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RESUMO

RIBEIRO, Marilucia de Carvalho, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, maio de 2025. Processo de morte celular regulada em fungos induzida
por peptideos antimicrobianos bioinspirados no y-core da defensina de Vigna
unguiculata L. Walp. (feijao-de-corda): correlagdo entre a hiperpolarizagao
mitocondrial, estresse oxidativo e a protecao da morte mediada por ions

Orientador: André de Oliveira Carvalho

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas catidnicas e anfipaticas, geralmente
de baixo peso molecular, presentes em organismos de diferentes reinos — incluindo
bactérias, plantas, invertebrados e vertebrados — como parte fundamental da imunidade
inata. Caracterizam-se por estruturas ricas em residuos carregados positivamente e
regides hidrofébicas, o que lhes confere afinidade por membranas biologicas e
capacidade de interagir com alvos intracelulares. Além da agao direta sobre a membrana
plasmatica, evidéncias crescentes indicam que muitos AMPs desencadeiam respostas
celulares complexas, envolvendo disfungado mitocondrial, desequilibrio redox e ativacéo
de vias de morte celular regulada. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo
investigar o envolvimento da mitocéndria, do estresse oxidativo e do balango iénico na
morte celular induzida pelos peptideos bioinspirados RR, D-RR e WR em Candida
tropicalis e Candida albicans. Os peptideos induziram hiperpolarizagao significativa do
potencial de membrana mitocondrial (Aym) a partir de 10 min de exposicao, associada
ao aumento da atividade das NAD-desidrogenases, evidenciando um estado de estresse
bioenergético precoce e disfungdo mitocondrial. A modulacédo desses efeitos por ions
revelou papel central do desequilibrio ibnico na progressdo da morte celular: a
suplementagdo com Na*, Mg*? e Ca*? preveniu tanto a hiperpolarizagdo mitocondrial
quanto a elevacdo da atividade metabdlica, enquanto o K*, embora revertesse o
encolhimento celular, manteve a atividade mitocondrial elevada, indicando um efeito
diferencial desse cation sobre a fisiologia mitocondrial fungica. As analises de espécies
reativas de oxigénio (ROS) demonstraram perfis distintos entre os tratamentos,
sugerindo que a producdo de ROS nao se origina majoritariamente da mitocéndria,
apontando para fontes oxidativas alternativas envolvidas na citotoxicidade dos
peptideos. Adicionalmente, os peptideos promoveram reducdo do volume celular,
compativel com processos de morte celular regulada, efeito revertido pela adigdo dos
ions, reforcando seu papel protetor. Em conjunto, os resultados demonstram que a acao
letal dos peptideos RR, D-RR e WR esta associada a integragdo entre disfungéo
mitocondrial precoce, intensificacdo do metabolismo respiratério e colapso da
homeostase i6nica, acompanhados por aumento do estresse oxidativo, configurando
eventos determinantes para o desencadeamento da morte celular em leveduras do
género Candida.

Palavras-chave: Peptideo Antimicrobiano, Antifungico, Mitocondrias, Leveduras.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Marilucia de Carvalho, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, may of 2025. Process of regulated cell death in fungi induced by
antimicrobial peptides bioinspired by the y-core of defensin from Vigna
unguiculata L. Walp. (Cowpea): correlation between mitochondrial
hyperpolarization, oxidative stress and protection from ion-mediated death

Advisor: André de Oliveira Carvalho.

Antimicrobial peptides (AMPs) are cationic and amphipathic molecules, generally of
low molecular weight, found in organisms from different kingdoms — including
bacteria, plants, invertebrates, and vertebrates — as fundamental components of
innate immunity. They are characterized by the presence of positively charged
residues and hydrophobic regions, which confer high affinity for biological membranes
and the ability to interact with intracellular targets. In addition to their direct effects on
the plasma membrane, increasing evidence indicates that many AMPs trigger
complex cellular responses involving mitochondrial dysfunction, redox imbalance,
and activation of regulated cell death pathways. In this context, this study aimed to
investigate the involvement of mitochondria, oxidative stress, and ionic homeostasis
in cell death induced by the bioinspired peptides RR, D-RR, and WR in Candida
tropicalis and Candida albicans. The peptides induced significant hyperpolarization of
the mitochondrial membrane potential (Awm) after 10 minutes of exposure,
accompanied by increased NAD dehydrogenase activity, indicating early bioenergetic
stress and mitochondrial dysfunction. Modulation of these effects by ions revealed a
central role of ionic imbalance in the progression of cell death: supplementation with
Na*, Mg*?, and Ca*? prevented both mitochondrial hyperpolarization and the increase
in metabolic activity, whereas K*, although reversing cell shrinkage, maintained
elevated mitochondrial activity, indicating a distinct effect of this cation on fungal
mitochondrial physiology. Reactive oxygen species (ROS) analyses showed distinct
profiles among treatments, suggesting that ROS production is not predominantly of
mitochondrial origin and pointing to alternative oxidative sources involved in peptide-
induced cytotoxicity. In addition, the peptides promoted a reduction in cell volume
consistent with regulated cell death, an effect that was reversed by ion
supplementation, reinforcing their protective role. Taken together, these results
demonstrate that the lethal action of the peptides RR, D-RR, and WR is associated
with the integration of early mitochondrial dysfunction, intensified respiratory
metabolism, and collapse of ionic homeostasis, accompanied by increased oxidative
stress, constituting key events in the triggering of cell death in Candida species.

Keywords: Antimicrobial Peptide, Antifungal, Mitochondria, Yeast.
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e 10 min da adicdo de D-RR. A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica
mitocéndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia verde (monémeros)
indica mitocdndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposicdo mostra a
combinagdo dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 pm
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Figura 18. Avaliagao da produgao de espécies reativas de oxigénio em células
de Candida tropicalis tratadas com D-RR utilizando a sonda 2’,7’-
diclorofluresceina diacetato por microscopia de fluorescéncia. Controle: células
incubadas apenas com 20 yM da sonda por 30 min. Controle negativo: células
incubadas com Triton X-100 a 2% e 20 yM da sonda por 30 min. Controle positivo:
células incubadas com 333 mM de acido acético (AcA). Controle com K*, Na*, Mg*?,
Ca*?: células incubadas com 20 yM da sonda por 30 min e os diferentes ions (100 mM
dos sais KCI, ou NaCl, ou MgClz, ou CaClz). D-RR + K*, D-RR + Na*, D-RR + Mg*? e
D-RR + Ca*?: células de C. tropicalis foram co-incubadas com a sonda e 23 uyM do
peptideo RR os ions indicados. K* 5 e 10 min, Na* 5 e 10 min, Mg*2 5 e 10 min e Ca*?
5 e 10 min: células de C. tropicalis tratadas com 23 yM de D-RR por 20 e 25 min e
posteriormente incubadas com os ions indicados por 5 min e 10 min. Barras em 10
U3 PP 42

Figura 19. Avaliagao da viabilidade celular de Candida tropicalis tratada com a
dose letal (23 pM) do peptideo D-RR nos tempos de 0 (apenas no tempo
necessario para a montagem do experimento) 30 min e 60 min apés a exposigao.
UFC: unidades formadoras de colénias. O controle consistiu em células submetidas
ao mesmo procedimento, porém sem adi¢cdo do peptideo. O percentual de perda da
viabilidade celular foi calculado considerando UFC do controle como 100% de
viabilidade. **** P < 0,0001. O ensaio € representativo de um ensaio independente de
trés

Figura 20. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células
de Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia
de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 uM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 yM) por 30 min,
resultando em completa despolarizacdo mitocondrial. Nos ensaios, células de C.
albicans foram incubadas com JC-1 (20 uyM) por 30 min e WR (27,5 uyM) por 5 e 10
min. A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocéndrias polarizadas (Aym
alto), enquanto a fluorescéncia verde (monémeros) indica mitocdndrias
despolarizadas (Aym baixo). A sobreposicdo mostra a combinagcdo dos sinais
vermelho e verde. Barras de escala = 10 Mm
................................................................................................................................... 45

Figura 21. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células
de Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia
de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 uM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 pM) por 30 min,
resultando em completa despolarizagdo mitocondrial. K*: células incubadas com K*.
WR + K*: células co-incubadas com K* e WR.. 5 min e 10 min: células incubadas com
K* por 5 e 10 min apés a adigao de WR. A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica
mitocdndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros)
indica mitocéndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposicdo mostra a
combinagdo dos sinais vermelho e verde Barras de escala = 10 um
................................................................................................................................... 46

Figura 22. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células

de Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia
de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 uM) por 30 min.
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Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 yM) por 30 min,
resultando em completa despolarizacdo mitocondrial. Na*: células incubadas com
Na*. WR + Na*: células co-incubadas com Na* e WR. 5 min e 10 min: células
incubadas com Na* por 5 e 10 min apds a adicdo de WR. A fluorescéncia vermelha
(J-agregados) indica mitocdndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia
verde (monémeros) indica mitocondrias despolarizadas (Awm baixo). A sobreposigao
mostra a combinagdo dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 ym
................................................................................................................................... 47

Figura 23. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células
de Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia
de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 uM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 pyM) por 30 min,
resultando em completa despolarizagdo mitocondrial. Mg*?: células incubadas com
Mg*2. WR + Mg*?% células co-incubadas com Mg*?> e WR. 5 min e 10 min: células
incubadas com Mg*? por 5 e 10 min apds a adigdo de WR. A fluorescéncia vermelha
(J-agregados) indica mitocdndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia
verde (monémeros) indica mitocdndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposig¢ao
mostra a combinagdo dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 pym
................................................................................................................................... 48

Figura 24. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células
de Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia
de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 uM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 pyM) por 30 min,
resultando em completa despolarizagdo mitocondrial. Ca*2: células incubadas com Ca
*2. WR + Ca *% células co-incubadas com Ca *? e WR. 5 min e 10 min: células
incubadas com Ca *2 por 5 e 10 min apds a adigdo de WR.A fluorescéncia vermelha
(J-agregados) indica mitocdndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia
verde (monémeros) indica mitocdndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposig¢ao
mostra a combinacao dos sinais vermelho e verde. As imagens foram adquiridas com
excitacao/emissao em 514/529 nm (verde) e 514/590 nm (vermelho). Barras de escala
= 10 Mm
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Figura 25. Avaliagao da produgao de espécies reativas de oxigénio em células
de Candida albicans tratadas com WR utilizando a sonda 2',7’-
diclorofluresceina diacetato por microscopia de fluorescéncia. Controle: células
incubadas apenas com 20 yM da sonda por 30 min. Controle negativo: células
incubadas com Triton X-100 a 2% e 20 yM da sonda por 30 min. Controle positivo:
células incubadas com 333 mM de acido acético (AcA). Controle com K*, Na*, Mg*?,
Ca*?: células incubadas com 20 uM da sonda por 30 min e os diferentes ions (200 mM
dos sais KCI, ou NaCl, ou MgClz, ou CaCl2). WR + K*, WR + Na*, WR + Mg*? e WR +
Ca*?: células de C. albicans foram co-incubadas com a sonda e 27,5 uM do peptideo
WR os ions indicados. K* 5 e 10 min, Na* 5 e 10 min, Mg*2 5 e 10 min e Ca*25 e 10
min: células de C. albicans tratadas com 27,5 yM de WR por 20 e 25 min e
posteriormente incubadas com os ions indicados por 5 min e 10 min. Barras = 10 ym
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Figura 26. Avaliagao da viabilidade celular de Candida albicans tratada com a
dose letal (27,5 pM) do peptideo WR nos tempos de 0 (apenas no tempo
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necessario para a montagem do experimento) e 30 min apés a exposi¢ao. UFC:
unidades formadoras de colénias. O controle consistiu em células submetidas ao
mesmo procedimento, porém sem adi¢cao do peptideo. O percentual de perda de
viabilidade celular foi calculado considerando UFC do controle como 100% de
viabilidade. **** P < 0,0001. O ensaio é representativo de um ensaio independente de
trés

Figura 27. Ensaio de viabilidade celular com células de Candida tropicalis na
presenca de azida sédica em diferentes tempos apés o tratamento com RR. No
controle, as células foram incubadas com meio. Para controle positivo, células foram
incubadas com 1 mM azida sédica. Para o teste, as células foram incubadas com 27,5
MM RR e a azida sdédica foi pds-incubada com 5 e 10 min apés a adi¢cao do RR. UFC:
unidades formadoras de col6nias. Os experimentos foram realizados em triplicata, e
os resultados foram expressos considerando que o controle representa 100% de
viabilidade celular. **** P < 0,0001. O ensaio € representativo de um ensaio
independente de trés

Figura 28. Ensaio de viabilidade celular com células de Candida tropicalis na
presenca de azida sédica em diferentes tempos apés o tratamento com D-RR.
No controle, as células foram incubadas com meio. Para controle positivo, células
foram incubadas com 1 mM azida sédica. Para o teste, as células foram incubadas
com 23 yM D-RR e a azida sddica foi pds-incubada com 5 e 10 min apds a adicao do
D-RR. UFC: unidades formadoras de colénias. Os experimentos foram realizados em
triplicata, e os resultados foram expressos considerando que o controle representa
100% de viabilidade celular. **** P < 0,0001. O ensaio é representativo de um ensaio
independente de trés

Figura 29. Ensaio de viabilidade celular com células de Candida albicans na
presenca de azida sédica em diferentes tempos apoés o tratamento com WR. No
controle, as células foram incubadas com meio. Para controle positivo, células foram
incubadas com 1 mM azida sddica. Para o teste, as células foram incubadas com 27,5
MM WR e a azida sdédica foi pés-incubada com 5 e 10 min apés a adicao do WR. UFC:
unidades formadoras de col6nias. Os experimentos foram realizados em triplicata, e
os resultados foram expressos considerando que o controle representa 100% de
viabilidade celular. **** P < 0,0001. O ensaio é representativo de um ensaio
independente de trés
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Figura 30. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células
de Candida tropicalis e Candida albicans utilizando a sonda JC-1 por
microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas com 20 uM da sonda por
50 min. Controle negativo: células incubadas com Triton X-100 a 2% e 20 uM da sonda
JC-1 por 50 min. No teste, células tratadas com 1 mM de azida sddica por 10 min
adicionado apds 40 min da adigdo da sonda JC-1. A fluorescéncia vermelha (J-
agregados) indica mitocéndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia
verde (monémeros) indica mitocdndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposig¢ao
mostra a combinacdo dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 ym
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Figura 31. Determinagao da atividade metabélica mitocondrial utilizando WST-1
na presencga de azida sédica (NaNs). Os valores acima das barras de teste indicam
a atividade mitocondrial em comparagao com o controle para cada tempo estudado.
Os controles correspondem a células de levedura cultivadas em meio, enquanto o
controle positivo corresponde ao tratamento Triton X-100. **** P < 0,0001; O ensaio &
representativo de um ensaio independente de trés

Figura 32. Determinacao da atividade metabdlica mitocondrial utilizando WST-1
na presencga de azida sédica (NaNs). Os valores acima das barras de teste indicam
a atividade mitocondrial em comparacdo com o controle para cada tempo estudado.
Os controles correspondem a células de levedura cultivadas em meio, enquanto o
controle positivo corresponde ao tratamento Triton X-100. **** P < 0,0001; O ensaio é

representativo de um ensaio independente de trés
................................................................................................................................... 58
TABELAS
Tabela 01. Principais classes de antifungicos, mecanismos de agao e mecanismos de
resisténcia associados
................................................................................................................................... 02
Tabela 02. Principais classes de peptideos antimicrobianos de origem vegetal e suas
caracteristicas gerais
................................................................................................................................... 07

Tabela 03. Estrutura primaria e propriedades biofisicas dos peptideos desenhados
baseados no y-core da defensina VuDef1. Os numeros acima das sequéncias sao
apenas para orientacao da posi¢cao do aminoacido. Os espacos (-) foram adicionados
para melhorar o alinhamento. Os numeros entre parénteses indicam a carga liquida
ou a hidrofobicidade da sequéncia correspondente na defensina ou no peptideo
derivado. Em preto e negrito estdo os aminoacidos que foram trocados na sequéncia
dos peptideos desenhados e a <caixa vermelha destaca o y-core
................................................................................................................................... 13

Tabela 04. Avaliacdo da atividade mitocondrial por redugcao de WST-1 a formazan em
células de Candida tropicalis tratadas com RR isoladamente ou em combinacio dos
ions K*, Na*, Mg*?, Ca*? nos tempos indicados
................................................................................................................................... 30

Tabela 05. Avaliacido da atividade mitocondrial por reducdo de WST-1 a formazan em
células de Candida tropicalis tratadas com D-RR isoladamente ou em combinacao dos
ions K*, Na*, Mg*?, Ca*? nos tempos indicados

Tabela 06. Avaliacido da atividade mitocondrial por reducdo de WST-1 a formazan em
células de Candida albicans tratadas com WR isoladamente ou em combinacao dos
ions K*, Na*, Mg*?, Ca*? nos tempos indicados

XV



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AA — Acido ascérbico

AcA — Acido acético

AMPs — Peptideos antimicrobianos (do inglés antimicrobial peptides)

