run in order to evaluate the influence of this fraction
on H" extrusion by yeast cells (Quimis). The extent of H*
extrusion was calculated as the difference (ApH) between the
initial (T=0) and final (T=30 min) pH, and the resultant
values were input into the equation pH = — log[H*].*

RESULTS

Extraction and Fractionation of Peptides From

C. annuum Fruits

The electrophoretic profile of the crude extract (CE) was
obtained after the extraction of proteins from pepper fruits of
C. annuum and several proteins with a molecular weight above
16.9 kDa were observed. However, it was predominantly com-
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1

posed of peptides with a lower molecular weight range—
between 6 and 14 kDa (data not shown). The CE was separated
by reversed-phase chromatography into seven fractions
referred to as F1, F2, F3, F4, F5, F6, and F7 (Figure 1).

The analysis of each of the seven fractions obtained from
reversed-phase chromatography showed the presence of differ-
ent bands in SDS-Tricine-gel electrophoresis after treatment
with f-mercaptoethanol. The fraction 1 showed a single band
with a molecular mass ~7 kDa. The fractions 2 and 3 showed
a profile with two bands each, the lighter with a molecular
mass of ~7 kDa and the heavier with a molecular mass of 10
kDa. The fractions 4 and 5 showed three bands each, the two
lighter bands had a mass of ~6 and 7 kDa and the heavier
band had a mass of ~13 kDa. The fractions 6 and 7 each
showed the presence of a single band with a molecular mass of
~6 kDa (Figure 2).

Amino Acid Sequence Analysis

The analysis of the N-terminal amino acid sequence of the
7 kDa peptide from fraction 1 revealed 67, 67, and 67% iden-
tity with thionin-like peptides from C. annuum thionin-like
peptide (1) (gi: 164698852), C. annuum thionin-like peptide
(2) (gi: 6552502) and C. annuum y-thionin 1 (gi: 6601331),
respectively (Figure 3A). This alignment also revealed that the
four cysteine residues are conserved (Figure 3A).

The fraction 3, which presented high antimicrobial activity,
was also selected for sequencing. The band corresponding to
~7 kDa had its first 16 amino acid residues obtained (Figure
3B), fraction 3 (N-terminal) (shown in grey). Another result of
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FIGURE 2 Electrophoretic visualization in a SDS-Tricine-gel of
peptides enriched fractions obtained by the fractionation of the
crude extract of C. annuum fruit by reversed-phase C2/C18 column
in HPLC. (F1) fraction 1, (F2) fraction 2, (F3) fraction 3, (F4) frac-
tion 4, (F5) fraction 5, (F6) and fraction 6 (F7) fraction 7. (M)
refers to molecular mass markers in Da.

this same peptide was obtained after its partial cleavage by
trypsin, followed by sequencing with mass spectrometry that
resulted in a sequence of 34 amino acid residues identified as

A 10
Fraction 1 (Nterminal) 1 A E 6 € Y K E L T K P V K € 8 8 s P R
Thionin like peptide (1)

Thioninlike peptide (2)

y-thionin 1 26 K E I ¢ ¢ XK E L T K P V K € S § P P L
B
Fraction 3 (N-terminal) K E I ¢ ¢ K vV P T T P F L € T W
Fraction 3 (mass
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Fraction 3 (N-ferminal
+ mass spectrometry)
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ythionin 1
D
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FIGURE 3

c
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fraction 3 (mass spectrometry) (marked in black) (Figure 3B).
By comparing the two partial sequences, a more complete
sequence was deduced based on the superposition of the two
sequences and the known cleavage site of trypsin. The last 10
residues of the fraction 3 (N-terminal) were superimposed
with the 10 first residues of the fraction 3 (mass spectrometry)
(the trypsin cleavage site is the sixth residue, which is a lysine).
The result of this analysis was a peptide of 40 amino acid resi-
dues identified as fraction 3 (N-tertminal + mass spectrome-
try) (Figure 3B).

The deduced sequence of the 7 kDa band from fraction 3
was compared with protein databases (nr), and it showed 100,
63, and 63% identity with the primary structure of plant
AMPs belonging to the thionin-like peptides, C. annuum
thionin-like peptide (1) (gi: 164698852), C. annuum thionin-
like peptide (2) (gi: 6552502) and C. annuum y-thionin 1 (gi:
6601331), respectively (Figure 3C). This alignment also
revealed that the six cysteine residues are conserved (Figure
3C). The two peptides from fraction 1 (of 7 kDa) and 3 (of 7
kDa), present identity of 42% with each other (Figure 3D).

30
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(A) Alignment of the amino acids residues from peptide of 7 kDa of fraction 1 with

the sequences of the thionins as follows: C. annuum thionin-like peptide (1) (gi: 164698852);
C. annuum thionin-like peptide (2) (gi: 6552502); C. annuum y-thionin 1 (gi: 6601331). (B)
N-terminal amino acid sequence of the 7 kDa peptide from the fraction 3. Fraction 3 (N-terminal)
sequence obtained from Edman degradation; fraction 3 (mass spectrometry) internal sequence
obtained by mass spectrometry after partial trypsin cleavage, the Lys indicated by an asterisk and
written in bold and italics indicates the cleavage point; fraction 3 (N-terminal + mass spectrome-
try) deduced sequence by superimposition. (C) Alignment of the deduced amino acids residues of
the 7 kDa peptide from fraction 3 with the sequences of the thionins as follows: C. annuum
thionin-like peptide (1) (gi: 164698852); C. annuum thionin-like peptide (2) (gi: 6552502);
C. annuum 7y-thionin 1 (gi: 6601331). (D) Alignment of the amino acids residues of peptide from
fraction 1 with the sequence of the peptide of 7 kDa from fraction 3. Cys residues conserved among
the sequences are boxed. 1% indicates the percentage of identical residues (Cys residues included)
and are written in bold. Gaps (-) were introduced for better alignment. P% indicates the percentage
of positive residues (that present the same physic-biochemical features) and are written in gray.
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FIGURE 4 The effect of fractions 1 (a, ¢, and e) and 3 (b, d and f) on the growth of the yeasts S.
cerevisiae (a, b), C. tropicalis (¢, d) and C. albicans (e, f). () control; (H) 100 ug mL ™" of each
fraction. Experiments were performed in triplicate, and the values are the average of them. (Insert):
photographs of the microplate wells at the end of the growth inhibition assay in the presence
(right) (100 pg mL™") and absence (left) of fractions 1 and 3.

Numerous attempts were made at sequencing the band ~10
kDa of fraction 3, but thus far, no sequences was obtained for
this peptide.

Inhibitory Activity Against Yeasts

The different fractions obtained after reversed-phase chroma-
tography in HPLC were tested against three different species of
yeast, namely S. cerevisiae, C. tropicalis and C. albicans. Against
cells of S. cerevisiae, the purified fraction 1 showed the highest
activity, causing a 98% inhibition of growth of this yeast at a
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concentration of 100 pg mL™! (Figure 4A). The fractions F2,
F4, and F5 caused a less inhibitory effect, ~16% (data not
shown). Fraction 3 was not able to inhibit growth of this yeast
at a concentration of 100 ug mL™" (Figure 4B). When tested
in the presence of the yeast C. tropicalis at the concentration of
100 mg mL ™", the fractions 1 and 3 showed strong activities,
being able to inhibit 100% of the growth of this yeast (Figures
4C and 4D). The F2, F4, and F5 fractions were able to
inhibit the growth at 14, 60, and 44%, respectively, using 100
ng mL™" of each fraction (data not shown). The fractions
1 and 3 were also able to inhibit the growth of C. albicans at
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FIGURE 5 The effect of fraction 1 on the growth of the bacteria E.
coli (A) and P. aeruginosa (B). (<) control; ([ ]) 100 pg mL™"; (A)
200 pg mL™"; (X) 300 ug mL™". Experiments were performed in
triplicate, and the values are the average of them.

96 and 100%, respectively (Figures 4E and 4F). The fractions
F2, F4, and F5 caused a growth reduction of 14, 18, and 80%,
respectively (data not shown). The inserts in Figure 4 show the
photographs of the microplate wells at the end of the growth
inhibition assay of the yeasts S. cerevisiae, C. albicans, and
C. tropicalis. The growth pattern observed in the button of the
wells corroborates the data presented in graphs. The control
wells (left wells) in the absence of fractions 1 and 3 present an
even and homogeneous growth, however the photographs on
the right show that in the presence of 100 ug mL ™" of fractions
1 and 3, the yeasts growth are inhibited by the peptides. The
only exception was the fraction 3 in which the yeast growth
present irregular edges and heterogeneous growth pattern.

Inhibitory Activity Against Bacteria
We also analyzed the inhibitory effect of all fractions against
E. coli bacterium. Only the fraction 1 was able to cause a reduc-
tion of the growth of 18, 34, and 34% at the concentrations of
100, 200, and 300 pg mL ™", respectively (Figure 5A). The other
fractions did not demonstrate inhibition of cell growth of
E. coli (Supporting Information).

The fraction 1 was also tested against cells of P. aeruginosa
at concentrations of 100, 200, and 300 pg mL ™! and caused a
reduction of 10, 18, and 27%, respectively, of the growth of
this bacterium (Figure 5B).

Ability to Permeabilize Yeast Membranes

Cells of the yeast S. cerevisiae, C. tropicalis, and C. albicans
(Figure 6) were used to test for membrane permeabilization
through the use of dye Sytox Green at incubation time of 24 h
with the fractions. Figure 6 shows the fluorescence of the three
yeast cells when grown in the presence of the fractions 1 and 3
at a concentration of 50 pg mL™". This result suggests that
they have acted on the plasma membrane of these yeasts,
allowing the dye labeling, which indicates membrane
permeabilization.

Inhibition of Glucose-Stimulated Acidification of the
Medium by Yeast

In this study, we also investigated whether the fraction 1 inter-
feres with fungal metabolism. For this assay, we monitored the
glucose-stimulated acidification of the incubation medium by
S. cerevisiae and C. albicans cells in the presence of 100 pg
mL™" fraction 1. The fraction 1 was able to inhibit acidifica-
tion in S. cerevisiae by 78% when pre-incubated for 30 min.
Interestingly, when we monitored the glucose-stimulated acidi-
fication of the incubation medium by C. albicans cells in the
presence of the fraction 1, a stimulus of the acidification was
observed. At 100 pg mL ! of the fraction 1, a 50% increase in
medium acidification was measured, suggesting an increase in
extrusion of H* by the cells.

DISCUSSION

In recent years, an increasing number of AMPs have been iso-
lated from plants. Some peptides were purified from pepper
seeds and presented broad biological activity.*"*> However, as
far as we known, any antimicrobial peptides have been purified
from the fruits of pepper and for this reason we have studied
the fruit of this plant.

Initially, we performed a protein extraction from the fruit
of C. annuum. This crude extract was subjected to SDS-
Tricine-gel electrophoresis, where we noted the presence of
peptides in C. annuum fruit (data not shown). In the fruit of
various plant species, other AMPs have been found, such as
the cDNAs of Pp-LTP1 and Pp-LTP2, corresponding to differ-
ent lipid transfer protein (LTP) genes that have been isolated
from Prunus persica (peach) epicarp and ovary, respectively,”
and in other fruits of the Rosaceae family, such as Prunus
armeniaca (apricot),3 4 Prunus domestica (plum),35 and Prunus
avium (cherry).*® The crude extract was separated by reversed-
phase chromatography on HPLC into seven fractions (Figure
1). Two fractions showed greater toxicity against microorgan-
isms, the fractions 1 and 3. Reversed-phase chromatography is
widely used by researchers for purification of proteins®*® the
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FIGURE 6 Membrane permeabilization assay performed with fluorescence microscopy of differ-
ent yeast cells treated with SYTOX Green. Control cells (without peptides), treated cells with frac-
tions 1 or 3 (50 pg mL™"). Magnification X 400.

sequence of 7 kDa peptides present in the fraction 1 and 3
were obtained. Through database analysis, it was found that
these peptides have sequence similarity to a family of plant
thionins-like peptides from C. annuum (Figure 3). Thionins
are small (~5 kDa), cysteine-rich peptides with toxic and anti-
microbial properties. They show a broad cellular toxicity
against wide range of organisms and eukaryotic cell lines; while
possessing some selectivity.”® Plant thionins are also known for
broad-spectrum antimicrobial activities, having inhibitory
activity against bacteria, fungi, eukaryotic cells and leishmani-
cidal activity.'>*

To further evaluate the ability of the fractions 1 and 3
obtained after reversed-phase chromatography on HPLC to
inhibit microorganism growth, antifungal and antibacterial
assays were performed. S. cerevisiae, C. albicans, and C. tropica-
lis yeast were used for these assays. The fraction 1 inhibited the
growth of the three yeast species tested at a concentration of
100 pg mL ™', Fraction 3 completely inhibited the growth of
C. albicans and C. tropicalis (Figure 4). Other peptides that
were isolated from pepper plants, however from seeds and not
from fruits, showed some antimicrobial activity in vitro. Among
these, we can cite the LTPs and protease inhibitors.2?*4!