ATP — Adenosina trifosfato

cDNA — DNA complementar

CoQ — Coenzima Q

CoQH, — Coenzima Q10

CTE - Cadeia transportadora de elétrons

D — Conformacao dextrogira (D-enantidmeros)

DD — Ase,42,44y32—46 VUDef, peptideo sintético de 15 aminoacidos bioinspirado no y-
core da defensina de planta Vu-Def1

dAMPs — Peptideos antimicrobianos projetados (do inglés designed AMPs)
DL10o0 — Dose letal definida como a quantidade do peptideo (em uM) que,
administrada em dose unica, causa a morte de toda a populagao celular do ensaio
D-RR — D-Ase,42,44R37,38y32—46 VUDef, peptideo sintético de 15 aminoacidos
bioinspirado no y-core da defensina de planta Vu-Def1

H* — on hidrogénio (préton)

H,DCFDA - 2’,7’-diacetato diclorofluoresceina

H,O, — Perdxido de hidrogénio

HCI — Acido cloridrico

JC-1 — Corante fluorescente catiénico utilizado para medir o potencial de membrana
mitocondrial

LTPs — Proteinas transportadoras de lipideos (do inglés lipid transfer proteins)
mM — Milimolar

MOMP — Permeabilizagao da membrana externa mitocondrial (do inglés
mitochondria outer membrane permeabilization)

ML — Microlitro

MM — Micromolar

NADH — Nicotinamida adenina dinucleotideo

NaN; — Azida sddica

O,*~ — Superoxido

OMS - Organizagcado Mundial da Saude

pH — Potencial hidrogeniénico

XVi



PTP — Poro de permeabilidade mitocondrial

RCD — Morte celular regulada (do inglés regulated cell death)

ROS - Espécies reativas de oxigénio (do inglés reactive oxygen species)
RR — Ase,42,44R37,38y32-46VuDef, peptideo sintético de 15 aminoacidos bioinspirado no
y-core da defensina de planta Vu-Def1

RT-PCR — Reacgdo em cadeia da polimerase com transcrigao reversa

TP4 — Piscidina 4

UCP-2 — Proteina desacopladora 2

UFC - Unidade formadora de colénias

Vu-Def1 — Vigna unguiculata defensin one

WR — A42,44R37,38W36—39y32—46 VU-Def, peptideo sintético de 15 aminoacidos
bioinspirado no y-core da defensina de planta Vu-Def1

WST-1 — Sal de tetrazodlio

ApH — Forga préton-motriz

Aym — Potencial transmembrana mitocondrial

Xvil



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt aaaaaaaaaaaaaaassssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnsnnnnnnns iv
LS 1Y R Vi
= 1 I Y N vii
LISTADE FIGURAS E TABELAS ... viii
LI = = PP XV
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS ... XVi
INTRODUGAO ..ottt te et ettt e e et e et e et et e eaeete et e eneeeeeeeeeeeaneeneens 1
1.4 Defensinas de plantas: Vu-Def1 como modelo para o design de peptideos..................... 8
1.5 Mitocondria: Correlagao entre os processos de morte celular em fungos ...................... 13
1.6 ions inorganicos: homeostase iBNica em fUNQOS .............cccvevereeeeeeeeeeee e, 16
P2 @ = N | I Y 1 T 17
2.1, ODJELIVO GEIAL....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 17
2.2. ObjetivVOs ESPECITICOS .....cciiiiiiiiiei e e et e e e e e e aaaeas 17
3. MATERIAIS E METODOS ...ttt n e 18
3.1. Peptideos antimiCrobianOs .........ccuuuiiiiiiiie e 18
3.2. MICTOrQaNISIMOS. ......ci it 18
3.3. Analise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos peptideos
bioinspirados sobre fungos do género Candida ...............cooooeeeiiieiiieiiieee 18
3.3.1. Determinacao da funcionalidade mitocondrial em células de C. tropicalis e C. albicans
tratadas com os peptideos bioiNSPIradOS ........cuuiiiiiiiie e e 18
3.3.2. Efeito dos ions K*, Na*, Mg*2e Ca*? sobre o potencial de membrana mitocondrial em
células de C. tfropicalis € C. @lDIiCANS.............uuuiiiiiiiiieeeee et eeeeaanees 20
3.3.3. Quantificagcdo da NAD desidrogenases com reagente WST-1 .........ccccoiviviiiiiiiiiinnnn. 20

3.3.4. Ensaio de determinacao da indugao de ROS intracelular em células C. tropicalis e C.
albicans tratadas CoOm 0S PEPLIAEOS ........ciiiiiii i 21

3.3.5. Determinacgao da indugao de ROS intracelular em células C. tropicalis e C. albicans
tratadas com os peptideos com pds-incubagcdo cOM 0S IONS ........cccevviiiiiiiiiiiiiiiii e, 22

3.3.6 Analise de viabilidade celular nos tempos iniciais da incubagdo com os peptideos .... 22
3.3.7. Analise do bloqueio do potencial de membrana mitocondrial na morte celular induzida

pelos peptideos bioinspirados por azida SOAICa ...........oeeiiiiiiiiiiii e 23
3.3.8. Determinagao da funcionalidade mitocondrial das células de C. tropicalis e C. albicans
pré-incubadas com azida SOAICA.........ccoeieieeeeeee e 23
3.3.9. Quantificagéo da atividade metabdlica mitocondrial com reagente WST-1 na presencga
Lo (== 4o F= T =To Lo [ o= TR UPRPPPRRPN 24
3.10. Analises eStatiStiCas .......cooiiiiiiiii e 24
4. RESULTADOS ...ttt sasasas s ssssssssssssssssssssssssssssssssnnsnnnnnnnnn 24
4.1. Andlise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos peptideos

bioinspirados RR, D-RR e WR sobre fungos do género Candida ..............cccccccoovviiuiiinnnnenn. 24
4.1.2 Atividade do Peptideo WR em Candida albicans .............ccccccciieiiiieeiiiiiieieeeeeeenn. 45

4.2 Analise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos peptideos

XViil



bioinspirados sobre fungos do género Candida por azida sédica ............ccceeeevviiiiiiiieeneen.n. 54

5. DISCUSSAD ...ttt et ettt ettt et e et e e ete e e e ere e 59
5.1 Anadlise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos peptideos

bioinspirados RR, D-RR e WR sobre fungos do género Candida ...............ccccccceeviiiiinnnnn. 59
5.2 Inibicdo do complexo |V pela azida sddica e sua influéncia sobre os efeitos mitocondriais
induzidos pelos peptideos bioiNSPIrados.............uuviiiii i 66
B. CONCLUSAOD ...ttt ettt ettt et e et e et e et e eteeneeeeeeteareaneenes 68
REFERENCIAS ..ottt sttt s e s s s s 69

X1X



O© 0 9 O Nk W~

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

INTRODUGAO
1.1 Aspactos gerais

As doengas fungicas vém se consolidando como um desafio global significativo,
com impactos diretos na saude humana, no meio ambiente e na seguranca alimentar.
No meio ambiente, infecgbes causadas por fungos tém sido associadas a redugao
drastica de populagdes de animais silvestres, como morcegos e anfibios, gerando
importantes desequilibrios ecologicos. Na agricultura, os prejuizos decorrentes de
fitopatdogenos fungicos comprometem a produtividade e colocam em risco a seguranga
alimentar global — um cenario ainda mais preocupante frente as projecbes de
crescimento populacional, que indicam uma populagéao mundial de aproximadamente
9,8 bilhdes de pessoas até 2050 (FAO, 2017; FISHER et al., 2022).

No campo da saude publica, observa-se um aumento alarmante na incidéncia de
infecgbes fungicas, que variam de manifesta¢des superficiais, como micoses cutaneas,
a quadros sistémicos potencialmente fatais, especialmente em pacientes
imunocomprometidos. Estima-se que essas infecgbes afetem mais de 1 bilhdo de
pessoas anualmente, resultando em cerca de 3,75 milhdes de mortes por ano, niumero
que ultrapassa as mortes causadas por malaria e tuberculose. Além disso, o crescimento
da resisténcia fungica aos antifungicos clinicos, especialmente em espécies como
Candida e Aspergillus, representa um agravante preocupante para o controle dessas
infecgbes (ASHRAF et al., 2020; DENNING et al., 2024).

Nesse contexto, os antifungicos constituem o principal recurso terapéutico para o
tratamento das infecgbes fungicas. Entretanto, diferentemente do que ocorre com os
antibidticos utilizados no tratamento de infec¢des bacterianas, o numero de classes de
antifangicos disponiveis & relativamente limitado. Atualmente, apenas cinco classes
principais sao empregadas na pratica clinica: polienos, azdis, equinocandinas,
alilaminas e analogos de pirimidina. Essa limitagdo decorre, em grande parte, da elevada
similaridade estrutural e metabdlica entre células fungicas e células eucaridticas do
hospedeiro, o que reduz o numero de alvos terapéuticos seletivos e dificulta o
desenvolvimento de novos farmacos (LEE et al., 2023; CZAJKA, 2023).

Somado a essa disponibilidade restrita de classes farmacolégicas, o aumento da
resisténcia antifungica tem se tornado um desafio crescente para a saude publica.
Espécies patogénicas, particularmente do género Candida, apresentam diversos
mecanismos adaptativos capazes de reduzir a eficacia dos farmacos. Entre esses
mecanismos destacam-se modificagdes no alvo molecular do medicamento,

superexpressdao de bombas de efluxo, alteragbes na biossintese de ergosterol e a



38 formacao de biofilmes, que contribuem para a diminuicdo da suscetibilidade aos
39  antifungicos (LEE et al., 2023; CZAJKA, 2023; REVIE et al., 2018). Como consequéncia,
40  as opgdes terapéuticas tornam-se cada vez mais limitadas, dificultando o manejo clinico
41  de infecgbes fungicas invasivas.
42 Diante desse cenario, torna-se fundamental compreender os principais
43  mecanismos de agao dos antifungicos e as estratégias de resisténcia desenvolvidas
44  pelos fungos. A Tabela 1 apresenta as principais classes de antifungicos utilizadas na
45  clinica, bem como seus mecanismos de acdo e 0os mecanismos de resisténcia mais
46  frequentemente descritos.
47
48  Tabela 01. Principais classes de antifingicos, mecanismos de agao e mecanismos
49  de resisténcia associados.
50
Classe de Principais Mecanismo de agao Mecanismos de
antifungico farmacos resisténcia
Polienos Anfotericina B, Ligam-se ao ergosterol Reducao ou
nistatina da membrana alteracao do
plasmatica fungica, conteudo de
formando poros que ergosterol na
levam ao membrana;
extravasamento de ions modificagdes na
e morte celular via de
biossintese  de
esterois
Azoéis Fluconazol, Inibicdo da enzima Mutagao ou
itraconazol, lanosterol 140- superexpressao
voriconazol, desmetilase  (ERG11), de ERG11;
posaconazol blogueando a aumento de
biossintese de ergosterol bombas de
efluxo (CDR,
MDR);
alteracdes na via
do ergosterol
Equinocandinas Caspofungina, Inibigdo da enzima B-1,3- Mutagao nos

micafungina, glucano sintase, genes



anidulafungina

comprometendo a

sintese da parede celular

FKS1/FKS2, que

codificam a

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

fungica glucano sintase
Alilaminas Terbinafina Inibicdo da esqualeno Mutagao ou
epoxidase, enzima da superexpressao
via de biossintese do do gene SQLE;
ergosterol alteracbes na via
do ergosterol
Analogos de Flucitosina Conversao intracelular Perda ou
pirimidina em 5-fluorouracil, mutagao de
interferindo na sintese transportadores
de RNA e DNA e enzimas

envolvidas na
converséo da
droga (FCY1,
FCY2, FUR1)

Assim, a combinagcdo entre o numero limitado de classes antifungicas e o

surgimento crescente de mecanismos de resisténcia representa um desafio

significativo para o tratamento de infecgdes fungicas, reforcando a necessidade de

desenvolvimento de novas moléculas antifungicas e estratégias terapéuticas

alternativas (LEE et al., 2023; CZAIJKA, 2023; REVIE et al., 2018).

Destaca-se a emergéncia da levedura Candida auris, identificada pela primeira vez

em 2009, que apresenta resisténcia a multiplas classes de antifungicos e alta

persisténcia em ambientes hospitalares. Diante desse cenario, a Organizagao Mundial

da Saude (OMS) publicou, em 2022, a primeira lista global de patégenos fungicos

prioritarios, classificando Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, Candida

albicans e Candida auris como patdgenos de prioridade critica, reforgcando a

necessidade de novas abordagens terapéuticas e estratégias de controle (WHO,

2022).
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1.2 Peptideos antimicrobianos: uma abordagem terapéutica

Os peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides)
constituem uma classe diversa de moléculas bioativas que vém despertando grande
interesse cientifico devido ao seu potencial terapéutico. Sao sintetizados nos ribossomos
a partir de genes codificadores e compostos por L-aminoacidos, geralmente com menos
de 100 residuos. Apresentam estruturas lineares ou ciclicas, com ampla variabilidade
em sequéncia, conformacao e estrutura tridimensional. Muitos desses peptideos sao
ricos em residuos de cisteina, o que possibilita a formacdo de pontes dissulfeto,
conferindo-lhes alta estabilidade estrutural e resisténcia a condi¢cdes extremas, como
variagcbes de temperatura, pH e atividade proteolitica (SILVA e MACHADO, 2012;
HEGEDUS e MARX, 2013; ROSCIA et al., 2013).

Nos organismos multicelulares (metazoarios), os AMPs sao produzidos como
parte da resposta imune inata, sendo sintetizados ou induzidos frente a deteccao de
patdégenos. Em microrganismos, por sua vez, os AMPs podem ser secretados para inibir
ou eliminar competidores (MORETTA et al., 2021). Importante destacar que, em geral,
esses peptideos apresentam baixa ou nenhuma toxicidade para células de animais, o
que amplia sua aplicabilidade biomédica (IZADPANAH e GALLO, 2005; HOSKIN e
RAMAMOORTHY, 2008).

As estruturas dos AMPs sao altamente diversas, o que esta diretamente
relacionado a sua versatilidade funcional. Suas conformagdes podem incluir: (i) a-
hélices, como observado nas magaininas (encontradas na pele do sapo Xenopus laevis),
cecropinas (insetos) e catelicidinas (mamiferos); (ii) folhas 8, como na a-defensina 1
humana; (iii) combinacao de a-hélices e folhas B, como nas B-defensinas e defensinas
vegetais; (iv) estruturas ciclicas, como os ciclotideos presentes em algumas plantas; e
(v) formas lineares ou com loops flexiveis, como nas indolicidinas de neutrdéfilos bovinos
(Fig. 01). Essa diversidade estrutural estd associada a ampla gama de acgdes
antimicrobianas dos AMPs (SILVA et al., 2011; BIN HAFEEZ et al., 2021).
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(A) Familia a- hélice (B) Familia folha - B

- (-\/ )) a-defensina-4-humana

Catelicidina humana LL-37

(C) Familia off (D) Familia nao aff

X Indolicidina
) B-defensina-2 humana

Figura 01. Representacdo esquematica das principais classes estruturais de AMPs. As
estruturas usadas como exemplo foram resolvidas por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) ou difracdo de raio-X. Os aminoacidos foram coloridos de
acordo com a escala de hidrofobicidade de Eisenberg (cinza claro — hidrofilico; vermelho
— hidrofébico). Adaptado de RONCEVIC et al. (2019).

A maioria dos AMPs possui carater catidonico em pH fisiolégico, devido a presenga
de residuos de lisina e arginina, o que favorece a interacdo com as membranas
carregadas negativamente dos microrganismos, sendo essa interacdo essencial para
sua atividade antimicrobiana. Além disso, a presenca de multiplos residuos de cisteina,
frequentemente formando de 2 a 4 pontes dissulfeto, confere estabilidade a essas
moléculas, mesmo sob condigdes fisico-quimicas adversas (BROEKAERT et al., 1997;
BENKO-ISEPPON et al., 2010; SHABIR et al., 2018).

Os AMPs atuam principalmente por meio de interagbes com a membrana
plasmatica dos microrganismos, levando a sua desestabilizacdo e morte. Trés modelos
classicos de agcao — baseados em experimentos com membranas bacterianas — sao
amplamente aceitos: aduela de barril, poro toroidal e modelo tapete (Fig. 02)
(MOOKHERJEE et al., 2020).

No modelo de aduela de barril, os AMPs se inserem na membrana formando
poros, com seus residuos hidrofébicos voltados para a bicamada lipidica e os hidrofilicos

voltados para o interior do poro. No modelo de poro toroidal, os peptideos induzem a
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curvatura da membrana, arrastando os lipidios consigo e formando um poro continuo
composto por lipidios e peptideos. Ja no modelo tapete, os AMPs se alinham sobre a
superficie da membrana como um "tapete" anfipatico, desorganizando-a de forma
semelhante a um detergente, o que leva a sua ruptura. A ag&o detergente é geralmente
dependente da concentragdo do peptideo (BOTO; DE LA LASTRA; GONZALEZ, 2018).