Many antimicrobial peptides, such as thionins, have activity
against bacteria.'®** The thionin present in fraction 1 was also
able to cause a reduction in the growth of two bacteria species
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at different concentrations (Figures 5A and 5B), showing this
peptide has biological activities very similar to other thionins
already described in the literature.

During this study we also demonstrated that when yeast
membranes are treated with the fractions 1 and 3, they became
structurally compromised, leading to permeabilization (Figure
6). The permeability of membranes of cells treated with AMPs
has been well described for peptides such as thionins and
defensins, which can cause changes in the permeability of the
plasma membrane, resulting in the entry of Ca** and efflux of
K™, which induce changes in the membrane potential. These
observations suggest the interaction of plant peptides with fun-
gal membranes.”’™* An example of a well-characterized AMP
related to the process of membrane permeabilization is the
defensin Dm-AMP1, which causes changes in the plasma
membrane of the fungus Neurospora crassa.”’ PvD1, another
defensin, also shows the potential to permeabilize yeast mem-
branes.** Similar studies showed that a viscotoxina A3 (VtA3),
a peptide from the thionin family, was also capable of altering
the permeability of the plasma membrane because this peptide
is internalized by fungus E solani cells. This activity is related
to the fungus growth reduction.*” In regard to the mechanism
of pore formation to the thionin family, they interact with
membranes, as well documented by the membrane permeabili-
zation assays.”"*>*® The outcome of the interaction can be
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pore formation,” or interaction with specific domains of the
membrane causing its unspecific permeabilization (carpet
model).*** This primary effect of the interaction of thionins
with membranes leads to secondary effects as well. They are
described as ion leakage and membrane despolarization,*® acti-
vation of phospholipase*®*’ and interaction with internal tar-
gets such as DNA and RNA.” These effects are dependent on
the thionin and cell type interaction and thus the complex out-
come difficult the comprehension of the process as a whole.

The ability of the fraction 1 to alter the function of yeast
metabolism was also evaluated. It was observed that for S. cere-
visiae cells, the fraction 1 caused an inhibitory effect on the
acidification of the medium. Diz et al,* also showed that the
fraction 1 from the seeds of C. annuum, containing an LTP,
inhibited the acidification of the medium by S. cerevisiae.
Ribeiro et al,** observed this same inhibitory effect on the
acidification of the medium, where a 2S albumin isolated from
passion fruit seeds, named Pf-Alb, inhibited 100% of the acidi-
fication of the medium by cells of S. cerevisiae and 96% by cells
of C. albicans.

In the presence of C. albicans cells, the fraction 1 showed an
opposite effect to that observed for S. cerevisiae, an increase in
medium acidification was measured. The stimulating effect of
acidification was also observed for L'TP, called Cc-LTP1 isolated
from coffee seeds, where 100 g mL ™! Cc-LTP1 was sufficient
to stimulate 89% of the acidification of the medium contain-
ing S. cerevisiae cells. The same effect was observed for cells of
C. albicans, with the addition that the effect was dose depend-
ent. At 200 pg mL™", Cc-LTP1 induced a 222% increase in the
acidification of the medium. It was suggested that Cc-LTP1
can bind not only the lipid components present in the plasma
membrane but also to the proteins of eukaryotic cells, such as
the H -ATPase.”! According to these results, the fraction 1
may be involved in the ability to interact with components of
the plasma membrane, causing changes in the H" gradient.
This difference between inhibition and stimulation for differ-
ent cells may be related to differences in the composition of
membrane proteins of different species of yeasts.

CONCLUSIONS

AMPs act against various microorganisms, and it is believed
that they might be a viable alternative for the production of
future drugs.*>* Plant thionins are among the highest effi-
ciency AMPs.* The results are quite interesting because this
work and recent works related to thionin activity against differ-
ent human pathogens®*’
The new thionin discovery from Capsicum annuum fruits
showed high toxicity against microorganisms, such as S. cerevi-
siae, C. albicans, and C. tropicalis and caused growth reduction

open new therapeutic possibilities.

in the species E. coli and P. aeruginosa. Experiments demon-
strate that thionin from fraction 1 induced changes in the
membranes of all yeast strains tested, leading to their perme-
abilization and may be able to interact with components of the
plasma membrane, causing changes in the H' gradient. In this
scenario, thionins could be targets for the design of new drugs
to treat human infectious diseases.

This study forms part of the MSc and DSc degree thesis of GBT,
carried out at the Universidade Estadual do Norte Fluminense.
The authors are grateful to L.C.D. Souza for technical assistance.
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Abstract

Background: Thionins are a family of plant antimicrobial peptides (AMPs), which participate in plant defense
system against pathogens. Here we describe some aspects of the CaThi thionin-like action mechanism, previously
isolated from Capsicum annuum fruits. Thionin-like peptide was submitted to antimicrobial activity assays against
Candida species for 1Csq determination and synergism with fluconazole evaluation. Viability and plasma membrane
permeabilization assays, induction of intracellular ROS production analysis and CaThi localization in yeast cells were

also investigated.

Results: CaThi had strong antimicrobial activity against six tested pathogenic Candida species, with ICso ranging
from 10 to 40 ug.mL™". CaThi antimicrobial activity on Candida species was candidacidal. Moreover, CaThi caused
plasma membrane permeabilization in all yeasts tested and induces oxidative stresses only in Candida tropicalis.
CaThi was intracellularly localized in C. albicans and C. tropicalis, however localized in nuclei in C. tropicalis,
suggesting a possible nuclear target. CaThi performed synergistically with fluconazole inhibiting all tested yeasts,
reaching 100 % inhibition in C. parapsilosis. The inhibiting concentrations for the synergic pair ranged from 1.3 to
4.0 times below CaThi ICsy and from zero to 2.0 times below fluconazole 1Cs,

Conclusion: The results reported herein may ultimately contribute to future efforts aiming to employ this plant-
derived AMP as a new therapeutic substance against yeasts.

Keywords: Antimicrobial peptides, Thionin, Synergistic activity, Fluconazole, Candida

Background
Currently, a significant global public health threat is the
emergence of pathogenic bacteria, fungi, and yeasts that
are resistant to multiple antimicrobial agents. Indeed,
few or no effective chemotherapies are available for in-
fections caused by some of these resistant microorgan-
isms [1, 2].

Alternatives to chemotherapies include antimicrobial
peptides (AMPs), small molecules produced by all living
organisms, which have gained considerable attention
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because of their potent antimicrobial activity against a
broad range of microbes, including viruses, bacteria,
protozoa, and fungi [3, 4]. Moreover, some kill microor-
ganisms rapidly, are able to synergize with other AMPs
and clinical antibiotics, have low toxicity to mammalian
cells, and exert their microbial inhibitory activity at low
concentrations. These molecules have multiple targets in
the plasma membrane and also in intracellular compo-
nents, which is thought to make an increase in microbial
resistance more difficult [2, 5].

Promising AMPs include plant-derived thionins, a
family of basic, low molecular weight (~5 kDa), cysteine-
rich peptides. Various family members have high
sequence similarity and structure [6—8]. Many of them
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are toxic against yeasts, pathogenic fungi, Gram-positive
and Gram-negative bacteria, protozoa, and insects [7-
10]. Like other AMPS, thionins” antimicrobial activity re-
lies on their interaction with phospholipids to cause
membrane instability [10].

Infections caused by Candida species have increased
substantially over the last 30 years due to the rise of
AIDS, ageing population, numbers of immunocomprom-
ised patients and the extensive use of indwelling pros-
thetic devices [1, 11]. Candida albicans is the main
cause of candidiasis, however, other Candida species
such as C. tropicalis, C. parapsilosis, and C. glabrata are
now frequently identified as human pathogens [11-13].
Antifungals, especially fluconazole (FLC), have been
used with some success for the treatment of Candida
infections; however, there are numerous reports on the
emergence of strains resistant to azoles that overexpress
multidrug efflux transporters [14, 15].

In a previous report [8], our research team isolated a
plant-derived thionin, named CaThi, with strong anti-
microbial activity against two pathogenic Candida spe-
cies, as well as Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa. FLC in combination with AMPs resulting in
promising therapeutic results against important human
pathogens, such as C. albicans and Cryptococcus neofor-
mans, has been demonstrated [16, 17]. In this work we
investigated whether the AMP CaThi could act synergis-
tically with FLC. This synergistic strategy could result in
a more efficient response against six Candida strains of
clinical importance, avoiding the cytotoxic effects com-
monly exhibited by thionins against mammalian cells
[10] by using low concentrations of this AMP. We were
also interested in understanding the mechanism by
which plant-derived thionins affect Candida species,
which remains partially unknown [10]. These questions
are addressed in the present study.

The results reported herein may ultimately contribute
to future efforts aiming to develop this plant-derived
AMP as a new therapeutic substance against these patho-
genic Candida species as well as other yeast infections.

Results

Determination of IC5, for CaThi and FLC

Initially we performed growth inhibition assays of six
Candida species using different concentrations of FLC
and thionin CaThi to determine the ICsy of these sub-
stances. The lowest ICs, for FLC was found for C. bui-
nensis (0.125 pug.mL™") and the highest for C. pelliculosa
(5 ug.mL™ ). In the case of CaThi, 10 pg.mL™" was suffi-
cient to cause 50 % inhibition of growth of C. albicans,
C. tropicalis, C. parapsilosis, and C. buinensis but
40 pg.mL™" was necessary to achieve ICs, for C. pellicu-
losa. Thus, higher concentrations of both FLC and
CaThi were needed to affect the growth of C. pelliculosa.
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Moreover, although the antimicrobial activity of CaThi
against Candida species is indeed relevant, our data
showed it to be lower than that observed for FLC
(Table 1).

Viability assay

CaThi induced viability loss in all yeasts cells tested
(Fig. 1a). The most susceptible species to CaThi were C.
buinensis, C. parapsilosis and C. albicans with 99.2, 98.9
and 80.3 % of viability loss, respectively, and the less sus-
ceptible was C. tropicalis with 47.9 % of viability loss
(Fig. 1b). These results indicated that inhibitory effect of
CaThi was candidacidal.

Plasma membrane permeabilization

Candida species cells were tested to determine the mem-
brane permeabilization by Sytox green dye. All yeasts
showed Sytox green fluorescence when grown for 24 h in
the presence of CaThi ICsy. As with other AMPs, it is
likely that CaThi acts on the plasma membrane of these
Candida species, compromising it structurally and allow-
ing the permeabilization of the labeling dye (Fig. 2). The
membrane permeabilization percentage of the treated
yeasts with CaThi was assessed (Table 2). A higher num-
ber of C. albicans and C. pelliculosa cells presented higher
Sytox green fluorescence percentage, suggesting that
CaThi is more effective at permeabilizing the membrane
of these cells than the other Candida species analyzed.

ROS induction assay

Endogenous production of ROS was analyzed by incu-
bating the yeasts for 24 h with CaThi ICs,. Increased
ROS production was observed only in C. tropicalis
(Fig. 3), suggesting that a CaThi-induced increase in oxi-
dative stress may underlie the growth inhibitory effect
on this yeast. Nevertheless, oxidative stresses were not
detected for other Candida species, implicating that we
could not associate the CaThi role and ROS production
with growth inhibition of Candida, at least for the
concentrations tested.

Table 1 1CZ; (ug.mL™") of fluconazole and CaThi in different
species of Candida respectively

Yeasts Fluconazole CaThi
Candida albicans (CE022) 1.0 10.0
Candida tropicalis (CE017) 1.0 100
Candida parapsilosis (CE002) 0.5 100
Candida pelliculosa (3974) 50 40.0
Candida buinensis (3982) 0.125 100
Candida mogii (4674) 25 20.0

2 represents the concentration of a drug that is required for 50 %
inhibition in vitro
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Control

C. buinensis C. pelliculosa C. parapsilosis C. tropicalis C. albicans

C. mogii

-

CaThi

Fig. 1 Cell viability loss. a Photographs of the Petri dishes showing the viability of yeasts cells after the treatment with ICsq CaThi for 24 h. b The
table shows the percentage of viability loss of yeasts cells after the treatment with ICso CaThi for 24 h. CFU = Colony forming unit. (*) Indicates
significance by the T test (P < 0.05) among the experiments and their respective controls. The experiments were carried out in triplicate

B Viability
Sample CFU* loss (%)
control | 395.3+20.7 0
CaThi | 77.6£3.7 80.3
control | 344.3+28.9 0
CaThi | 179.34£5.5 47.9
control | 190.6+9.9 0
CaThi | 2.0£2.1 98.9
control | 439.3+33.3 0
CaThi | 130.3£9.2 70.2
control | 131.6+£8.9 0
CaThi 1.0+0.8 99.2
control | 158.3+18.4 0
CaThi | 61344 61.6

Localization of CaThi in yeast cells

We also investigated whether CaThi was actually internal-
ized in C. albicans and C. tropicalis cells. These yeasts were
chosen because they are known to be the most opportunistic
pathogens among Candida species. Another important
point is that C. tropicalis was the only yeast that presented
membrane permeabilization and induction of ROS by CaThi
in this work. To perform the test, we used 10 ugmL™ of

FITC-tagged CaThi to search for intracellular signal fluores-
cence. We also treated the cells with DAPI for nuclei label-
ing. Intracellular signal fluorescence of CaThi-FITC was
observed in both of these Candida species. However, while
CaThi-FITC labeling of C. tropicalis produced a specific and
intense spot of fluorescence inside the cells, C. albicans cells
showed a more diffuse fluorescence. Overlapping of
these CaThi-FITC images with DAPI nuclei labeling
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C. albicans

Fluorescence DIC

C. pelliculosa

Fluorescence DIC

DIC

40pg.mL

Control

CaThi

Control cells were treated only with probe Sytox green. Bars 5 um

C. tropicalis

C. buinensis

Fig. 2 Membrane permeabilization assay. Photomicrography of different yeast cells after membrane permeabilization assay by fluorescence
microscopy using the fluorescent probe Sytox green. Cells were treated with CaThi for 24 h and then assayed for membrane permeabilization.