Os AMPs apresentam nao apenas atividades antimicrobiana e antifungica, mas
também propriedades antitumorais e imunomoduladoras, funcionando como moléculas
sinalizadoras no sistema imunologico. Essas caracteristicas tornam os AMPs candidatos
promissores ao desenvolvimento de novas terapias profilaticas e curativas (GIULIANI,
PIRRI; NICOLETTO, 2007; PUSHPANATHAN; GUNASEKARAN; RAJENDHRAN,
2013). Diante do aumento da resisténcia microbiana aos farmacos convencionais,
cresce o interesse por fontes naturais de compostos antimicrobianos, como
microrganismos, plantas, vertebrados e invertebrados (CARVALHO et al., 2001)

Dentre essas fontes, os AMPs vegetais tém se destacado devido a sua baixa
toxicidade para o hospedeiro e seus multiplos mecanismos de acado antifungica,
incluindo a interacdo com lipidios especificos da membrana celular, indugdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) e
promocao de estresse na parede celular dos patdégenos (TAVARES et al., 2008;
ISHAAQ; BILAL; IQBAL, 2019).

Perturbacio da membrana Lise bacteriana

Modelos 3
"SC:::::CCC::“ 0000000000
Aduela de barril '
OOOOOO0000 1 OOOOOOO000
Tapete
(acao detergente)

o, sonnan
& €

Poro toroidal 0000000000000

%axxxmo}

Figura 02. Exemplos dos diferentes tipos de interagbes entre peptideos
antimicrobianos € membranas citoplasmaticas de bactérias. Fonte: Adaptado de
Mookherjee et al. (2020).
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1.3 Peptideos antimicrobianos de plantas

Por serem organismos sésseis, as plantas ndo podem se locomover para evitar
condicbes adversas, e por isso desenvolveram mecanismos de defesa altamente
especializados para lidar com estresses bioticos e abioticos (GACHOMO;
SEUFFERHELD; KOTCHONI, 2010).

producao de compostos antimicrobianos, especialmente os AMPs, que desempenham

Dentre esses mecanismos, destaca-se a

papel essencial na protecdo contra patdégenos e estresses ambientais (BIN HAFEEZ et
al., 2021; MAROTI et al., 2011). Desde sua descoberta, os AMPs de origem vegetal tém
sido amplamente estudados, sendo conhecidos por sua eficacia antimicrobiana e por
apresentarem estruturas e fungbdes conservadas entre diferentes espécies
(SRIVASTAVA, 2021). Essas moléculas foram agrupadas em familias com base
principalmente na estrutura primaria e na atividade funcional. As principais classes
incluem: defensinas de plantas, tioninas, ciclotideos, knotinas, snakinas, proteinas
transportadoras de lipideos (LTPs) e peptideos semelhantes a heveina (Tabela 02)
(NAWROT et al., 2014; SALAS et al., 2015). Devido a sua estabilidade, baixa toxicidade
e amplo espectro de agdo, os AMPs vegetais tém despertado interesse como potenciais

agentes terapéuticos no combate a infecgdes microbianas.

Tabela 02. Principais classes de peptideos antimicrobianos de origem vegetal e

suas caracteristicas gerais.

Classe de AMP Principais caracteristicas Atividade/Alvo
vegetal estruturais antimicrobiano
Defensinas de Peptideos pequenos ricos em Atividade antifungica
plantas cisteina, geralmente com predominante; podem interagir
estrutura estabilizada por com membranas e
pontes dissulfeto e motivo componentes da parede celular
estrutural off estabilizado por fungica
cisteinas
Tioninas Peptideos basicos ricos em Atividade contra fungos e
cisteina, contendo multiplas bactérias; frequentemente
pontes dissulfeto que conferem associados a permeabilizagao
alta estabilidade estrutural de membranas
Ciclotideos Peptideos ciclicos com estrutura Atividade antifungica,
“cystine knot”, altamente antibacteriana e inseticida;
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estaveis a variagbes de pH,

temperatura e protedlise

podem interagir com

membranas celulares

Knotinas Peptideos contendo o motivo Alta estabilidade estrutural e
estrutural “cystine knot”, atividade antimicrobiana contra
formado por trés pontes fungos e bactérias
dissulfeto entrelacadas

Snakinas Peptideos ricos em cisteina, Atividade contra bactérias e
com multiplas pontes dissulfeto fungos, frequentemente
e estrutura compacta relacionada a interacdo com a

membrana celular

Proteinas Pequenas proteinas estaveis Participam da defesa vegetal,

transportadoras ricas em cisteina capazes de se apresentando atividade

de lipideos ligar e transportar lipideos antimicrobiana e  possivel
(LTPs) interacdo com membranas

Peptideos Peptideos ricos em cisteina com Forte atividade antifungica

semelhantes a

dominio de ligagéo a quitina

devido a interagdo com a quitina

heveina da parede celular de fungos

1.4Defensinas de plantas: Vu-Def1 como modelo para o design de peptideos

As defensinas vegetais constituem uma das mais importantes e estudadas
familias de AMPs. Sao pequenos peptideos catidnicos, com 45 a 54 residuos de
aminoacidos, cuja estrutura tridimensional é altamente conservada: trés folhas f3
antiparalelas conectadas a uma a-hélice, estabilizadas por quatro pontes dissulfeto entre
oito cisteinas (PARISI et al., 2019). Apesar da conservagao estrutural, ha grande
variagao nas sequéncias de aminoacidos entre as cisteinas, o que resulta em diferentes
propriedades biolégicas. As defensinas apresentam amplo espectro de atividade,
incluindo acbes contra fungos, bactérias Gram-positivas, virus envelopados,
protozoarios e até células tumorais (NAWROT et al., 2014). Sdo amplamente
distribuidas em tecidos vegetais como sementes, frutos e raizes, onde desempenham
papel essencial na defesa contra patégenos (COOLS et al., 2017).

Um elemento-chave na sua atividade antimicrobiana é o elemento estrutural y-
core, localizado entre as folhas B2 e 33, que contém residuos essenciais, como glicina

e cisteina. Alteracbes nessa regiao resultam em perda significativa da atividade
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bioldgica, tornando-a um alvo promissor para o desenvolvimento de peptideos sintéticos
com potencial terapéutico (YOUNT e YEAMAN, 2004; RAMESH et al., 2016). Embora
sua atividade contra bactérias seja limitada, principalmente a Gram-positivas, as
defensinas sdo especialmente eficazes contra fungos. A poténcia e o mecanismo de
acéo variam conforme a defensina e o organismo-alvo (CARVALHO e GOMES, 2011).
Dessa forma, as defensinas vegetais representam uma classe versatil e promissora de
AMPs, com aplicagdes potenciais no controle de patdogenos agricolas e no
desenvolvimento de novos agentes antifungicos.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado AMPs presentes nas sementes de
Vigna unguiculata L. Walp. (feijao-de-corda), uma leguminosa de relevancia agricola e
potencial biotecnoldgico. A partir da analise das sementes, foram isolados dois AMPs
ricos em cisteina: uma defensina e uma LTP, ambos com atividade antifungica in vitro
comprovada contra os fitopatégenos Fusarium oxysporum, Fusarium solani, e a levedura
Saccharomyces cerevisiae (CARVALHO et al., 2001).

A defensina foi clonada a partir de cDNA obtido por RT-PCR e denominada Vu-
Def1 (Vigna unguiculata defensin one) (CARVALHO et al., 2006). Sua sequéncia revelou
a presenca de oito residuos de cisteina formando quatro pontes dissulfeto tipicas de
defensinas vegetais. A proteina recombinante expressa em sistemas heterdlogos
apresentou atividade antimicrobiana significativa contra formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, um protozoario de relevancia meédica (SOUZA et al., 2013).

Com base nas propriedades estruturais da Vu-Def1, foi projetado um peptideo
sintético a partir de sua regiao do y-core. O y-core € um elemento estrutural conservado
em diversos AMPs, reconhecida como centro funcional de atividade antimicrobiana.
Segundo Yount e Yeaman (2004), essa regido apresenta a férmula geral NH,-[X;-3]-
[GXC]-[X3-9]-[C]-COOH, sendo X qualquer aminoacido.
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Sequence Formuls Gxc X 3s) c Peptide Family Representative
DCYCRIPACIAGE-RRY[GTC I YQGRLWAFC|C a-Defensin HNP-3 (Homo )
EPVSCIRNGGICQ-YRC-IGLRHKI|GTECGSP~-~~~-FKC|C K p-Defensin mBD-8 (Mus )
ATCDLLSGTGINHSACA-AHC-LLRGNRGGYCNGK~-~~~-GVC|VERN Insect Defensin Phormicin (Protophormia )
DCLSGRYKGPCAVWDNETCR-RVE-KEEGRSSGHCSPS----LKC|WCEGC Insect CS-af Drosomycin (Drosophila )
CNERPSQTWSGNCGNTAHC-DKQCQDWEKASHGACHKR-ENHWKC|F CYFNC Plant CS-af Ah-AMP-1 (Aesculus )
GFGCPNNYQC-HRHECKS IPGRCGGYCGGWH-~-RLREC|TEYRCG Crustacea CS-af MGD-1 (Mytilus )
RGVEVCF-~--RRRC|YCLRGGR levo -Protegrin Protegrin-1 (Sus )
AYLVALVGAAAVTAANIRRASSDNHSCAGNRGWERS = = = = = = KC|F RHEYVDTYYSAV Defensin-like Big Defensin (Tachypleus )
SLFSLIKAGAKFLGKNLLKQGACY -~~~ ~~ AAC|K ASKQC Gaegurin Gaegurin-1 (Rana )
KWCFRVCYRGICY = = = = = = RRC|R Tachyplesin Tachyplesin-1 (Tachypleus )
RRWCFRVCYRGFECY -~~~ =~~~ RKC|R Polyphemusin Polyphemusin-1 (Limulus )
CRFCKCYCRGRFSASAWGKCRRGACKAKC-~RSAC|G - levo -Mytilin Mytilin A (Mytilus )
RGRCY-TVCRQKYC|L RRC levo -G d G 1 (Acanth: )
MRACKGTR = = =« = = RNC|Y | IPVPKKSG levo -Thanatin Thanatin (Podisus )
CYICKGKYSD-~--FEC|K AGDRPCKKVYCK levo -AFP-1 AFP-1 (Aspergillus )
y-core Signature

Figura 03. Padroes de sequéncia enantiomérica em peptideos antimicrobianos
contendo cisteina. Os representantes sdo (nome do peptideo, cédigo de acesso Gl do
GenBank): (HNP-3, 229858); p-defensinas (mBD-8, 15826276);
defensinas de insetos (phormicin, 118432); peptideos CS-a de insetos (drosomicina,
2780893); peptideos CS-a de plantas (Ah-AMP-1, 6730111); peptideos CS-a de
crustaceos (MGD-1, 12084380); protegrinas (protegrina-1, 3212589); big defensin
(2493577); gaegurinas (gaegurina-1, 1169813); taquiplesinas (taquiplesina-1, 84665);

a-defensinas

polifemusinas (polyphemusin-1, 130777); mitilinas (mytilin A, 6225740); gomesina
(20664097); thanatina (6730068); e AFP-1 (1421258). Fonte: Adaptado por Yount e
Yeaman (2004).

O peptideo derivado do y-core da Vu-Def1, denominado Ase2,44y32-46VuDef e
DD, foi
(Ls2SGRARD37D3sVRAWATRG46). As substituicdes de cisteinas por alaninas visaram

abreviado como projetado com 15 residuos de aminoacidos
evitar a formagao de pontes dissulfeto que ndo existem na molécula original. A sigla
“‘DD” faz referéncia aos dois residuos adjacentes de acido aspartico presentes na
sequéncia, na posicao 37 e 38. O peptideo DD manteve a atividade antimicrobiana sobre
L. amazonensis como a molécula inteira Vu-Def1, com modo de acao parcialmente
elucidado, sugerindo perturbagdo da membrana plasmatica do protozoario (SOUZA et

al., 2019).
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10 20 30 40
KTCENL TYRGPCFTTGSCDDHCKNKEHLRSGRCRDDFRCWCTRNC
VuDefr MK TCENLADTYRGPCFTTGSCDDHCKNKEHLLSGRCRDDVRCWETRNC

y-core

—_— M LSGRCRDDVRCWCTR
Regido selecionada
contendo o y-core

Substitui¢do da
cisteina por alanina

LSGRARDDVRAWATR

Sintese quimica do
peptideo sintético
denominado 3246V u-

Def
Vu-Defr
Vu-Defr com peptideo sintético
32-46Vu-Def indicado em roxo
E
Nome do peptideo Quantidade de aminoiacidos Carga (pH 7.0) Peso molecular (Da)
132-45 Vii-Def 15 +2 1.729,92

Figura 04. A. Alinhamento da estrutura primaria da Vu-Defr e da defensina Vigna radiata
2 (PDB ID: 2GL1). As linhas abaixo dos residuos de Cys (destacado em negrito) em Vu-
Defr indica as pontes dissulfeto entre os residuos. Os quatro residuos de aminoacidos
que diferem entre as duas estruturas primarias estdo marcados em verde na sequéncia
da VrD2 e também um residuo de metionina adicional incluido na estrutura primaria de
Vu-Defr como requisito da clonagem é marcada em vermelho. Os residuos de
aminoacidos marcados em azul correspondem a regiao do y-core como determinado por
Yount and Yeaman (2004). Os residuos de aminoacidos indicados na caixa
correspondem a regido de loop. Os numeros acima da sequéncia indicam o tamanho do
peptideo em aminoacidos. B. Estrutura tridimensional da Vu-Defr modelada com
Modeller com base na estrutura de VrD2. Em vermelho representada a-hélice, azul claro
representam folhas 3, e em azul escuro representa a regido do y-core. C. Passos do
design do peptideo sintético. D. O mesmo que descrito em B) com o peptideo sintético
y32-46Vu-Def indicado em roxo. E. Caracteristicas bioquimicas do peptideo sintético
y32-46Vu-Def (Adaptado de Souza et al., 2019).
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A sintese do peptideo DD reforga a viabilidade de projetar peptideos funcionais
baseados
em regides conservadas de AMPs, especialmente no y-core, que concentra a
bioatividade e permite a geracao de versdes mais curtas, estaveis e especificas para
aplicagbes farmacoldgicas. Esse tipo de abordagem é promissora tanto no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos quanto em estratégias agricolas, como
plantas transgénicas resistentes a patdogenos.

Os estudos com AMPs de V. unguiculata demonstram o potencial das defensinas
vegetais e seus derivados como agentes bioativos multifuncionais, com aplicagées que
vao da saude humana a agricultura sustentavel. O aprofundamento nas caracteristicas
estruturais, como o y-core, tem permitido avangos no entendimento dos mecanismos de
acao e no aprimoramento do desenho racional de peptideos com elevada eficacia
antimicrobiana.

Entretanto, ao ser testado contra cinco espécies clinicas de leveduras e S.
cerevisiae, DD nao apresentou atividade antifungica significativa (TOLEDO et al., 2021).
Isso motivou o redesenho de novos peptideos derivados com foco na otimizagado de
parametros bioquimicos como carga liquida, hidrofobicidade e quiralidade — fatores que
influenciam diretamente a interacdo dos AMPs com membranas celulares fungicas.

A partir disso, trés novos peptideos foram desenvolvidos (TOLEDO et al., 2021):

1. RR (As36,42,44R37,38y32-46VuDef): substituiu os residuos de &acido aspartico
(negativos) nas posi¢des 37 e 38 por argininas (positivas), aumentando sua carga
de +2 para +6. Essa mudanga também reduziu sua hidrofobicidade para +18,32
kcal/mol (quanto mais positivo, mais hidrofilico € o peptideo, pela escala de
Wimley-White).

2. D-RR (D-As6,42,44R37,38y32—46VuDef): versdo enantiomérica do RR contendo
aminoacidos na configuragao D, conhecida por conferir maior estabilidade frente
a degradagao enzimatica e menor toxicidade para células humanas, mantendo a
eficacia antimicrobiana (ZHU et al., 2007; MATSUZAKI, 2009).

3. WR (A42,44R37,38Wa3e—39y32—46Vu-Def): projetado para aumentar ainda mais a
hidrofobicidade com a insercéo de residuos de triptofano nas posicoes 36 e 40,

alcangando +14,10 kcal/mol, favorecendo interagbes com membranas fungicas.
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Defensina/ Estrutura Primaria (Codigo de uma letra) f al:?;a Hidrofobicidade
Nome do peptideo I?I 70 (Kcal/mol)
1 11 21 31 a1 51 (PHT7.0)
VuDef, C C +0,7 +54,73
A35,42,44\(3245 VuDef A A +2 +21,98 (+20‘42)
(DD)
Asg,a2,44R57,38Y2 A RR A +6 +18,32 (+21,98)
ssVuDef (RR)
A42,44R3_7‘35W35.3gy W REW A +6 +14,10 (+21 ,98)
92.46 VuDef (WR)

Tabela 03. Estrutura primaria e propriedades biofisicas dos peptideos desenhados
baseados no y-core da defensina VuDefl. Os numeros acima das sequéncias sao
apenas para orientacao da posicdo do aminoacido. Os espacos (-) foram adicionados
para melhorar o alinhamento. Os numeros entre parénteses indicam a carga liquida ou
a hidrofobicidade da sequéncia correspondente na defensina ou no peptideo derivado.
Em vermelho estdo os aminoacidos que foram trocados na sequéncia dos peptideos

desenhados e a caixa vermelha destaca o y-core. (Adaptado de Toledo et al., 2021).