C. parapsilosis
DIC

Fluorescence

Fluorescence

C. mogii

Fluorescence DIC Fluorescence

20pg.mL

10pg.mL

indicated a co-localization of these fluorescent signals
in C. tropicalis but not in C. albicans cells (Fig. 4).
These data suggest that, at least for C. tropicalis,
CaThi may have an intracellular target, possibly lo-
cated in the nucleus.

Synergism assay

Given the increase in Candida infections, particularly
among immunocompromised patients, searches for anti-
fungal therapeutic alternatives are warranted. This
concern and the aforementioned data prompted us to
investigate whether FLC and CaThi could act synergistic-
ally to improve therapeutic results against Candida
species. The combination of FLC and CaThi showed an
increase in inhibitory activity of all of the Candida spe-
cies tested, suggestive of synergistic activity (Table 3).
Interestingly, although C. pelliculosa had the highest IC5,
for both substances, when we combined FLC at one-fold

below its IC5o and CaThi at threefold below its ICs5o, we
observed 57 % increase in growth inhibition of this yeast.
Similarly, in C. parapsilosis cells, when ICs, FLC was
combined with CaThi threefold below its ICs,, we ob-
tained 100 % growth inhibition of this yeast. Combined
use of FLC and CaThi also strongly inhibited (96 %) C.
tropicalis, although when used separately the inhibition
achieved with these substances did not reach 12 %. Taken
together, these data suggest that in combination FLC and
CaThi could have an important synergistic action result-
ing in very effective control of Candida species.

Morphological alterations of CaThi and FLC plus CaThi on
yeast growth

Investigation regarding the possible morphological alter-
ations in yeast cells grown in the presence of FLC,
CaThi, or a combination of both substances after the
inhibition assays (Fig. 5a) was performed. Optical
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Table 2 Fluorescent cell percentage of yeasts treated with CaThi®

Yeasts species Sample Cell number viewed in DIC Cell number viewed in fluorescence % of fluorescence cells®
C. albicans control 620+93 06+08 09
Cathi 200+£50 166+5.3 83.0
C. tropicalis control 412142 08+13 1.9
CaThi 98+£49 48+46 489
C. parapsilosis control 792£121 0 0
Carhi 182+54 62+14 34.0
C. pelliculosa control 238+35 0 0
CaThi 72+19 66+23 91.6
C. buinensis control 436+90 08+13 1.8
CaThi 13662 62+13 455
C. mogii control 186+32 06+08 32
Cathi 86+20 44+27 51.1

“Cells number determination in five random fields of the DIC and fluorescence views of the samples obtained from Plasma membrane permeabilization assay. The
total cell number in DIC of each yeast (in control and test) was assumed as 100 %
PIndicates significance by the T test (P < 0.05) among the experiments and their respective controls

C. albicans C. tropicalis C. parapsilosis

Fluorescence Fluorescence Fluorescence

Control

10pg.mL

CaThi

C. pelliculosa C. buinensis C. mogii
DIC Fluorescence DIC Fluorescence DIC Fluorescence
©
=
=
=]
i ...

40pg.mL - 10pg.mL - e 20pg.mL -

CaThi

Fig. 3 Oxidative stress assay. Photomicrography of different yeast cells after reactive oxygen species assay detection by fluorescence microscopy
using the fluorescent probe 2,7 dichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA). Cells were treated with CaThi for 24 h and then assayed for ROS
detection. Control cells were treated only with probe (H,DCFDA). Bars 5 um
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C. albicans C. tropicalis

CaThi-FITC DIC

DAPI

OVERLAP

Fig. 4 Localization of CaThi in yeast cells. Photomicrography of Candida albicans and Candida tropicalis cells incubated for 24 h with 10 pug.mL™"'
CaThi-FITC (green fluorescence, open arrows) by fluorescence microscopy. Nuclei were visualized by 4 6-diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) after the CaThi-FITC incubation period (blue fluorescence, filled arrows). Overlap of the DAPI and FITC images (dotted
arrows). Bars 20 um. (*) Indicates the position of digital enlargement

Table 3 Inhibition percentage of yeast species treated with CaThi and FLC alone and in combination showing synergism effect

in vitro

Yeasts species Sample Concentration (ug.mL™")? Inhibition (%) Combination inhibition (%) (CaThi + FLC)P

C. albicans CaThi 35 293 775
FLC 0.5 2448

C. tropicalis Carthi 35 0 96.26
FLC 0.5 11.55

C. parapsilosis Cathi 35 40 100.0
FLC 0.5 50

C. pelliculosa Carthi 15.0 263 5745
FLC 25 78

C. buinensis CaThi 50 19.0 67.01
FLC 0.06 545

C. mogii CaThi 10.0 17.19 61.05
FLC 1.0 22.30

@CaThi concentrations ranging 1.3 to 4.0 times below it ICso and FLC concentrations 2.0 times below it ICso or at it ICso
PIndicates significance by the ANOVA test (P < 0.05) which were calculated by the absorbance values of synergism among the experiments and their
respective controls
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C.trovicalis

C. pelliculosa C. mogii C. buinensis C. pelliculosa C. parapsilosis

C. buinensis

Fig. 5 Effect of CaThi, FLC, and CaThi plus FLC on yeast growth. a Photomicrography of Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Candida pelliculosa, Candida buinensis, and Candida mogii cells by light microscopy after the growth inhibition assay. Bars 5 um. b Scanning
electron microscopy of Candida pelliculosa and Candida buinensis. Filled arrow (formation of pseudohyphae); open arrow (cell agglomeration);
asterisk (amorphous material). Bars 10 um. Cells grown in the presence of Fluconazole (FLC), CaThi, and FLC plus CaThi
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microscopy analysis revealed that FLC, CaThi, and the
combined treatment caused changes in the morphology
of cells of Candida species. C. tropicalis, C. parapsilosis,
C. pelliculosa, and C. mogii exhibited an apparent
difficulty in releasing buds thus leading to the formation
of pseudohyphae when grown in the presence of CaThi.
Moreover, in the presence of either substance, C. tropi-
calis cells presented hyper branching of pseudohyphae.
For C. albicans and C. buinensis, an intense cellular
agglomeration in all treatments was observed. Further,
the combination of CaThi and FLC caused a shrunken
appearance in C. albicans cells.

Scanning Electronic Microscopy (SEM) of C. pelliculosa
reinforces the optical microscopy observations, corre-
sponding to intense cell agglomeration and pseudohyphae
formation in all treatments. For C. buinensis, all treat-
ments showed intense cellular agglomeration and appar-
ent difficulty in bud release, but not in the formation of
pseudohyphae. For this yeast an amorphous material
among cells in all treatments was also observed (Fig. 5b).
These results show that CaThi is capable of causing mor-
phological changes similar to FLC, an azole antifungal
agent, commonly used in treatment of infections caused
by Candida species. Importantly, we were able to demon-
strate that the combination of these substances potentiates
the therapeutic effects against these opportunistic species
of Candida.

Discussion
Plant-derived thionins exhibit toxic effects against a wide
range of plant pathogens including bacteria and fungi
[18-21]. However, there is a gap regarding the mode of
action of plant-derived thionins against human patho-
gens. Prompted by the considerable increase in the inci-
dence of human infections by Candida species, we
investigated the potential of CaThi, a plant-derived thio-
nin peptide, as a novel therapeutic drug against six Can-
dida strains of clinical interest: C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. buinensis, and C. mogii.
The growth inhibition assay was not done with RPMI
1640 medium, which is generally indicated by Clinical
and Laboratory Standards Institute guidelines, because it
has in its composition a large amount of inorganic salts
and it is well known in the literature that the presence
of salts, such as sodium chloride and magnesium sulfate,
can decrease the inhibitory activity of antimicrobial
peptides since it is necessary electrostatic approximation
of the peptide with the membrane of microorganisms
and the presence of salts disrupts this initial interaction
[22-24]. Therefore, as explained above, our growth in-
hibition assay was done with Sabouraud broth which is a
common used medium to growth of fungi, including
Candida albicans.
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Our growth inhibition assays of the six Candida
species tested revealed that 10 ug.mL™" was ICs, for CaThi
to inhibit the growth of C. albicans, C. tropicalis, C. para-
psilosis, and C. buinensis but 40 pg.mL™ was necessary to
achieve ICsq for C. pelliculosa (Table 1), and this inhibitory
effect was candidacidal inducing viability loss in all yeast
cells tested (Fig. 1). Thi 2.1, a thionin from Arabidopsis
thaliana, achieved 80 % inhibition of C. albicans with
2.5 ugmL™" [25]. Although Thi 2.1 showed stronger anti-
microbial activity against C. albicans than CaThi, these
authors did not test it against non-albicans species. Thus,
whether this thionin would affect other species with similar
strength remains unknown.

Sytox green is a dye that only penetrates cells when
the plasma membrane is structurally compromised. All
yeast species tested showed Sytox green fluorescence
(Fig. 2), however CaThi was more effective in plasma
membrane permeabilization in C. albicans and C. pelli-
culosa (Table 2). Antimicrobial activity against the
fungus Neurospora crassa by o-Hodothionin, isolated
from barley seeds, also occurs via a mechanism involving
membrane permeabilization, resulting in the inward flux
of Ca®* and K" efflux and consequent potential mem-
brane collapse [26]. Another plant-derived thionin iso-
lated from Viscum album, named VtAj interacts with
the plasma membrane of the fungus Fusarium solani,
causing its permeabilization and thus inhibiting the
growth of this microorganism [27]. Indeed, several stud-
ies suggest that most of the biological effects of thionins
result from the interaction of these peptides with the
target cell membrane. Three mechanisms have been
proposed: formation of an ion-selective channel; forma-
tion of patches or carpets of peptides; and loss of
membrane phospholipids [10].

AMPs have been demonstrated to play a direct role in
membrane permeabilization, causing a loss of membrane
potential [28]. As cells depend on membrane potential
to fulfill their physiological functions, its restoration is
mandatory and demands cellular energy. One possible
consequence of this process is ROS generation by
activated mitochondria [29]. Therefore, we analyzed
whether this primary membrane-permeabilizing event in
Candida species induced by CaThi was followed by
oxidative stress. Interestingly, CaThi only induced pro-
duction of ROS in C. tropicalis (Fig. 3). We speculate
that CaThi binds to a specific domain of the C. tropicalis
membrane, which triggers the increase in oxidative
stress response through ROS production. However, fur-
ther studies are needed to establish this. Reports show
that increase in ROS production by the target organisms
is a recurring mode of action employed by thionins and
other AMPs [27, 30, 31]. Indeed, increased death of the
fungus Fusarium solani subjected to VtA; was con-
nected with boosted ROS production by these organisms
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[27]. More recently, a peptide similar to thionin isolated
from the beetle Psacothea hilaris also provoked in in-
crease in the levels of endogenous ROS in C. albicans
[32]. Our study is the first to report increase in ROS
production by a plant-derived thionin as an antimicro-
bial mechanism against a human pathogen, C. tropicalis.
Therefore, CaThi seems to employ a sophisticated
mechanism to inhibit the growth of this opportunistic
yeast involving not only membrane permeabilization but
also induction of oxidative stress response.

Some AMPs are able to enter the cell, after the
initial cell membrane interaction [33, 34]. Accord-
ingly, the next experiments were designed to analyze
whether CaThi was able to actively enter C. albicans
and C. tropicalis. In the approach used, FITC-tagged
CaThi was monitored by fluorescence microscopy.
Because CaThi entered C. albicans and C. tropicalis
cells, we suggest that a possible intracellular target
for this thionin might be part of a complex mechan-
ism responsible for the death of Candida species.
FITC-tagged CaThi overlapped with DAPI staining,
indicating that, in C. tropicalis, this target is nuclear
(Fig. 4). Giudici et al. [27] showed that VtA; entered
and accumulated in the fungus F. solani. These au-
thors also demonstrated that this entry was related to
the sphingolipid composition of the plasma mem-
brane of this fungus. Our study is the first to show
that a plant-derived thionin (CaThi) is able to enter
human pathogens (C. albicans and C. tropicalis) and
to suggest an intracellular target for it. Our work
opens new perspectives regarding the antimicrobial
mechanism of plant-derived thionins as it suggests
that these peptides’ toxicity may not be restricted to
the plasma membrane.