Os ensaios in vitro demonstraram que essas modificagdes estratégicas foram
eficazes: RR, D-RR e WR apresentaram desempenho antimicrobiano superior ao
peptideo original DD. As alteragdes de carga, quiralidade e hidrofobicidade revelaram-
se determinantes na potencializagdo da atividade antifungica, abrindo caminho para o
desenvolvimento de novos peptideos bioativos com aplicagdes terapéuticas e agricolas
(TOLEDO et al., 2021).

1.5 Mitocondria: Correlagao entre os processos de morte celular em fungos

A mitocdndria € uma organela central para a homeostase celular, sendo
responsavel pela producdo de adenosina trifosfato (ATP) por meio da fosforilagao
oxidativa, pela regulacdo do metabolismo intermediario e pelo controle do balango redox.
Em fungos, além de seu papel bioenergético, a mitocondria participa ativamente da
adaptacao a estresses ambientais, da viruléncia e da resposta a agentes antifungicos,
configurando-se como um importante alvo intracelular de compostos antimicrobianos. A
organizagao funcional da cadeia transportadora de elétrons (CTE), o controle do
potencial de membrana mitocondrial e a regulagdo do fluxo de ions tornam essa
organela um ponto estratégico na determinagdo da viabilidade celular (RISSO et al.,
2002).
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Diferentemente do que ocorre em muitos eucariotos, diversos fungos apresentam
maior flexibilidade metabdlica na respiragdo mitocondrial, podendo utilizar rotas
respiratorias adicionais além da via classica da cadeia transportadora de elétrons. Entre
essas rotas destacam-se a via alternativa NADH desidrogenases e a oxidase alternativa
(AOX), que permitem o desvio parcial do fluxo de elétrons quando componentes da
cadeia respiratoria convencional sao inibidos ou quando a célula esta submetida a
condigdes ambientais adversas (JOSEPH-HORNE; HOLLOMON; WOOQOD, 2001).

A via alternativa envolve a enzima oxidase alternativa (AOX) (Fig. 05), que
transfere elétrons diretamente da ubiquinona reduzida para o oxigénio molecular,
contornando os complexos lll e IV da cadeia respiratéria. Embora essa via nao esteja
acoplada ao bombeamento de prétons e, portanto, gere menor produgao de ATP, ela
permite a manutengédo do fluxo eletrbnico e a prevengdo do acumulo excessivo de
elétrons reduzidos, contribuindo para o controle da produgdo de ROS (HELMERHORST
et al., 2002).

Ja a chamada via paralela envolve a participacao de desidrogenases alternativas
de NADH, localizadas na membrana mitocondrial interna, que podem transferir elétrons
diretamente para a ubiquinona sem passar pelo complexo | da cadeia respiratéria. Essas
enzimas possibilitam maior flexibilidade no metabolismo respiratério e permitem que a
célula mantenha a respiracdo mesmo quando determinadas etapas da cadeia
transportadora de elétrons sdo comprometidas (Fig. 05) (SIEDOW; UMBACH, 2000).
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Figura 05. Representagcao esquematica do transporte de elétrons em C. albicans.
Os elétrons provenientes do NADH séo transferidos para o complexo | bombeador de
prétons (C 1) ou para as desidrogenases externas e internas de NADH. Em seguida, os
elétrons sado direcionados para a coenzima Q (CoQ), que também pode ser reduzida por
elétrons derivados do succinato, canalizados através do complexo Il (C II). Os elétrons
coletados pela CoQ podem ser direcionados ao O, por meio da AOX, PAR ou da CRC
bombeadora de prétons, contendo o complexo Il (C Ill), o citocromo ¢ (cyt c) e o
complexo IV (C IV). A rotenona inibe o complexo | e a desidrogenase interna de NADH.
O acido benzidroxamico (BHAM) inibe a AOX, enquanto antimicina A e KCN inibem os
complexos lll e IV, respectivamente. O KCN também inibe a oxidase terminal PAR.

Fonte: Esquema adaptado por Ruy, Vercesi, Kowaltowski (2006).

A presenca dessas vias respiratorias adicionais confere aos fungos uma
capacidade metabdlica mais diversificada, permitindo maior adaptacdo a diferentes
condi¢cbes ambientais e a situagbes de estresse celular. Essa plasticidade metabdlica
também pode contribuir para a tolerancia a determinados agentes antifungicos e para a
sobrevivéncia em ambientes hostis durante o processo infeccioso (HELMERHORST et
al., 2002).

Além de suas fungdes metabdlicas, a mitocdndria integra multiplas vias de morte
celular regulada (RCD, do inglés regulated cell death). O processo mais bem
caracterizado é a apoptose, mediada pela permeabilizacdo da membrana mitocondrial
e pela liberagao de citocromo ¢ para o citoplasma, evento que desencadeia a ativacao
sequencial de proteases do tipo caspase e culmina no colapso estrutural e funcional da
célula. Em fungos, embora nao existam caspases classicas como em células de
mamiferos, proteinas funcionalmente analogas participam da execugao desse programa
de morte celular, evidenciando a conservacao evolutiva dos mecanismos mitocondriais
envolvidos (JAARA et al., 2024; XU; PANG; FAN, 2025; POZNIAKOVSKY et al., 2005).

Adicionalmente, a disfungdo mitocondrial pode iniciar outras modalidades de
RCD, como necrose regulada, piroptose e ferroptose, frequentemente associadas ao
acumulo de danos oxidativos em macromoléculas celulares, incluindo DNA, lipidios e
proteinas, ou a instalacdo de um estado persistente de estresse oxidativo. Nesse
contexto, a integridade estrutural da mitocéndria e a permeabilidade de suas membranas
interna e externa emergem como determinantes criticos da decisdo celular entre
sobrevivéncia e morte (JAARA et al., 2024; FU et al., 2023).

Em fungos, processos dependentes da mitocdndria na indugéo de morte celular

ja foram amplamente descritos. Em Saccharomyces cerevisiae, a liberagao de citocromo
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c e a alteragdo do potencial de membrana mitocondrial constituem eventos-chave
durante a ativagao de vias apoptoticas. De modo semelhante, em espécies do género
Aspergillus, alteragdes na fungdo mitocondrial estdo associadas a ativagcdo de
programas de morte celular em resposta a estresses quimicos e oxidativos. Esses
achados reforgam o papel central da mitocéndria como integradora de sinais de dano e
como mediadora dos desfechos celulares em fungos (XU; PANG; FAN, 2025; RISSO et
al., 2002).

1.6 ions inorganicos: homeostase iénica em fungos

A manutengdo da homeostase ibnica € um requisito fundamental para a
sobrevivéncia celular, pois os ions inorganicos atuam diretamente na regulagdo do
potencial de membrana, do volume celular, do metabolismo energético e de atividades
enzimaticas. fons como K*, Na*, Ca*2 e Mg*2 participam de processos essenciais,
incluindo transporte transmembrana, sinalizagdo intracelular, controle osmaético e
equilibrio redox. Alteragdes nesse balango idbnico podem comprometer a integridade das
membranas, a funcdo mitocondrial e a estabilidade de macromoléculas, culminando na
ativacao de vias de estresse e de morte celular (MALINA; LARSSON; NIELSEN, 2018;
PEREZ-VAZQUEZ; SAAVEDRA-MOLINA; URIBE, 2003).

Em fungos, a homeostase ibnica assume papel ainda mais critico devido a
presenga da parede celular e a dependéncia de sistemas especificos de transporte para
adaptacdo a ambientes hostis. O potassio (K*) € o principal cation intracelular e esta
diretamente envolvido na manutengdo do potencial de membrana plasmatica, na
regulagdo do pH citosdlico e na ativagado de diversas enzimas metabdlicas. Ja o sodio
(Na*), normalmente mantido em baixas concentragdes no citoplasma, torna-se toxico
quando acumulado, exigindo sistemas eficientes de extrusdo e compartimentalizagao,
como bombas Na*/H* e antiportes vacuolares. O calcio (Ca*Z) atua como importante
segundo mensageiro, controlando respostas a estresses ambientais, morfogénese e
processos de morte celular regulada. O magnésio (Mg*2), por sua vez, € cofator de
inumeras enzimas, estabiliza ATP e acidos nucleicos e contribui para a integridade
estrutural das membranas e ribossomos (PEREZ-VAZQUEZ; SAAVEDRA-MOLINA;
URIBE, 2003).

A mitocéndria e o vacuolo desempenham fungdes centrais na regulagdo do
equilibrio idbnico em fungos. A mitocdndria integra o metabolismo energético ao controle
de Ca'2 e do potencial de membrana, enquanto o vacuolo atua como principal

reservatorio intracelular de ions, modulando sua liberacdo conforme as demandas
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metabdlicas e condigbes de estresse. A desregulagdo desses compartimentos resulta
em perturbagdes no potencial mitocondrial, aumento da produ¢ao de ROS e ativacao de
vias de morte celular regulada (ZOROVA et al., 2017).

Nesse contexto, a homeostase idnica em fungos esta intimamente relacionada a
tolerancia a estresses quimicos e oxidativos, bem como a agao de agentes antifungicos,
que frequentemente interferem no transporte de ions ou na integridade de membranas.
Assim, compreender os mecanismos que controlam o balango de K*, Na*, Ca*2 e Mg*2
é fundamental para elucidar os processos de adaptagao, sobrevivéncia e morte celular
em leveduras patogénicas, como espécies do género Candida, além de contribuir para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas baseadas na perturbacdo da

homeostase idnica.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinar a correlagdo entre o processo de morte celular regulada com a
hiperpolarizagdo mitocondrial em Candida albicans e Candida tropicalis induzida pelos
peptideos antimicrobianos bioinspirados por meio dos mediadores K*, Na*, Mg*?e Ca*? e

azida sodica.

2.2. Objetivos especificos

I. Analisar a funcionalidade mitocondrial das células C. albicans e C. tropicalis por
microscopia de fluorescéncia com sonda JC-1 apds exposicdo com o0s peptideos
bioinspirados e adigdo dos ions;

II. Avaliar a atividade de NAD-desidrogenases mitocondriais das células fungicas quando

co-incubadas com os peptideos e ions;

[ll. Determinar a indugdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células incubadas

com os peptideos e pds-incubadas com os ions;

510 IV. Investigar os efeitos da azida sédica nas células incubadas com os peptideos.

511
512
513
514
515
516
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Peptideos antimicrobianos

Os peptideos Ase 42,44R37,38y32-46 VuDef (RR), D-Ass,42,44R37,38y32-46 VuDef (D-RR) e
A42,44R37,38C36,39y32-46 VuDef (WR) foram desenhados de acordo com TOLEDO et al.
(2021) e adquiridos comercialmente pela Aminotech (Sdo Paulo). Estes foram
dissolvidos em agua pura esterilizada a 2 pg/uL (aproximadamente 1.000 pM,
dependendo da massa molecular dos peptideos) e armazenados em aliquotas a — 70
°C. A pureza dos peptideos foi assegurada em = 95%, conforme determinado por
cromatografia liquida de alta performance em coluna de fase reversa e analises por

espectrometria de massas, ambas fornecidas pela Aminotech.

3.2. Microrganismos

Os fungos Candida tropicalis (CE017) e Candida albicans (CE022) foram obtidas
em colaboracdo com a Universidade Federal do Ceara. Para conservagcéo e
posteriormente uso, todo o procedimento foi conduzido em capela de fluxo laminar
vertical (TROX® TECHNIK). Inicialmente, indculos de cada fungo a partir de coldnias
em placas de Petri foram transferidos para uma nova placa contendo meio agar
Sabouraud estéril (dextrose: 40 g/L; peptona de carne 5 g/L; peptona de caseina 5g/L;
agar bacterioldgico: 15g/L; Kasvi). Para garantir um crescimento homogéneo, foram
realizadas estrias no meio de cultura, seguida por incubagdo a 30 °C por 24 h. Em
seguida a placa foi armazenada a 4 °C, no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Microrganismos (LFBM), do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), e repicada para meio

novo a cada trés meses.

3.3. Anadlise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos

peptideos bioinspirados sobre fungos do género Candida

3.3.1. Determinacgao da funcionalidade mitocondrial em células de C. tropicalis e
C. albicans tratadas com os peptideos bioinspirados

Para a determinacdo da funcionalidade mitocondrial das células dos fungos
tratadas com os peptideos bioinspirados RR, D-RR e WR foi usada a sonda JC-1
(Thermo Fisher). Esta sonda é permeavel a membrana e se acumula seletivamente nas
mitocéndrias. Ele pode existir em duas formas: monémeros, que emitem fluorescéncia

verde, e agregados (chamados de J-agregados), que emitem fluorescéncia vermelha.
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Deste modo a sonda em células saudaveis, com alto potencial de membrana
mitocondrial, forma os J-agregados que emitem fluorescéncia vermelha. Ja em células
com baixo potencial da membrana mitocondrial, a sonda permanece na forma de
mondmeros no citoplasma, emitindo fluorescéncia verde. O experimento foi feito a partir
de uma cultura fresca dos fungos cultivados por 24 h como descrito no item 3.2, foi
retirada uma aliquota e transferida para 1 mL de caldo Sabouraud (dextrose 40 g/L;
peptona de carne 5 g/L; peptona de caseina 5g/L; Kasvi) e as células foram quantificadas
por contagem direta em camara de Neubauer (LaborOptik, UK) usando o microscopio
Axio Imager.A2 (Zeiss). O ensaio foi montado em um microtubo de centrifugacéo de 1,5
mL do seguinte modo: para a amostra controle, foi adicionado ao tubo 40.000 células/mL
(esta densidade celular foi previamente padronizada para este ensaio conforme LUCAS
et al., 2024) de C. tropicalis e C. albicans, separadamente, em volume final do ensaio
em 100 pL em caldo Sabouraud. Estas células foram lavadas uma vez em caldo
Sabouraud estéril por centrifugacao (Micro Centrifuge CM-610) a temperatura ambiente
a 6.000 rpm por 3 min para sedimentar as células e o sobrenadante foi descartado. O
sedimento de células foi ressuspendido em 100 pL de caldo Sabouraud aos quais foram
adicionados 20 yM da sonda JC-1. O microtubo foi entdo incubado a 30 °C por 50 min
para C. tropicalis e 30 min para C. albicans, sendo estas amostras os controles para
cada fungo. Para o controle negativo, as células foram pré-incubadas com 2% Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) a 30 °C por 15 min. Posteriormente, a sonda JC-1 foi adicionada e
incubada por 50 min a 30 °C. Para as amostras teste contendo os peptideos RR e D-RR
e para C. tropicalis, o ensaio foi montado conforme o controle, sendo que quando
atingiram os tempos de 40 e 45 min de incubag¢ao com a sonda JC-1, foi adicionado 27,5
MM de RR e 23 uM de D-RR e ambos incubados por 10 e 5 min, respectivamente, para
completarem o tempo de incubacdo da sonda, neste caso de 50 min. Para C. albicans,
a sonda JC-1 foi adicionada e incubada por 20 e 25 min e entao foram adicionados 27,5
MM de WR e incubados por 10 e 5 min, respectivamente, para completarem o tempo de
incubacado da sonda, neste caso de 30 min. Apds o tempo de incubacéo, os tubos
contendo as amostras foram centrifugados novamente e 90 yL do sobrenadante foram
removidos. O sedimento de células foi ressuspendido em 10 uL de caldo Sabouraud e
transferido para laminas cobertas com laminulas para analise por fluorescéncia no
microscopio optico Axio Imager.A2 (Zeiss), equipado com filtros de excitagdo/emisséo
para os comprimentos de onda 465/515 nm (verde), 550/590 nm (vermelho). Imagens
foram adquiridas com a camera AxioCam MR5 (Zeiss) e pelo software Axio Vision LE

(versdo 4.8.2, Zeiss). As amostras controles foram usadas para determinacéo de
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parametros do tempo de exposicédo e intensidade de fluorescéncia com os quais as

imagens dos demais tratamentos foram adquiridas.

3.3.2. Efeito dos ions K*, Na*, Mg*? e Ca*? sobre o potencial de membrana
mitocondrial em células de C. tropicalis e C. albicans

Para os ensaios com ions, foram utilizados os sais de grau analitico da Merck:
cloreto de potassio (KCI), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de magnésio (MgCl,) e cloreto
de calcio (CaCl,). As solugbes-estoque foram preparadas a 1 M em agua ultrapura (Milli-
Q) e ajustadas ao pH 5,6 com HCI. Todas as solugdes foram filtradas em membrana de
0,22 uym (Millipore) e armazenadas sob refrigeragao (4 °C) até o uso nos experimentos.
O ensaio da funcionalidade mitocondrial foi realizado como descrito no item 3.3.1, com
a diferenga que o controle as células fungicas foram incubadas com 100 mM dos
respectivos ions para C. tropicalis e 200 mM para C. albicans, e a sonda JC-1 por 50
min para C. tropicalis e 30 min para C. albicans a 30 °C. Para a condicao de co-
incubacéo, as células fungicas foram incubadas com sonda, os peptideos, 27,5 yM de
RR e 23 uM de D-RR para C. tropicalis, e 27,5 yM de WR para C. albicans e os
respectivos ions concomitantemente. O tempo final de incubacgao foi de 50 min para C.
tropicalis e 30 min para C. albicans. Na condigdo de pés-incubagdo com os ions, as
células fungicas foram incubadas com sonda, os peptideos RR e D-RR por 40 e 45 min
para C. tropicalis, e WR por 20 e 25 min para C. albicans e entdo foram adicionados os
ions e novamente incubados até o tempo final de incubacédo da sonda de 10 e 5 min

para cada fungo.

3.3.3. Quantificagao da NAD desidrogenases com reagente WST-1

Este ensaio foi baseado no reagente WST-1 (Roche) que contém o sal de tetrazélio
4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzeno disulfonato. Este sal de
tetrazolio é soluvel, mas ndo é permeavel a membrana das células devido as suas
cargas negativas e por isso ele € usado em conjunto com um acoplador de elétrons
permeavel a membrana para que ocorra a sua reducao do lado de fora da célula
(BERRIDGE e TAN, 2005). N6s usamos como acoplador de elétrons a 2,3,5,6-tetrametil-
1,4-benzoquinona (duroquinona, Sigma-Aldrich) (TSUKATANI et al., 2003). A reducéo
da duroquinona a dihidroduroquinona e mediado por NADH
desidrogenases/oxidoredutases cuja principal fonte na célula € mitocondrial. Um ensaio
foi separadamente montado para cada conjunto fungo e peptideo em 100 pL de volume

final de caldo Sabouraud (Kasvi) em uma microplaca de 96 pogos de poliestireno (Nunc,
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Thermo Scientific) consistindo para o controle: 80.000 células/mL dos fungos (esta
densidade celular foi previamente padronizada para este ensaio conforme LUCAS et al.,
2024), 10 pyL do reagente WST-1 (Sigma-Aldrich) e 0,24 mM duroquinona (proveniente
de um estoque de 12,24 mM em dimetil sulfoxido). Para o controle positivo, foi utilizado
acido acético a 333 mM (Merck), enquanto no controle negativo foi adicionado Triton X-
100 a 2% (Sigma-Aldrich). Nas amostras testes contendo os peptideos, o ensaio foi
montado conforme o controle, sendo que foi adicionado 27,5 yM de RR para C.
tropicalis, 23 uM de D-RR para C. tropicalis e 27,5 yM de WR para C. albicans. A
absorbancia das amostras foi monitorada a 450 nm de 5 a 30 min utilizando leitor de
microplaca (Epoch, Biotek) operando com o software Gen5. A porcentagem de reducgao
do WST-1, usado como parametro do metabolismo celular por meio da atividade de NAD
desidrogenases, foi calculada conforme a formula [(ABS4s0nm de amostras de teste x
100)/ABS450nm do controle] (LUCAS et al., 2024).

3.3.4. Ensaio de determinagao da inducao de ROS intracelular em células C.

tropicalis e C. albicans tratadas com os peptideos

Para investigar a inducdo da producdo enddgena de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) nas células fungicas foi usada a
sonda 2',7'-di clorofluoresceinadiacetato (H.DCFDA, Molecular Probes). Esta sonda ndo
fluorescente, passivamente penetra nas células onde é entdo clivada na porcao
diacetato por esterases liberando a 2',7'-diclorofluoresceina que quando oxidada por
ROS intracelular se torna fluorescente. Este ensaio foi feito como descrito no item 3.3.1
com as seguintes diferengas: o volume correspondente do ensaio foi transferido para
microtubos de centrifugacdo de 1,5 mL e incubado sob agitagédo constante por 30 min
com a sonda H2DCFDA, a uma concentracao final de 20 yM. Para o controle positivo
utilizou-se 333 mM de acido acético, onde as células foram pré-incubadas por 40 min
antes da incubagao com a sonda. Para o controle negativo foi utilizado 2% de Triton X-
100 (Sigma-Aldrich), pré-incubado por 15 min sob agitacéo a 30 °C antes de incubacao
com a sonda por mais 30 min. Nas amostras testes contendo os peptideos, estes foram
adicionado da suas doses letais de 27,5 yM de RR e 23 uM de D-RR para C. tropicalis
e 27,5 yM de WR para C. albicans aos 20 e 25 min e incubados por 10 e 5 minaté o final
de incubagdo da sonda, que neste caso foi de 30 min tanto para C. tropicalis e C.
albicans. As analises microscopicas foram feitas com excitagao 492—495 nm e emissao
na faixa de 517-527 nm (LUCAS et al., 2024).
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3.3.5. Determinacgao da indugao de ROS intracelular em células C. tropicalis e C.

albicans tratadas com os peptideos com pés-incubagao com os ions

O ensaio foi repetido conforme descrito no item 3.3.4. Para este ensaio foi feito um
controle utilizado 100 mM dos ions para células C. tropicalis e 200 mM para C. albicans.
Para os peptideos, na primeira analise as células foram co-incubadas com os peptideos
e 100 mM dos ions para C. tropicalis e 200 mM para células C. albicans apos a
incubagédo das células com a sonda por 30 min. Para a segunda analise as células
fungicas foram incubadas com sonda e peptideos e quando atingiram o tempo de
incubacéao de 20 e 25 min, foram aplicados os ions e novamente incubados até o tempo

final com a sonda, ou seja, 10 € 5 min.

3.3.6 Analise de viabilidade celular nos tempos iniciais da incubagdao com os

peptideos

Para verificar se os peptideos causavam a perda da viabilidade celular nos
primeiros minutos de interagao foi avaliada a viabilidade celular. A partir de uma cultura
fresca dos fungos cultivados por 24 h como descrito no item 3.2, foi retirada uma aliquota
e transferida para 1 mL de caldo Sabouraud e entdo uma aliquota de 10 uL da cultura
foi retirada e as células foram quantificadas por contagem direta em camara de
Neubauer (LaborOptik, UK) utilizando um microscopio 6tico (Axio Imager.A2, Zeiss). O
ensaio antimicrobiano foi montado em uma placa de cultura de células de 96 pocos
contendo 2.000 células/mL de cada fungo, o que corresponde a 200 células/poco, e 100
ML de caldo Sabouraud, para o controle. Para o teste foram adicionados 27,5 uM de RR
e 23 yM de D-RR para C. tropicalis, e 27,5 uM de WR para C. albicans. Os fungos foram
incubados com os tempos de 0, 30 e 60 min a 30 °C. Ao final deste periodo as células
foram lavadas uma vez em 1 mL de caldo Sabouraud por centrifugagéo 6.000 rpom (Micro
Centriguge 6000 RPM, CM-610), o sobrenadante foi descartado e o sedimento de
células ressuspenso em 100 uL e entdo as células foram plaqueada em placas de Petri
contendo agar Sabouraud com a ajuda de uma alg¢a de Drigalski. A placa foi incubada a
30 °C por 24 h para a determinagao da unidade formadora de col6nias (UFC). O tempo
de 0 min refere-se ao tempo necessario para montar o experimento, lavar as células e
fazer o plaqueamento, que foi de aproximadamente 5 min. A perda da viabilidade foi
calculada pela formula: [100 — (CFU do teste x 100/CFU do controle)]. O controle foi
considerado sendo 0% de perda de viabilidade.
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3.3.7. Analise do bloqueio do potencial de membrana mitocondrial na morte celular

induzida pelos peptideos bioinspirados por azida sddica

Inicialmente foi feito um teste para se determinar a menor concentragdo de azida
sédica que interferisse no crescimento dos fungos sem ser demasiadamente téxica. Foi
feito um ensaio antimicrobiano como descrito no item 3.3.2, com as seguintes
diferengas: As células dos fungos foram ressuspensas em 1 mL de caldo Sabouraud
(Kasvi) contendo 1, 2, 3, 5, 10 e 15 mM de azida sédica (Sigma-Aldrich) e incubados por
10 min em estufa (TE-371 BOD, TECNAL) a 30 °C sob agitagdo constante em uma placa
agitadora (IKA® MS 3 digital). Apds a incubagéo foi montado o ensaio antimicrobiano
como descrito no item 3.3.2. As placas foram fotografadas e a toxicidade da azida sodica
foi calculada a partir do UFC com a férmula [100 - (UFC do teste x 100/UFC do controle)]
e a maior concentracdo de azida sdédica que foi menos téxica para as células foi
escolhida. A partir da determinagao da concentracao da azida sédica, foi montado um
ensaio antimicrobiano com a concentragao escolhida sendo que o tempo de incubagéao
foi de 1 h. Foi feito um controle apenas com células dos fungos e meio, um controle com
a concentracdo de azida sodica escolhida e um controle com a dose letal dos peptideos
(27,5 yM de RR e 23 uM de D-RR para C. tropicalis e 27,5 yM de WR para C. albicans).
Nos testes a azida sédica foi adicionada 5 e 10 min apds a adicdo dos peptideos e
incubados até completarem 1 h. A porcentagem de prote¢cdo da azida sédica sobre a
morte induzida pelos peptideos foi calculada a partir do UFC com a formula [(UFC do
teste x 100/UFC do controle)].

3.3.8. Determinacgao da funcionalidade mitocondrial das células de C. tropicalis e

C. albicans pré-incubadas com azida sédica

O ensaio foi realizado como descrito no item 3.3.1 com as seguintes diferengas: o
controle foi composto de células e caldo Sabouraud. O controle negativo consistiu das
células incubadas com 2% de Triton X-100.0 teste foi feito com as células fungicas pré-
incubadas com 1 mM de azida sédica por 10 min antes de completar o tempo de

incubacao da sonda JC-1 de 50 min para C. tropicalis e de 30 min para C. albicans.
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3.3.9. Quantificagao da atividade metabdlica mitocondrial com reagente WST-1 na

presenca de azida sédica

O método colorimétrico utilizando o reagente WST-1 foi repetido conforme descrito
no item 3.3.3 com as seguintes modificagdes: O teste consistiu das células dos fungos

incubados na presenca de 1 mM de azida sddica.

3.10. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados trés vezes em triplicata, com exce¢ao dos
ensaios de microscopia Optica, que foi um experimento repetido trés vezes. Testes de
ANOVA de uma via foram realizados utilizando o GraphPad Prism versao 8.0.2 para
Windows. Um valor de P < 0,05 é considerado estatisticamente significativo. O

GraphPad Prism versao 8.0.2 foi utilizado para ilustrar os dados.

4. RESULTADOS

4.1. Andlise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos
peptideos bioinspirados RR, D-RR e WR sobre fungos do género Candida
Nos estudos anteriores do grupo, foi investigado o modo de acao de peptideos
bioinspirados sobre fungos do género Candida, quando foram estabelecidos o tempo de
morte, a dose letal (DL100) e o tipo de morte celular induzida nos fungos pelos peptideos.
A cepa Candida tropicalis mostrou-se mais suscetivel aos peptideos RR e D-RR sendo
a DL1oo de 27,5 yM e 23 uM, respectivamente, enquanto a cepa Candida albicans foi
mais suscetivel ao peptideo WR com uma DL1oo de 27,5 yM (TOLEDO et al., 2021;
LUCAS et al., 2024). O tempo que os peptideos levam para induzir a morte dos fungos
foi de 6 h para RR e 3 h para D-RR em C. fropicalis. WR causou 100% de morte de C.
albicans em 1 h (LUCAS et al., 2024). Observagbes microscopicas e o uso de sondas
especificas revelaram que RR induz morte celular regulada, enquanto e D-RR induz
morte celular regulada independente de metacasapase, ambos em C. tropicalis, e WR
provoca morte celular regulada em C. albicans (LUCAS et al., 2024; DAMICA et al.,
2025).
Este estudo baseia-se nos resultados anteriores do grupo, que identificaram a
disfungdo mitocondrial como uma possivel via de indu¢ao de morte celular. Os fungos
tratados com os peptideos apresentavam hiperpolarizacdo mitocondrial e também

aumento intracelular de ROS. Adicionalmente, foi observado encolhimento celular
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causado pelo efluxo do ion K* (LUCAS et al., 2024; DAMICA et al., 2025). A adigao do
ion K* ao meio extracelular previne a hiperpolarizagdao mitocondrial, o encolhimento
celular e a morte celular induzida pelos peptideos RR e D-RR em C. fropicalis. Porém,
nao previne a produgéo de ROS, indicando que este evento possa nao estar diretamente
relacionado com a morte dos fungos. Esse efeito protetor do K* cessa se o ion for
adicionado apds aproximadamente 10 min da exposicao das células de C. tropicalis aos
peptideos RR e D-RR. Para WR e C. albicans, o K* s6 protege da morte induzida se for
adicionado ao meio antes da adic&do do peptideo (DAMICA et al., 2025). Neste estudo,
investigamos a correlagdo da hiperpolarizagdo mitocondrial, produgdo de ROS e
protecdo da morte mediada pelo ion K* e expandimos a investigagao para os ions Na*,
Mg*? e Ca*? nos tempos iniciais do processo de morte celular induzida ao fungo C.
tropicalis pelos peptideos RR e D-RR e C. albicans pelo peptideo WR. E também
investigamos o efeito da azida sédica sobre a hiperpolarizagdo mitocondrial e a morte
celular regulada induzida pelos peptideos.

Neste estudo, a funcionalidade mitocondrial em células de C. tropicalis foi
avaliada nos primeiros 5 € 10 min apds a exposicdo ao RR. Os resultados mostraram
que ja a partir de 5 min apds a exposi¢cao RR foi observado forte acumulo da sonda JC-

1 na mitocéndria, evidenciado pelo aumento na fluorescéncia vermelha (Fig. 06).
RR 27,5 pM

Controle Triton X-100 5 min 10 min

DIC

Mondémero J - agregados

Sobreposi¢io
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Figura 06. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida tropicalis tratadas com RR utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 uM) por 50 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 uM) por 50 min,
resultando em completa despolarizacdo mitocondrial. Nos ensaios, células de C.
tropicalis foram incubadas com JC-1 (20 uM) por 50 min e RR (27,5 yM) por 5 € 10 min.
A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocéndrias polarizadas (Aym alto),
enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposigdo mostra a combinagdo dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 uym.

Apods a confirmacgéo de que RR induz hiperpolarizagdo mitocondrial nos minutos
iniciais apos a interagcdo, ie. 5 min, investigamos o efeito de ions sobre a
hiperpolarizagdo mitocondrial induzida pelos peptideos em C. tropicalis € comegamos
avaliando os efeitos da suplementagcdo com o ion K*. As células co-incubadas com RR
e K* ndo apresentaram hiperpolarizagdo mitocondrial (Fig. 07). Do mesmo modo, nas
células incubadas com RR por 40 e 45 min e entdo com K* 10 e 5 min, respectivamente,
para completar o tempo de incubagao da sonda de 50 min, também nao apresentaram

hiperpolarizagado mitocondrial, indicando uma reversao da hiperpolarizagdo mitocondrial
(Fig. 07)_ K™ apés incubacdo com RR 27,5 nM

Controle Triton X-100 K* RR + K" 5 min 10 min

Monomero J-—agregados DIC

Sobreposicio
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Figura 07. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Agym) em células de
Candida tropicalis tratadas com RR (27,5 yM) e K* (100 mM de KCI), utilizando a
sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 pM) por 50 min, resultando em completa despolarizagdo mitocondrial. K*:
células incubadas com K*. RR + K*: células co-incubadas com K* e RR. 5 min e 10 min:
células incubadas com K* por 10 e 5 min apés a adi¢ao de RR. A fluorescéncia vermelha
(J-agregados) indica mitocéndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia
verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposigéo

mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 ym.

Outro cation monovalente investigado além do K* foi o Na*. Os resultados
mostraram que as células de C. tropicalis co-incubadas com RR e Na*, apds o periodo
de incubagcdo da sonda JC-1, ndao apresentaram aumento da intensidade de
fluorescéncia indicando que o Na* protege da hiperpolarizagdo mitocondrial induzida por
RR. Nas células incubadas com a sonda e RR, por 40 e 45 min, e posteriormente
incubadas com Na* por 10 e 5 min também nao apresentaram hiperpolarizacao da

membrana mitocondrial indicando a prote¢cao causada pela adi¢ao do ion (Fig. 08).

Na™ apés incubacdo com RR 27,5 pM

Controle Triton X-100 Na* RR + Na* 5 min 10 min

DIC

Monoémero J —agregados

Sobreposicio
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Figura 08. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Agym) em células de
Candida tropicalis tratadas com RR (27,5 uM) e Na* (100 mM de NaCl), utilizando a
sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 uM) por 50 min, resultando em completa despolarizagdo mitocondrial.
Na*: células incubadas com Na*. RR + Na*: células co-incubadas com Na* e RR. 5 min
e 10 min: células incubadas com Na* por 10 e 5 min apdés a adicdo de RR. A
fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto),
enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposi¢gdao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

Outro ion testado foi o Mg*2. As células de C. tropicalis co-incubadas com RR e
Mg*?, apos o periodo de incubagdo da sonda JC-1, ndo apresentaram aumento da
intensidade de fluorescéncia indicando que o Mg*? protege da hiperpolarizagdo
mitocondrial induzida por RR. Nas células incubadas com a sonda e RR por 40 € 45 min,
e posteriormente incubadas com Mg*? por mais 10 e 5 min também nao apresentaram
hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial (Fig. 09).