The real mode of action of AMPs has not been fully
elucidated, but much of the described AMPs to date tar-
get the plasma membrane of microorganisms causing
pore formation and leading to imbalance in cellular
homeostasis [33, 35]. However, some studies showed
that not only is permeabilization the cause of a particu-
lar microorganism death, as they may have multiple
targets [36] after the interaction with the membrane
causing, for example, ROS induction [31, 37]; inhibition
of protein synthesis [38, 39]; inhibition of mitochondrial
activity [40, 41], and also may trigger signaling cascades
that lead to apoptosis [42, 43]. Thus it is difficult to
identify the most important factor for the candidacidal
effect of CaThi and is technically challenging to
characterize the steps leading up to cell death, however
evidence supports that all events described in the
manuscript may have a crucial role in the death of the
tested yeasts.

The continuous emergence of resistance of fungal
strains to conventional antibiotics and antifungals,
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especially Candida species, has become an important
medical issue and has spurred the demand for new
therapeutic alternatives. This concern prompted us to
investigate whether FLC and CaThi could act synergis-
tically to improve therapeutic results against Candida
species. Here we show that the combination of these
two substances was effective against all Candida species
tested (Table 3), causing drastic morphological changes
in these cells (Fig. 5). Interestingly, we show that the
inhibitory effect of this combination was more effective
for C. albicans, C. parapsilosis, and C. tropicalis, which
are the major yeast species recovered from infections in
immunocompromised patients [13]. The azoles mode of
action occurs by inhibition of the enzyme lanosterol 14
a-demethylase, blocking ergosterol incorporation and
leading to the accumulation of intermediate sterols.
These intermediate sterols do not have the same config-
uration and physical properties of ergosterol, therefore
they cause the plasma membrane to form with altered
properties, changing in fluidity, permeability and impair-
ing nutrient uptake, which ultimately lead to cell toxicity
[44, 45]. In regard to the synergistic effect of FLC and
CaThi, we hypothesize that permeabilization is firstly
caused by CaThi (Fig. 2) facilitating the entrance of FLC
into the cell cytoplasm, triggering structural alterations
in the plasma membrane which feedback positively to
the entrance of more CaThi and FLC. This entrance
creates potential for toxic effects, which were experi-
mentally observed in the lower ICsy used for both
substances in the combinatory treatment (Table 3). Add-
itionally, secondary toxicity effects were demonstrated,
such as the induction of ROS to C. tropicalis, the CaThi
presence in C. albicans cell cytoplasm and in C. tropica-
lis nuclei. These localizations suggest that CaThi may
have cytoplasmic targets, where interference could
consolidate the inhibitory effect. However, more studies
are necessary to clearly unravel the antimicrobial mech-
anism of CaThi against Candida species as well as the
mechanism of synergy between CaThi and FLC.

Conclusions

Investigating a plant-derived thionin mode of action
against opportunistic human pathogenic yeasts is rele-
vant and advisable, whereas most studies involving
plant-derived thionins focus their effects against plant
pathogenic microorganisms as experimental models. In
this report, we demonstrated that CaThi has strong can-
didacidal activity against six pathogenic Candida spe-
cies, and it works by permeabilizing the membrane and
inducing oxidative stress response in these yeasts. Add-
itionally, we present evidence to suggest a nuclear intra-
cellular target for CaThi. Finally, our results show that
FLC and CaThi combined causes dramatic morpho-
logical changes in these yeasts, effective against all
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Candida species tested. The combined treatment of
CaThi and FLC is a strong candidate for clinical studies
aiming to improve therapeutic results against resistant
strains of Candida species. Studies involving drug
combinations should be reinforced due to the possibility
of synergistic effects that increase the toxic effect of the
drugs combined when compared to monotherapy. More-
over, drug combinations can broaden the spectrum of
antimicrobial activity, minimizing resistant microorgan-
isms selection, increasing security and tolerance using
lower drugs doses.

Methods

Biological materials

Capsicum annuum L. fruits (accession UENF1381) were
provided by Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal, from Centro de Ciéncias e Tecnologias Agrope-
cudrias, Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brazil.

The yeasts Candida albicans (CE022), Candida tropi-
calis (CE017), and Candida parapsilosis (CE002) were
obtained from Departamento de Biologia, Universidade
Federal do Ceard, Fortaleza, Brazil. The yeasts Candida
pelliculosa (3974), Candida buinensis (3982), and Can-
dida mogii (4674) were obtained from Micoteca URM
from Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
Pernambuco, Brazil. Yeasts were maintained on Sabour-
aud agar (1 % peptone, 2 % glucose, and 1.7 % agar-agar)
(Merck) in the Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Microrganismos, from Centro de Biociéncia e Biotecnolo-
gia, UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro,
Brazil.

CaThi

Extraction and purification of the thionin CaThi from
Capsicum annuum fruits by chromatographic methods
were performed as described by Taveira et al. [8]. The
retention time to recover the thionin CaThi during the
reversed-phase chromatography in column pRPC C2/
C18 (ST 4.6/100) (GE Healthcare) was 37.87 min.

Preparation of yeast cells and determination of I1Cs, for
CaThi and fluconazole

For the preparation of yeast cell cultures, an inoculum
from each stock of Candida albicans, Candida tropica-
lis, Candida parapsilosis, Candida pelliculosa, Candida
buinensis, and Candida mogii was transferred to Petri
dishes containing Sabouraud agar and allowed to grow
at 30 °C for 48 h. After this time, each cell aliquot was
added to 10 mL sterile culture medium (Sabouraud
broth, Merck). The cells were quantified in a Neubauer
chamber (Optik Labor) with the aid of an optical micro-
scope (Axiovison 4, Zeiss). The assay for checking the
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growth inhibition of yeast cells was performed according
to Broekaert et al. [46] with modifications. Initially yeast
cells (1 x 10* cells mL™") were incubated in Sabouraud
broth containing CaThi at concentrations ranging from
100 pg.mL ™" to 1 ug.mL™" and fluconazole (FLC) at con-
centrations ranging from 20 pg.ml™" to 0.125 pug.mL™,
with the final volume adjusted to 200 pL. The assay was
performed in 96-well microplates (Nunc) at 30 °C for
24 h. Optical readings at 620 nm were recorded at zero
hour and every 6 h interval for 24 h. Control cells were
grown in the absence of CaThi and FLC. The optical
densities were plotted against the concentration of
CdaThi and FLC, and then the concentration of the drug
(CaThi and FLC) required for 50 % inhibition (ICs)
in vitro of the tested yeasts was determined. Experiments
were performed in triplicate.