Mg 2 apés incubacio com RR 27,5 pM

Controle Triton X-100 Mg™? RR + Mg™? 5 min 10 min

DIC

Monémero J-—agregados

Sobreposicao
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Figura 09. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Agym) em células de
Candida tropicalis tratadas com RR (27,5 uM) e Mg*? (100 mM de MgCl.), utilizando
a sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 uM) por 50 min, resultando em completa despolarizagdo mitocondrial.
Mg*?: células incubadas com Mg*2. RR + Mg*?: células co-incubadas com Mg*? e RR. 5
min e 10 min: células incubadas com Mg*? por 10 e 5 min apds a adi¢cdo de RR. A
fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto),
enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposi¢gdao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

O ultimo ion testado foi o Ca*2. As células de C. tropicalis co-incubadas com RR
e Ca*?, apds o periodo de incubagdo da sonda JC-1, ndo apresentaram aumento da
intensidade de fluorescéncia indicando que o Ca*? protege da hiperpolarizagao
mitocondrial causada por RR. Nas células incubadas com a sonda e RR por 40 € 45 min,
e posteriormente incubadas com Ca*? por 10 e 5 min também ndo apresentaram
hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial indicando a protecao causada pelo ion (Fig.
10).

Ca*? apés incubacdo com RR 27,5 pM

Controle Triton X-100 Ca™? RR + Ca™ 5 min 10 min

DIC

J —agregados

Monomero

Sobreposicio
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Figura 10. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Agym) em células de
Candida tropicalis tratadas com RR (27,5 uM) e Ca*2 (100 mM de CaCl.), utilizando
a sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 uM) por 50 min, resultando em completa despolarizagdo mitocondrial.
Ca*?: células incubadas com Ca*2. RR + Ca*%: células co-incubadas com Ca*? e RR. 5
min e 10 min: células incubadas com Ca*? por 10 e 5 min apds a adigdo de RR. A
fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto),
enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposi¢gdao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

Para dar suporte ao aumento do potencial de membrana mitocondrial indicado
pela sonda JC-1, fizemos um ensaio de metabolismo mitocondrial utilizando o sal de
tetrazdlio WST-1. A atividade mitocondrial avaliada pelo WST-1 mostrou um aumento
na reducdo do WST-1 a formazan nas células tratadas com RR, de +53,13% em 5 min
para +78,67% em 30 min em relacdo ao seu respectivo controle de cada tempo,
sugerindo que o tratamento com RR causa um incremento na atividade das NADH
desidrogenases (Tabela 01). O mesmo foi observado na presenga com K* e RR, com o
aumento do metabolismo mitocondrial em +185.21 em 5 min a +226,31 % em 30 min.
Na presencga do Na* e RR a atividade de NAD desidrogenases foi reduzida de -62.82%
em 5 min e -70,51% em 30 min (Tabela 01). A adicdo Mg*?2 e RR, a atividade de NAD
desidrogenases apresentou redugéo de -40,47% em 5 min e de -52,38% em 30 min
(Tabela 01). Para as células tratadas com RR e Ca*? foi observada uma redugéo na
atividade mitocondrial de -71,79% a -79,48% em 30 min (Tabela 01).

Tabela 04. Avaliacao da atividade mitocondrial por redugcao de WST-1 a formazan
em células de Candida tropicalis tratadas com RR isoladamente ou em

combinacgio dos ions K*, Na*, Mg*?, Ca*? nos tempos indicados.

5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
AMOSTRAS
% % % % %
ACIDO ACETICO +211,5 +218,4 +206,3 +207,6 +213,3
TRITON-X 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
RR +53,1 +63,1 +65,8 +73,0 +78,6
CONTROLE + K* +61,3 +88,8 +93,5 +118,3 +132,7

RR + K* +184,2 +173,6 +205,2 +221,0 +226,3
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CONTROLE + Na* -41,8 -38,8 -42,3 -44 .1 -46,8
RR + Na* -62,8 -65,3 -64,1 -66,6 -70,5

CONTROLE + Mg*? -69,0 -64,2 -57 .1 -57,1 -59,5
RR + Mg*? -40,4 -38,0 -45,2 -50 -52,3

CONTROLE + Ca*? +34,6 +57,6 +74,3 +73,0 +115,3
RR + Ca*? -r1,7 -76,92 -75,6 -75,6 -79,4

Controle: células da levedura cultivadas em meio. Controle positivo: células da levedura
tratada com acido acético (AcA) a 333 mM. Controle negativo: células da levedura
tratada com Triton X-100 a 2%. Os valores positivos ou negativos indicam aumento ou
diminuicao da redugcao do WST-1 em relagao ao valor de redugcéo do WST-1 no controle
que foi considerado como 100% **** P < 0,0001. O ensaio é representativo de um ensaio

independente de trés.

Nossos resultados indicam que células de C. ftropicalis possivelmente estao
sofrendo uma disfuncdo mitocondrial apds a interacdo com RR como indicado pela
hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial e pelo aumento da atividade de NAD
desidrogenases mitocondriais (Figs. 06 e Tabela 04). Neste contexto, foi analisada a
producdo de ROS que derivam principalmente da atividade mitocondrial.
Adicionalmente, resultados anteriores do grupo indicam que ROS s&o importantes
mediadores da atividade antifungica dos peptideos (LUCAS et al., 2024). Portanto, foi
avaliada a produgéo de ROS com a sonda H2DCFDA em células de C. tropicalis tratada
com RR. O resultado indica uma elevacao dos niveis de ROS a partir dos 5 min, com
intensificagcao do sinal aos 10 min. Esses resultados indicam que o peptideo RR induz
um quadro de estresse oxidativo ja nos primeiros minutos apds a interagdo com as
células de C. tropicalis (Fig. 11).

A adicao dos ions mostra que para o K* tanto na condi¢ao de co-incubagao quanto
na de pos-incubado nao ocorre indugao de ROS (Fig. 11). Para o ion Na* co-incubado
com RR nao ha inducdo de ROS, mas quando os ions s&o pés-incubados em 5 e 10 min
ha a produgdo de ROS (Fig. 11). Para o ion Mg*? ndo ha indugdo de ROS em nenhuma
das condigdes de incubacao (Fig. 11) e para o ion Ca*? ha a indugdo de ROS em todas

as condi¢des de incubacéo (Fig. 11).
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Figura 11. Avaliagcao da producao de espécies reativas de oxigénio em células de
Candida tropicalis tratadas com RR utilizando a sonda 2’,7’- diclorofluresceina
diacetato por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com
20 uM da sonda por 30 min. Controle negativo: células incubadas com Triton X-100 a
2% e 20 uM da sonda por 30 min. Controle positivo: células incubadas com 333 mM de
acido acético (AcA). Controle com K*, Na*, Mg*2, Ca*?: células incubadas com 20 uM da
sonda por 30 min e os diferentes ions (100 mM dos sais KCI, ou NaCl, ou MgClz, ou
CaClz). RR + K*, RR + Na*, RR + Mg*? e RR + Ca*% células de C. tropicalis foram co-
incubadas com a sonda e 27,5 uM do peptideo RR os ions indicados. K* 5 e 10 min, Na*
5 e 10 min, Mg*? 5 e 10 min e Ca*25 e 10 min: células de C. tropicalis tratadas com 27,5
MM de RR por 20 e 25 min e posteriormente incubadas com os ions indicados por 5 min

e 10 min. Barras = 10 ym.
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Adicionalmente, os dados de microscopia indicaram que as células de C.
tropicalis tratadas com RR apresentava encolhimento celular desde 5 min de incubagéao
(Fig. 06). No entanto, as células que foram incubadas com RR e os ions, as imagens
indicam que para co-incubagdo com os ions K*, Na*, Mg*? e Ca*?, as células de C.
tropicalis nao apresentaram alteragdes morfolégicas como a granulosidade do
citoplasma e o encolhimento celular (Figs. 07, 08, 09, 10). Para a condigdo de pds-
incubacéo as células de C. tropicalis continuaram a apresentaram as alteragdes para K*
e Na* (Fig. 07, 08), e para os ions Mg*? e Ca*?, as células de C. tropicalis nio
apresentaram as alteracdes moforlégicas (Fig. 09 e 10).

Em conjunto, os resultados indicam que a disfungao mitocondrial esta relacionada
com a morte celular induzida por RR. Para reforcar esta participagao da hiperpolarizagao
mitocondrial na morte induzida por RR, foi feito um ensaio de viabilidade com o tempo
de incubagao de RR de 0, 30 e 60 min. Este resultado mostra que neste primeiro tempo
onde ja é observada a hiperpolarizagdo mitocondrial (Fig. 06), RR induz a morte de
89,52%, e para os demais tempos a porcentagem de morte atingiu 99,18% e 100%,
respectivamente, das células de C. tropicalis (Fig. 12). Este dado indica que RR induz a
morte as células logo apds o evento da hiperpolarizagdo mitocondrial (Fig. 06) e inducao
de ROS (Fig. 11).
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Tempo 0 min

Controle RR 27,5 pM

UFC=16833 5 UFC=17.66 %3

*EEE

Perda viabilidade =0 % Perda viabilidade = 89,52 %
Tempo 30 min

Controle RR 27,5 pM

UFC=20233%5 UFC=166%1

*EEE

Perda viabilidade =0 %  Perda viabilidade = 99,18 %
Tempo 60 min

Controle RR 27,5 ptM

UFC=314%15 UFC=0%0

*EEE

Perda viabilidade =0 % Perda viabilidade = 100 %

Figura 12. Avaliagcao da viabilidade celular de Candida tropicalis tratada com a
dose letal (27,5 pM) do peptideo RR nos tempos de 0 (apenas no tempo necessario
para a montagem do experimento) 30 min e 60 min apés a exposi¢cao. UFC:
unidades formadoras de coldnias. O controle consistiu em células submetidas ao mesmo
procedimento, porém sem adi¢cdo do peptideo. O percentual de perda da viabilidade
celular foi calculado considerando UFC do controle como 100% de viabilidade. **** P <

0,0001. O ensaio € representativo de um ensaio independente de trés.
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1101 Para o peptideo D-RR, uma versdo do RR contendo aminoacidos D-
1102 enantidbmeros, a avaliagcdo do potencial de membrana mitocondrial revelou que o
1103  peptideo também causou acumulo precoce da sonda JC-1 na mitocdndria, ja a partir de
1104 5 min, com aumento da fluorescéncia vermelha (Fig. 08). Assim como no tratamento
1105 com RR, observou-se diminuicdo no tamanho celular e vacuolizagé&o progressiva (Fig.
1106  13), corroborando os dados de morte celular regulada com envolvimento mitocondrial.
1107

1108 D-RR 23 uM

1109 Controle Triton X-100 S min 10 min

1110

1111 : _ X LN _'
1112 > =\ L js
_/J

1113
1114

DI

1115
1116
1117

J — agregados

1118

°
1119 &
1120 &
=]
o
1121 =
1122
1123 &
£l
o
1124 -
2
1125 v
M)
1126 4
1127

1128  Figura 13. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
1129  Candida tropicalis tratadas com D-RR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
1130  fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 yM) por 50 min.
1131 Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 uM) por 50 min,
1132 resultando em completa despolarizacdo mitocondrial. Nos ensaios, células de C.
1133 tropicalis foram incubadas com JC-1 (20 uM) por 50 min e D-RR (23 uM) por 5 e 10 min.
1134 A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto),

1135  enquanto a fluorescéncia verde (monémeros) indica mitocéndrias despolarizadas (Aym
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baixo). A sobreposigdo mostra a combinagdo dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

Apos a confirmacdo de que o peptideo D-RR induz hiperpolarizacdo da
membrana mitocondrial nos primeiros minutos de interagdo (i.e., a partir de 5 min),
avaliamos o efeito protetor do ion K* na morte celular induzida. Para isso, investigamos
o impacto da suplementagao com K* em tempos iniciais da interagao. As células de C.
tropicalis co-incubadas com D-RR (23 pyM) e K* n&o apresentaram sinais de
hiperpolarizagdo mitocondrial (Fig. 14). De forma semelhante, células tratadas com D-
RR por 40 e 45 min e posteriormente incubadas com K* por 5 e 10 min também né&o

apresentaram alteragao no potencial de membrana mitocondrial (Fig. 14).

K" ap6s incubacdo com 23 unM D-RR

Controle Triton X-100 K* D-RR + K* 5 min 10 min

DIC

Monémero J-—agregados

Sobreposiciao

Figura 14. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Agwm) em células de
Candida tropicalis tratadas com D-RR (23 pM) e K* (100 mM de KCI), utilizando a
sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 uM) por 50 min, resultando em completa despolarizagao mitocondrial. K*:
células incubadas com KCI. D-RR + K*: células co-incubadas com K* e D-RR. 5 e 10

min: células incubadas com K* por 5 e 10 min da adicdo de D-RR. A fluorescéncia
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vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto), enquanto a
fluorescéncia verde (monémeros) indica mitocéndrias despolarizadas (Aym baixo). A
sobreposi¢cao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10
pm.

Além do K*, outro cation monovalente avaliado foi o Na*. Os resultados
demonstraram que as células de C. tropicalis co-incubadas com o peptideo D-RR (23
MM) e Na* ndo apresentaram aumento na fluorescéncia da sonda JC-1, sugerindo que
o Na* também exerce efeito protetor contra a hiperpolarizagdo mitocondrial induzida por
D-RR. De modo semelhante, nas células previamente tratadas com D-RR e incubadas
com Na* por 5 e 10 min, nao foi observada hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial,
indicando que a adigao tardia do ion ainda é capaz de conferir protegao ao potencial de

membrana mitocondrial (Fig. 15).

Na™ apés incubacdo com 23 uM D-RR

Controle Triton X-100 Na* D-RR + Na”* 5 min 10 min

DIC

J —agregados

Monomero

ao

Sobreposi

Figura 15. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida tropicalis tratadas com D-RR (23 uM) e Na* (100 mM de NaCl), utilizando
a sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 uM) por 50 min, resultando em completa despolarizagdo mitocondrial.

Na*: células incubadas com Na*. D-RR + Na*: células co-incubadas com Na* e D-RR. 5
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min e 10 min: células incubadas com Na* ap6s 5 e 10 min da adicdo de D-RR. A
fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto),
enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposi¢gao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

Outro ion testado foi o Mg*2. As células de C. tropicalis co-incubadas com D-RR
e Mg*?, apds o periodo de incubagdo da sonda JC-1, ndo apresentaram aumento da
intensidade de fluorescéncia indicando que o Mg*? protege da hiperpolarizagdo
mitocondrial induzida por D-RR. Nas células incubadas com a sonda e D-RR por 40 e
45 min, e posteriormente incubadas com Mg*? por 10 e 5 min também n&o apresentaram

hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial (Fig. 16).
Mg*? apés incubacio com 23 uM D-RR

Controle Triton X-100 Mg™ D-RR + Mg 5 min 10 min

E J ) 2P ) /

Figura 16. Avaliagado do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida tropicalis tratadas com D-RR (23 uM) e Mg*? (100 mM de MgCl2), utilizando
a sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 uM) por 50 min, resultando em completa despolarizagdo mitocondrial.
Mg*?: células incubadas com MgClz. D-RR + Mg*?: células co-incubadas com Mg*? e D-

RR. 5 min e 10 min: células incubadas com Mg*? por 5 e 10 min da adigdo de D-RR. A
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fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto),
enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposi¢gao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

O ultimo cation avaliado foi o ion Ca*2. As células de C. tropicalis co-incubadas
com o peptideo D-RR (23 uM) e Ca?* nao apresentaram aumento na fluorescéncia da
sonda JC-1, indicando que o ion Ca*? confere protegdo contra a hiperpolarizagao
mitocondrial induzida por D-RR. Da mesma forma, nas células previamente tratadas com
D-RR e submetidas a adigdo de Ca*? apds 40 e 45 min, ndo foi observada alteragéo no
potencial de membrana mitocondrial, evidenciando que o Ca*? também é capaz de
atenuar os efeitos iniciais do peptideo sobre a mitocéndria (Fig. 17).

Ca*? apés incubacdo com 23 nM D-RR

Controle Triton X-100 Ca™ D-RR + Ca™ 5 min 10 min

DIC
\
.

Monémero J-— agregados

=
"3
&
-
7
=
@
=
=}
175]

Figura 17. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida tropicalis tratadas com D-RR (23 uM) e Ca*? (100 mM de CaClz2), utilizando
a sonda JC-1 por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas
com JC-1 (20 uM) por 50 min. Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a
2% e JC-1 (20 uM) por 50 min, resultando em completa despolarizagdo mitocondrial.
Ca*?: células incubadas com CaClz. D-RR + Ca*?: células co-incubadas com Ca*? e D-

RR. 5 min e 10 min: células incubadas com CaClz apés 5 e 10 min da adi¢ao de D-RR.
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A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocéndrias polarizadas (Aym alto),
enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposi¢gao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

Para dar suporte ao aumento do potencial de membrana mitocondrial indicado
pela sonda JC-1, fizemos um ensaio de metabolismo mitocondrial utilizando o sal de
tetrazolio WST-1. A atividade mitocondrial avaliada pelo WST-1 mostrou um aumento
na reducdo do WST-1 a formazan nas células tratadas com D-RR, de +269,57% em 5
min para +317,74% em 30 min em relagdo ao seu respectivo controle de cada tempo,
sugerindo que o tratamento com D-RR causa um incremento na atividade das NADH
desidrogenases (Tabela 05). O mesmo foi observado na presenga com K*, com o
aumento do metabolismo mitocondrial em +136,36% em 5 min a +493,93% em 30 min.
Na presenca do Na* a atividade de NAD desidrogenases foi reduzida de 43,75% em 5
min e -9,37% em 30 min com D-RR (Tabela 05). A atividade de NAD desidrogenases
apresentou reducgao de -75,47% em 5 min e de 0% em 30 min para D-RR na presenca
de Mg*? (Tabela 05). Os resultados mostraram uma reducgao na atividade mitocondrial
nas células tratadas com D-RR e Ca?*, de 85,29% a 61,76% para RR (Tabela 05).

Tabela 05. Avaliagao da atividade mitocondrial por redugcao de WST-1 a formazan
em células de Candida tropicalis tratadas com D-RR isoladamente ou em

combinagéo dos ions K*, Na*, Mg*?, Ca*? nos tempos indicados

5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
AMOSTRAS
) ) % % % % %
ACIDO ACETICO +156,5 +157,8 +147 .4 +149,1 +141,9
TRITON-X 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
D-RR +261,7 +423,5 +455,8 +593,7 +634,3
CONTROLE + K* +54,5 +93,9 +124,2 +196,9 +284.,8
D-RR + K* +136,3 +181.,8 +290,9 +378,7 +493,9
CONTROLE + Na* -37,5 -40,6 -43,7 -40,6 -43,7
D-RR + Na* +43,7 +46,8 +9,3 +3,1 +9,3
CONTROLE + Mg*? -58,4 -54,7 -52,8 -54,6 -62,2
D-RR + Mg*2 -75,4 -71,6 -77,3 -84,9 -0,0
CONTROLE + Ca*2 +67,6 +135,2 +135,2 +76,4 +100
D-RR + Ca*? +85,2 +26,4 +29,4 +20,5 +61,7

Controle: células da levedura cultivadas em meio esta para 100%. Controle positivo:

células da levedura tratada com acido acético (AcA) a 333 mM. Controle negativo:
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células da levedura tratada com Triton X-100 a 2%. Os valores positivos ou negativos
indicam aumento ou diminuicdo da redugcao do WST-1 em relagao ao valor de reducao
do WST-1 do controle que foi considerado como 100%. **** P < 0,0001. O ensaio &

representativo de um ensaio independente de trés.

Conforme mostrado para as células de C. tropicalis tratadas com o peptideo RR,
também para o peptideo D-RR, as células de C. tropicalis apresentam disfungao
mitocondrial, evidenciado tanto pela hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial quanto
pelo aumento da atividade das NADH desidrogenases mitocondriais (Tabela 05).
Considerando que ROS sao principalmente subprodutos da atividade mitocondrial, e que
estudos anteriores do grupo apontaram seu papel como mediadores da atividade
antifungica dos peptideos bioinspirados (LUCAS et al., 2024), avaliou-se a produgao de
ROS nas células tratadas com D-RR utilizando a sonda H,DCFDA. Os resultados
revelaram um aumento dos niveis intracelulares de ROS a partir de 5 min de incubacéao
com intensificacdo do sinal aos 10 min, indicando que o peptideo D-RR induz estresse
oxidativo ja nos primeiros momentos de interagdo com as células fungicas (Fig. 18).

A suplementagao com ions revelou diferentes efeitos sobre a produgao de ROS.
A adicao de K*, tanto co-incubado quanto pés-incubado, induziu a produgao endégena
de ROS (Fig. 18). Para o Na*, a co-incubagao com D-RR preveniu a producao de ROS,
assim como quando o ion foi adicionado apds 10 € 5 min (Fig. 18). O Mg*2 nao induziu
producédo de ROS em nenhuma das condi¢des testadas (Fig. 18). Por outro lado, a
suplementacao com Ca*z levou a indugao de ROS em todas as condi¢cdes experimentais
(Fig. 18), sugerindo que esse ion ndo apresenta efeito protetor contra o estresse

oxidativo promovido pelo D-RR.
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D-RR 23 pM
Controle AcA Triton X-100 5 min 10 min
- 2
s \A a3 >
(=] -
O.J

Fluorescéncia

K- D-RR + K~ K* 5 min K" 10 min Na* D-RR + Na* Na* 5 min Na™ 10 min

DIC

Fluorescéncia

Mg D-RR+Mg? Mg?5min Mg 10 min Ca™ D-RR+Ca? Ca?5min  Ca* 10 min

DIC

Fluorescéncia

Figura 18. Avaliacao da producao de espécies reativas de oxigénio em células de
Candida tropicalis tratadas com D-RR utilizando a sonda 2’,7’- diclorofluresceina
diacetato por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com
20 uM da sonda por 30 min. Controle negativo: células incubadas com Triton X-100 a
2% e 20 uM da sonda por 30 min. Controle positivo: células incubadas com 333 mM de
acido acético (AcA). Controle com K*, Na*, Mg*2, Ca*?: células incubadas com 20 uM da
sonda por 30 min e os diferentes ions (100 mM dos sais KCI, ou NaCl, ou MgClz, ou
CaClz). D-RR + K*, D-RR + Na*, D-RR + Mg*? e D-RR + Ca*% células de C. tropicalis
foram co-incubadas com a sonda e 23 uM do peptideo RR os ions indicados. K* 5 e 10
min, Na* 5 e 10 min, Mg*? 5 e 10 min e Ca*?5 e 10 min: células de C. tropicalis tratadas
com 23 uyM de D-RR por 20 e 25 min e posteriormente incubadas com os ions indicados

por 5 min e 10 min. Barras em 10 ym.
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Também como mostrado para C. tropicalis tratadas com RR, os dados de
microscopia indicaram que as células tratadas com D-RR apresentavam encolhimento
celular desde 5 min de incubacao (Fig. 13). Ja para as células de C. tropicalis que foram
incubadas com D-RR e os ions, as imagens indicam que para co-incubagdo com os ions
K*, Na*, Mg*? e Ca*?, as células de ndo apresentaram alteragdes morfologicas como a
granulosidade do citoplasma e o encolhimento celular (Figs. 14, 15, 16 e 17). Para a
condigao de pds-incubagao as células de C. tropicalis continuaram a apresentaram as
alteragdes para K* e Na* (Fig. 14 e 15), e para os ions Mg*? e Ca*?, as células de C.
tropicalis nao apresentaram as alteragbes moforldgicas (Figs. 16 e 17).

Assim como mostrado para RR e C. tropicalis, para D-RR a disfun¢gao mitocondrial
parece estar relacionada com a morte celular induzida pelo peptideo. Para dar suporte
a participacao da hiperpolarizacdo mitocondrial na morte induzida em C. tropicalis por
D-RR, foi feita a viabilidade com o tempo de incubacao de 0, 30 e 60 min apds a adi¢cao
de D-RR. Este resultado mostra que D-RR mata neste primeiro tempo 88,72% das
cealulas, e para os demais tempos a porccentagem de morte atingiu 99,68 e 100%,
respectivamente, das células de C. fropicalis (Fig. 19). Este resultado sugere que D-RR
induz a morte das células logo apos a indugao da hiperpolarizagdo mitocondrial (Fig. 13)
e inducao de ROS (Fig. 18).
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Tempo 0 min

Controle D-RR 23 utM

UFC=16833+5 UFC=19%3
L

Perda viabilidade =0 % Perda viabilidade = 88,72 %

Tempo 30 min

Controle D-RR 23 ptM

TUFC=20233%5 UFC=0,66 0,5
FEEE
Perda viabilidade =0 % Perda viabilidade = 99,68 %

Tempo 60 min

Controle D-RR 23 pM

UFC=314%15 UFC=0%0
HEiE

Perda viabilidade =0 % Perda viabilidade = 100 %

Figura 19. Avaliacdo da viabilidade celular de Candida tropicalis tratada com a
dose letal (23 uM) do peptideo D-RR nos tempos de 0 (apenas no tempo necessario
para a montagem do experimento) 30 min e 60 min apés a exposi¢cao. UFC:
unidades formadoras de coldnias. O controle consistiu em células submetidas ao mesmo
procedimento, porém sem adi¢cdo do peptideo. O percentual de perda da viabilidade
celular foi calculado considerando UFC do controle como 100% de viabilidade. **** P <

0,0001. O ensaio € representativo de um ensaio independente de trés.
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1439  4.1.2 Atividade do Peptideo WR em Candida albicans

1440 Neste trabalho, avaliamos o efeito precoce do WR na funcionalidade
1441  mitocondrial. A partir de 5 min de tratamento, observou-se acumulo significativo da
1442 sonda JC-1 na mitocdndria de C. albicans, com aumento da fluorescéncia vermelha (Fig.
1443 20), sinalizando hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial. Alteragdes morfologicas
1444  semelhantes as observadas nos tratamentos com RR e D-RR também foram
1445  detectadas: células menores e vacuolizadas desde os primeiros minutos de exposigao
1446  (Fig. 20).
1447

WR 27,5 pM

1448 Controle Triton X-100 S min 10 min
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1467  Figura 20. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
1468  Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
1469  fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 pM) por 30 min.
1470  Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 uM) por 30 min,
1471  resultando em completa despolarizacdo mitocondrial. Nos ensaios, células de C.
1472 albicans foram incubadas com JC-1 (20 uM) por 30 min e WR (27,5 uM) por 5 € 10 min.
1473 A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocondrias polarizadas (Aym alto),
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enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros) indica mitocondrias despolarizadas (Aym
baixo). A sobreposi¢gao mostra a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de

escala =10 pym.

Com a confirmacdo que o peptideo WR induz hiperpolarizagdo da membrana
mitocondrial nos primeiros minutos de interagao (i.e., a partir de 5 min), avaliamos o
efeito protetor do K* na morte celular induzida. Para isso, investigamos o impacto da
suplementacdao com K* em tempos iniciais da interagdo. As células de C. albicans co-
incubadas com WR (27,5 pM) e 200 mM de KCI nao apresentaram sinais de
hiperpolarizagdo mitocondrial (Fig. 21). De forma semelhante, células tratadas com WR
por 20 e 25 min e posteriormente incubadas com K* por 10 e 5 min também nao

apresentaram alteracédo no potencial de membrana mitocondrial (Fig. 21).

K" apés incubacdo com 27,5 uM WR

Controle Triton X-100 K* WR+ K 5 min 10 min

DIC

J —agregados

Monomero

Figura 21. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 yM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 pyM) por 30 min,
resultando em completa despolarizacdo mitocondrial. K*: células incubadas com K*. WR

+ K*: células co-incubadas com K* e WR.. 5 min e 10 min: células incubadas com K*
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por 5 e 10 min apos a adicao de WR. A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica
mitocondrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia verde (monémeros)
indica mitocéndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposi¢ao mostra a combinagao

dos sinais vermelho e verde Barras de escala = 10 pym.

Para as células de C. albicans quando co-incubadas com peptideo e Na*
apresentou hiperpolarizagao mitocondrial, mas a pos-incubagado com o ion bloqueou a
hiperpolarizagdo mitocondrial causada com a incubagdo com WR, assim como as

alteracdes morfoldgicas (Fig. 22).

Na™ apés incubacdo com 27,5 uM WR

Controle Triton X-100 Na~ WR + Na™ 5 min 10 min

DIC

J - agregados

Monomero

Sobreposicao

Figura 22. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 yM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 uM) por 30 min,
resultando em completa despolarizagdo mitocondrial. Na*: células incubadas com Na*.
WR + Na*: células co-incubadas com Na* e WR. 5 min e 10 min: células incubadas com
Na* por 5 e 10 min apés a adicao de WR. A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica
mitocondrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia verde (mondmeros)

indica mitocéndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposicdo mostra a combinagao
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dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 ym.

As células de C. albicans quando co-incubadas com Mg*? e WR ndo
apresentaram hiperpolarizagdo mitocondrial apos o periodo de incubagéo da sonda JC-
1, ndo apresentaram aumento da intensidade de fluorescéncia indicando que o Mg*?
protege da hiperpolarizagdo mitocondrial induzida por WR. Nas células incubadas com
a sonda e WR por 20 e 25 min, e posteriormente incubadas com Mg*? por 5e 10 min

também nao apresentaram hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial (Fig. 23).

Mg? apés incubagio com 27,5 pM WR

Controle Triton X-100 Mg*? WR + Mg 5 min 10 min

DIC

Monomero

a0

Sobreposi

Figura 23. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 yM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 uM) por 30 min,
resultando em completa despolarizagdo mitocondrial. Mg*?: células incubadas com
Mg*2. WR + Mg*% células co-incubadas com Mg*? e WR. 5 min e 10 min: células
incubadas com Mg*? por 5 e 10 min apds a adigdo de WR. A fluorescéncia vermelha (J-
agregados) indica mitocéndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia verde
(mondmeros) indica mitocéndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposicao mostra

a combinagao dos sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 ym.
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Por fim, avaliou-se o efeito do Ca*2 em células de C. albicans tratadas com o
peptideo WR. As células co-incubadas com Ca*2 ndo apresentaram aumento na
fluorescéncia da sonda JC-1, indicando que o ion confere protecdo contra a
hiperpolarizagdo mitocondrial induzida por WR. De forma semelhante, nas células
previamente tratadas com o peptideo por 20 e 25 min e submetidas a adicdo de Ca*2
ap6s 10 e 5 min, ndo foram observadas alteracbes no potencial de membrana
mitocondrial, sugerindo que o Ca*2 também é capaz de atenuar os efeitos iniciais do WR

sobre a fungdo mitocondrial (Fig. 24).
Ca*? apés incubacdo com 27,5 pM WR

Controle Triton X-100 Ca™? WR + Ca™? 5 min 10 min

DIC

J - agregados

Monomero

a0

Sobreposi

Figura 24. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida albicans tratadas com WR, utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com JC-1 (20 yM) por 30 min.
Controle negativo: células tratadas com Triton X-100 a 2% e JC-1 (20 yM) por 30 min,
resultando em completa despolarizacao mitocondrial. Ca*2: células incubadas com Ca
*2. WR + Ca *% células co-incubadas com Ca *? e WR. 5 min e 10 min: células incubadas
com Ca*2 por 5 e 10 min apds a adigdo de WR.A fluorescéncia vermelha (J-agregados)
indica mitocéndrias polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia verde
(mondmeros) indica mitocéndrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposicao mostra
a combinacdo dos sinais vermelho e verde. As imagens foram adquiridas com

excitagdo/emissao em 514/529 nm (verde) e 514/590 nm (vermelho). Barras de escala
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=10 uym.

Para dar suporte ao aumento do potencial de membrana mitocondrial indicado
pela sonda JC-1, fizemos um ensaio de metabolismo mitocondrial utilizando o sal de
tetrazolio WST-1. A atividade mitocondrial avaliada pelo WST-1 mostrou um aumento
na reducgao do WST-1 a formazan nas células tratadas com WR, de +261.76% em 5 min
para +634.38% em 30 min em relacdo ao seu respectivo controle de cada tempo,
sugerindo que o tratamento com WR causa um incremento na atividade das NADH
desidrogenases (Tabela 06). O mesmo foi observado na presenga com K*, com o
aumento do metabolismo mitocondrial em +500% em 5 min a +700% em 30 min. Na
presenca do Na* a atividade de NAD desidrogenases foi aumentada de +185.29% em 5
min e +226.47% em 30 min com WR (Tabela 06). A atividade de NAD desidrogenases
apresentou redugéo de 26.41% em 5 min e de -11.76% em 30 min para WR na presenca
de 200 mM de MgClz (Tabela 06). Os resultados mostraram um aumento na atividade
mitocondrial nas células tratadas com WR e Ca?*, de +158.82% a +220.58% para WR

(Tabela. 06).

Tabela 06. Avaliagao da atividade mitocondrial por redugcao de WST-1 a formazan
em células de Candida albicans tratadas com WR isoladamente ou em combinagao

dos ions K*, Na*, Mg*2, Ca*? nos tempos indicados

5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
AMOSTRAS
] ] % % % % %
ACIDO ACETICO +23,53 +29,41 +29,41 +31,25 +31,25
TRITON-X 100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
WR +261,7 +423,5 +455,8 +593,7 +634,3
CONTROLE + K* +2,9 +5,8 +8,8 +20,5 +35,2
WR + K* +500,0 +585,2 +641,1 +673,52 +700
CONTROLE + Na* -11,7 -11,7 -23,5 -23,5 -8,8
WR + Na* +185,2 +208,8 +205,8 +205,8 +226,4
CONTROLE + Mg*? -67,6 -67,6 -47,0 -44 1 -52,9
WR + Mg*? +26,4 0,0 -11,7 -5,8 -11,7
CONTROLE + Ca*? -26,4 -8,8 -17,6 -26,4 -2,9
WR + Ca*? +158,8 +220,5 +211,7 +211,7 +220,5

Controle: células da levedura cultivadas em meio esta para 100%. Controle positivo:
células da levedura tratada com acido acético (AcA) a 333 mM. Controle negativo:

células da levedura tratada com Triton X-100 a 2%. Os valores positivos ou negativos
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indicam aumento ou diminuicdo da redugao do WST-1 em relagcdo ao valor de reducéao
do controle que foi considerado como 100%. **** P < 0,0001. O ensaio é representativo

de um ensaio independente de trés.