Viability assay

To assay the effect of CaThi on the cell viability of yeasts,
1x10* cells mL™" in Sabouraud broth culture medium and
at the corresponding ICsy of CaThi values for each yeast
were incubated at 30 °C for 24 h in 96-well microplates
(Nunc). To determine the control viability, the control
cells (without CaThi) were washed once and diluted
1,000-fold in Sabouraud broth culture medium, and an
aliquot of 100 pL from this dilution was spread over the
surface of a Sabouraud agar medium (contained in a Petri
dish) with a Drigalski loop and grown at 30 °C for 48 h. At
the end of this period, colonies forming units (CFU) were
determined for each yeast species, and the Petri dishes
were photographed. The same procedure was followed
with yeasts treated with CaThi. The experiments were car-
ried out in triplicate, and the results are shown assuming
that the control represents 100 % viability. Calculations of
the standard deviation and 7 test were performed with
Prism software (version 5.0).

Plasma membrane permeabilization assay

The plasma membrane permeabilization of yeast cells
was measured by Sytox green uptake, according to the
methodology described by Thevissen et al. [47], with
some modifications. Each of the different species of
yeasts was incubated with CaThi at the concentration
required to inhibit 50 % growth (ICsp) of the respective
yeast cells for 24 h. After this time, a 100 puL aliquot of
each yeast cell suspension was incubated with 0.2 uM of
Sytox green in 1.5 mL microcentrifuge tubes for 30 min
at 25 °C with constant agitation. Cells were analyzed by
DIC optical microscope (Axiovison 4, Zeiss) equipped
with a fluorescent filter set for detection of the
fluorescein (excitation wavelength, 450-490 nm, emis-
sion wavelength 500 nm). To indicate membrane
permeabilization, the percentage of fluorescent cells was
determined by counting the DIC and fluorescent views
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for each yeast (7 =5). The total cell number in DIC view
of each yeast (in control and test) was assumed as
100 %. The experiments were carried out in triplicate.
Calculations of T test were performed with Prism soft-
ware (version 5.0).

Determining the induction of intracellular ROS in yeast
cells

To evaluate whether the mechanism of action of CaThi
involves induction of oxidative stress, the fluorescent
probe 2, 7 -dichlorofluorescein diacetate (H,DCFDA)
was used to measure intracellular reactive oxygen
species (ROS) according to the methodology described
by Mello et al. [31]. Each of the different species of
yeasts was incubated with the respective ICs, for CaThi
in 96-well microplates for 24 h at 30 °C; after this incu-
bation an aliquot of 50 pL of each of yeast cell suspen-
sion was incubated with 200 uM of H,DCFDA in micro
centrifuge tubes of 1.5 mL for 1 h at 25 °C with constant
agitation at 500 rpm. Cells were analyzed by DIC optical
microscope (Axiovison 4, Zeiss) equipped with a fluores-
cent filter set for detection of the fluorescein (excitation
wavelength, 450—490 nm, emission wavelength 500 nm).
The experiments were carried out in triplicate.

CaThi conjugated to FITC localization for optical
microscopy

CaThi at 100 pg was resuspended in 100 pL of 750 mM
sodium carbonate-sodium bicarbonate buffer, pH 9.5
containing FITC at 50 ug.mL™" (previously solubilized in
DMSO). This solution was incubated with constant
agitation at 500 rpm for 2 h at 30 °C. After this incuba-
tion, the sample was submitted to gel filtration chroma-
tography on Sephadex G25 column (Sigma) for
elimination of free FITC and recovery CaThi-FITC. The
column was equilibrated and run with 20 mM Tris—
HCl, pH 80 at flow rate of 0.3 mL.mim ' After
coupling, 10 pg.mL™" of CaThi-FITC was incubated with
cells of C. albicans and C. tropicalis for 24 h in 96-well
microplates. After this time an aliquot of each cell
suspension was removed and incubated with 50 pg.mL™"
of 4 ,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI)
for 10 min for nuclei stain. Cells were analyzed by
DIC optical microscope (Axiovison 4, Zeiss) equipped
with a fluorescent filter set for detection of the fluor-
escein (excitation wavelength, 450-490 nm, emission
wavelength 500 nm). The entire assay was performed
protected from light.

Synergism assay

To verify the synergistic activities, we combined FLC
with CaThi. Initially yeast cells (1 x 10* cells mL™") were
incubated in Sabouraud broth containing an ICsq
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concentration or less than that for FLC and CaThi con-
centrations ranging from 1.3 to 4.0 times below the ICsq
for the respective yeast and the final volume adjusted to
200 pL in vitro. The assay was performed in 96-well
microplates (Nunc) at 30 °C for 24 h. Optical readings at
620 nm were taken at zero hour and every 6 h for the
following 24 h. Control cells were: 1) grown in the
absence of CaThi and FLC; 2) grown in the presence of
FLG; 3) grown in the presence of CaThi. The synergistic
activity was deduced comparing optical densities of each
control and combined drugs (FLC plus CaThi) consider-
ing each yeast strain tested. We define synergism as the
combination action of the AMP with other substance
that causes an enhanced decrease in the growth of the
microorganism, compared with the growth inhibition of
the single substances. After synergism, assay cells (con-
trols and tests) were analyzed by DIC optical microscope
(Axiovison 4, Zeiss). The data were obtained from exper-
iments performed in triplicate. The data were evaluated
using a one-way ANOVA. Mean differences at p < 0.05
were considered to be significant. All statistical analyses
were performed using the GraphPad Prism software
(version 5.0 for Windows).

Scanning electron microscopy

C. pelliculosa and C. buinensis cells were submitted to
scanning electron microscopy (SEM) analysis. Yeast cells
were grown for 24 h in Sabouraud broth in the presence
of FLC (5 pugmL™" and 0.125 pg.mL™", respectively),
CaThi (40 pg.mL™" and 10 pg.mL™", respectively), and
FLC plus CaThi (25 pgmL™'+15 pgmL7™},
0.06 pg.mL™'+5 pg.mL™, respectively) or absence of
these drugs, then were fixed for 30 min at 30 °C in a
solution containing 2.5 % glutaraldehyde and 4.0 %
formaldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.0. Sub-
sequently, the cells were rinsed three times in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.0; post-fixed for 30 min at
30 °C with 1.0 % osmium tetroxide diluted in 0.1 M
cacodylate buffer, pH 7.0; and rinsed again with this
same buffer. The yeast cells were gradually dehy-
drated in alcohol solution (15, 30, 50, 70 to 90 % and
finally 100 % alcohol), critical point dried in CO,,
covered with 20 nm gold and observed in a DSEM
962 Zeiss SEM.
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