Considerando que ROS sao subprodutos da atividade mitocondrial, e que estudos
anteriores do grupo apontaram seu papel como mediadores da atividade antifungica dos
peptideos bioinspirados (LUCAS et al., 2024), avaliou-se a produgédo de ROS nas células
tratadas com WR utilizando a sonda H,DCFDA.

Os resultados revelaram um aumento dos niveis intracelulares de ROS a partir
de 5 min de incubacgao, indicando que o peptideo WR induz estresse oxidativo ja nos
primeiros momentos de interagcdo com as células fungicas (Fig. 25).

A suplementagao com ions revelou diferentes efeitos sobre a produgao de ROS.
A adicao de K*, tanto em co-incubagao quanto em pds-incubacéao, induziu a producgao
enddégena de ROS (Fig. 25). Para o Na*, a co-incubagdo com WR preveniu a produgéo
de ROS, porém quando adicionado o cation apds 5 e 10 min induziu a producgao
endoégena de espécies reativas (Fig. 25). O Mg*2 nao induziu producdo de ROS em
nenhuma das condicdes testadas (Fig. 25). Por outro lado, a suplementagédo com Ca*2
levou a indugao de ROS somente quando o cation foi adicionado apés incubagdo com o
peptideo (Fig. 25), sugerindo que esse ion nao apresenta efeito protetor contra o

estresse oxidativo promovido pelo WR.
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Controle AcA Triton X-100 5 min 10 min
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Fluorescéncia
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Fluorescéncia
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Figura 25. Avaliagcao da producao de espécies reativas de oxigénio em células de
Candida albicans tratadas com WR utilizando a sonda 2’,7’- diclorofluresceina
diacetato por microscopia de fluorescéncia. Controle: células incubadas apenas com
20 uM da sonda por 30 min. Controle negativo: células incubadas com Triton X-100 a
2% e 20 uM da sonda por 30 min. Controle positivo: células incubadas com 333 mM de
acido acético (AcA). Controle com K*, Na*, Mg*?, Ca*?: células incubadas com 20 uM da
sonda por 30 min e os diferentes ions (200 mM dos sais KCI, ou NaCl, ou MgClz, ou
CaCl2). WR + K*, WR + Na*, WR + Mg*? e WR + Ca*?: células de C. albicans foram co-
incubadas com a sonda e 27,5 yM do peptideo WR os ions indicados. K* 5 e 10 min,
Na* 5 e 10 min, Mg*? 5 e 10 min e Ca*?5 e 10 min: células de C. albicans tratadas com
27,5 uM de WR por 20 e 25 min e posteriormente incubadas com os ions indicados por

5 min e 10 min. Barras = 10 ym.
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Para dar suporte a participacdo da hiperpolarizacdo mitocondrial na morte
induzida em C. albicans por WR, foi feita a viabilidade com o tempo de incubagao de 0
e 30 min apds a adicao de WR. Este resultado mostra que WR mata 100% das células
de C. albicans nos tempos iniciais de interagdo com o peptideo (Fig. 26). Este resultado
sugere que WR induz a morte das células logo apds a indugédo da hiperpolarizagao
mitocondrial (Fig. 20) e indugédo de ROS (Fig. 25).

Tempo 0 min

Controle WR 27,5 tM

anBOreNe,
5

UFC=158+74 UFC=0%0
EEE
Perda viabilidade = 0 % Perda viabilidade = 100 %

Tempo 30 min

WR 27,5 pM
_ﬂ_:J‘_&

Controle

UFC=182%£9,97 UFC=0%0
L

Perda viabilidade =0 % Perda viabilidade = 100 %
Tempo 60 min
Controle WR 27,5 pM

UFC=302+12,09 UI"C*: g*t 0
Perda viabilidade =0 % Perda viabilidade =100 %

Figura 26. Avaliagao da viabilidade celular de Candida albicans tratada com a dose
letal (27,5 uM) do peptideo WR nos tempos de 0 (apenas no tempo necessario para
a montagem do experimento) e 30 min apés a exposi¢ao. UFC: unidades formadoras

de colbnias. O controle consistiu em células submetidas ao mesmo procedimento, porém
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sem adigdo do peptideo. O percentual de perda de viabilidade celular foi calculado
considerando UFC do controle como 100% de viabilidade. **** P < 0,0001. O ensaio é

representativo de um ensaio independente de trés.

4.2 Anadlise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos
peptideos bioinspirados sobre fungos do género Candida por azida sédica

Para confirmar que a hiperpolarizagao mitocondrial, detectada em 5 min apds a
exposicao dos peptideos, esta associada com a morte das células dos fungos, foi feito
um teste com azida sddica, inibidor do complexo do citocromo ¢ oxidase. Inicialmente
para avaliar sua toxicidade em células fungicas foram testadas diferentes concentracdes
de azida sédica, variando de 1 a 15 mM, a fim de determinar a maior concentragao capaz
de apresentar toxicidade minima em C. tropicalis e C. albicans. Entre as concentracdes
avaliadas, 1 mM demonstrou a menor toxicidade, enquanto concentragcdes superiores
resultaram em uma reducao progressiva da viabilidade das células das leveduras
testadas (Fig. 27). Sendo que a concentragdo de 1 mM preserva aproximadamente 60%
da densidade celular inicial em C. tropicalis e 57,38 % em C. albicans (Fig. 29).

Dentro da janela temporal previamente determinada de 5 e 10 min do inicio da
hiperpolarizagdo mitocondrial apos a exposicéo dos peptideos bioinspirados RR, D-RR
e WR, investigamos se a azida sddica tinha efeito protetor sendo entdo capaz de atenuar
a morte celular induzida pelos peptideos. Os ensaios demonstraram que a capacidade
protetora da azida sddica é fortemente dependente do tempo de adicdo. Em C. tropicalis,
quando a azida foi adicionada 5 min apds a exposicao ao peptideo RR, observou-se
uma preservacgao de 86,18% da viabilidade (Fig. 27), a protegao cai para 72,27% com a
adicao da azida sodica ocorre ap6s 10 min da adicdo do RR (Fig. 27), comparado com
as células tradadas com RR apenas, que causa 100% de perda de viabilidade. De modo
semelhante, para o peptideo D-RR, a protecdo da morte foi de 58,8e 57% para os

mesmos intervalos de tempo (Fig. 28).
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RR + RR+
RR (27,5 pM) 1mMNaN, Smin 1 mMNaN, 10 min

UFC=268+1272 TUFC=181+9,36 UFC=0%0 UFC=156+637 TUFC=129+1124
L2 2

86,18% 71,27%

Figura 27. Ensaio de viabilidade celular com células de Candida tropicalis na
presencga de azida sédica em diferentes tempos apés o tratamento com RR. No
controle, as células foram incubadas com meio. Para controle positivo, células foram
incubadas com 1 mM azida sddica. Para o teste, as células foram incubadas com 27,5
MM RR e a azida sédica foi pés-incubada com 5 e 10 min apds a adigdo do RR. UFC:
unidades formadoras de colénias. Os experimentos foram realizados em ftriplicata, e os
resultados foram expressos considerando que o controle representa 100% de viabilidade
celular. **** P < 0,0001. O ensaio é representativo de um ensaio independente de trés.

D-RR + D-RR +
Controle 1 mM NaN, D-RR (23 ;M) 1mMNaN,Smin =~ 1 mM NaN, 10 min

UFC=268+12,72 UFC=163%126 UFC=0%0 UFC=9*4 UFC=93+3

A TEER
58,8% 57%

Figura 28. Ensaio de viabilidade celular com células de Candida tropicalis na
presenca de azida sédica em diferentes tempos apés o tratamento com D-RR. No
controle, as células foram incubadas com meio. Para controle positivo, células foram
incubadas com 1 mM azida sédica. Para o teste, as células foram incubadas com 23 yM
D-RR e a azida sddica foi pés-incubada com 5 e 10 min apés a adigdo do D-RR. UFC:
unidades formadoras de coldnias. Os experimentos foram realizados em ftriplicata, e os
resultados foram expressos considerando que o controle representa 100% de viabilidade

celular. **** P < 0,0001. O ensaio é representativo de um ensaio independente de trés.
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Em C. albicans, a analise do peptideo WR revelou um padrdo semelhante de
perda progressiva do efeito protetor da morte induzida pela azida sédica. Quando o
inibidor foi adicionado 5 min apdés a exposicdo ao peptideo, observou-se uma
preservagao parcial da viabilidade celular, com preservacdo de 39,56% de células
viaveis em relagao ao as células tratadas com o peptideo que causa 100% de perda de
viabilidade. No entanto, quando a adi¢gao da azida sddica foi postergada para 10 min,
essa protecdo desapareceu completamente, resultando em 0% de preservacao da
viabilidade (Fig. 29).

WR + WR+
1 mM NaN, WR (27,5 uMD 1 mM NaN; 5 min 1 mM NaN; 10 min
.:ﬁ ‘|||||||||||l’ ‘l|‘||||I||||l’ (l|||||||||||" |‘||||||||||
UFC=298+2336 UFC=171+509 UFC=0%0 UFC =67+3,39 UFC=0%0
FEEE TEEE
39,56% 0%

Figura 29. Ensaio de viabilidade celular com células de Candida albicans na
presencga de azida sédica em diferentes tempos apoés o tratamento com WR. No
controle, as células foram incubadas com meio. Para controle positivo, células foram
incubadas com 1 mM azida sddica. Para o teste, as células foram incubadas com 27,5
MM WR e a azida sédica foi pés-incubada com 5 e 10 min apés a adigao do WR. UFC:
unidades formadoras de colénias. Os experimentos foram realizados em ftriplicata, e os
resultados foram expressos considerando que o controle representa 100% de viabilidade

celular. **** P < 0,0001. O ensaio é representativo de um ensaio independente de trés.

Para confirmarmos que o tratamento com 1 mM de azida sédica inibe a funcao
mitocondrial foi feita a avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial com a sonda
fluorescente JC-1. Demonstrou-se que o tratamento com 1 mM azida sddica em ambas
as espécies analisadas, C. fropicalis e C. albicans, perdem a marcag¢ao das mitocéndrias
quando comparado com o controle, evidenciando que a concentragao de 1 mM de NaN;
bloqueia de maneira eficaz o acumulo de potencial elétrico na membrana interna

mitocondrial (Fig. 30)
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Figura 30. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (Aym) em células de
Candida tropicalis e Candida albicans utilizando a sonda JC-1 por microscopia de
fluorescéncia. Controle: células incubadas com 20 uM da sonda por 50 min. Controle
negativo: células incubadas com Triton X-100 a 2% e 20 yM da sonda JC-1 por 50 min.
No teste, células tratadas com 1 mM de azida sodica por 10 min adicionado ap6s 40 min
da adicao da sonda JC-1. A fluorescéncia vermelha (J-agregados) indica mitocbndrias
polarizadas (Aym alto), enquanto a fluorescéncia verde (mondémeros) indica
mitocondrias despolarizadas (Aym baixo). A sobreposigcdo mostra a combinagao dos

sinais vermelho e verde. Barras de escala = 10 ym.

De forma interessante, a analise da atividade metabdlica mitocondrial revelou que
células tratadas com 1 mM de azida sddica apresentaram um aumento significativo na
atividade das NADH desidrogenases durante o periodo de incubagdo com a sonda. Em
C. tropicalis, a atividade enzimatica elevou-se entre aproximadamente +150% e
+217,2%, no intervalo de 5 a 30 min (Fig. 31).
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Figura 31. Determinagao da atividade metabélica mitocondrial utilizando WST-1 na
presenca de azida sédica (NaNs3). Os valores acima das barras de teste indicam a
atividade mitocondrial em comparacdo com o controle para cada tempo estudado. Os
controles correspondem a células de levedura cultivadas em meio, enquanto o controle
positivo corresponde ao tratamento Triton X-100. **** P < 0,0001; O ensaio é

representativo de um ensaio independente de trés.

Enquanto em C. albicans o incremento variou de +269,4% a +313,9% no intervalo
de 5 a 30 min (Fig. 32).
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Figura 32. Determinacao da atividade metabdlica mitocondrial utilizando WST-1 na
presencga de azida sédica (NaNs3). Os valores acima das barras de teste indicam a
atividade mitocondrial em comparagao com o controle para cada tempo estudado. Os
controles correspondem a células de levedura cultivadas em meio, enquanto o controle
positivo corresponde ao tratamento Triton X-100. **** P < 0,0001; O ensaio é

representativo de um ensaio independente de trés.
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5. DISCUSSAO

5.1 Andlise do envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos
peptideos bioinspirados RR, D-RR e WR sobre fungos do género Candida

As mitocéndrias tém papel preponderante na manutengdo da viabilidade celular
integrando multiplas vias de morte celular (JAARA et al., 2024; XU; PANG; FAN, 2025;
RISSO et al., 2002). No presente estudo, o foco principal foi aprofundar a compreenséao
sobre o envolvimento mitocondrial no processo de RCD induzida pelos peptideos, bem
como investigar o papel modulador dos ions K*, Na*, Mg*2 e Ca*2, além da azida sddica
0 sobre este processo desencadeado pelos peptideos. Nos estudos anteriores do grupo,
a pesquisa concentrou-se na elucidacdo do mecanismo de acdo dos peptideos
bioinspirados em fungos patogénicos. Naqueles trabalhos demonstraram que RR, D-RR
e WR induzem redugcdo do volume celular, aumento de ROS, vacuolizagdo
citoplasmatica e hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial, indicando que os fungos
tratados com os peptideos sofrem RCD. Estes efeitos, incluindo a morte, podem ser
revertidos incubando os fungos com o antioxidante &acido ascoérbico e pela
suplementacao do meio com o ion K* (DAMICA et al., 2025). Adicionalmente, Lucas et
al. (2024) avaliaram a funcionalidade mitocondrial em células tratadas com os peptideos
utilizando a sonda Mitotracker Red FM, a qual revelou que, o Aym permanece ativo com
um padrao de fluorescéncia mais intenso e difuso quando comparado ao controle. Além
disso, o tratamento concomitante com acido ascoérbico, restaurou parcialmente a
funcionalidade mitocondrial, sugerindo o envolvimento de estresse oxidativo na
disfuncdo observada. Os dados obtidos com a sonda JC-1, no presente estudo,
corroboram os resultados anteriores do grupo, uma vez que, ja a partir de 5 min de
incubacdo com os peptideos, observou-se deslocamento da razao de fluorescéncia da
sonda para o vermelho, que se intensificou aos 10 min, confirmando a ocorréncia de
hiperpolarizagdo do Aym ja nos tempos iniciais apés a interagao dos peptideos com os
fungos (Figs. 06, 13 e 20).

Complementarmente, Lucas et al. (2024) deram suporte ao aumento do Aym por
meio do ensaio com o sal de tetrazélio WST-1, o qual indicou aumento expressivo na
atividade das NADH desidrogenases mitocondriais, alcangando incrementos de 305,2%
e 565,1% em C. tropicalis tratadas com RR e D-RR, respectivamente, dentro de 1 h de
incubacgéo. Essa elevagao da atividade metabdlica foi mantida até o tempo de morte
determinado para cada peptideo. No caso de C. albicans tratada com WR, observou-se

um aumento inicial de 835,38% em 20 min, seguido de aumento de 18% no tempo de
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morte. De maneira consistente, os experimentos realizados no presente trabalho
confirmaram esse comportamento, demonstrando um aumento progressivo e
sustentado da atividade mitocondrial ao longo de intervalos de 5 a 30 min no ensaio com
WST-1. Os incrementos observados foram de +78,67% e +317,74% para RR e D-RR,
respectivamente, em C. fropicalis (Tabelas 04 e 05), e de +634,38% para C. albicans
tratadas com WR até 30 min de exposicao (Tabela 06). Esses resultados reforcam a
hipétese de que os peptideos bioinspirados interferem diretamente no metabolismo
mitocondrial, induzindo disfung¢ao funcional e energética nas células fungicas.

O Aym em células de mamiferos € determinado pelo gradiente eletroquimico de
prétons gerado ao longo da CTE e é indispensavel para a fosforilagdo oxidativa e a
sintese de ATP. Alteragdes nesse potencial — tanto a despolarizagdo quanto a
hiperpolarizagdo — comprometem a eficiéncia bioenergética, afetam a dinamica
apoptoticas ou pro-necroéticas. A despolarizagao reduz diretamente a capacidade de
geracao de ATP, enquanto a hiperpolarizacdo prolongada favorece o aumento da
producao de ROS, podendo levar a abertura do poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial e, consequentemente, a morte celular. Assim, oscilagdes no Aym
constituem um marcador sensivel da homeostase mitocondrial e um ponto de
convergéncia entre estresse metabdlico e mecanismos de morte celular (ZOROVA et
al.,, 2017; MURPHY, 2009; TURRENS, 2003). A hiperpolarizagdo mitocondrial,
observada apds a exposi¢ao aos peptideos bioinspirados, apresenta ser um marcador
precoce de disfungdo mitocondrial. O aumento anormal do AWYm promove o acumulo de
elétrons nos complexos | e lll da CTE, favorecendo o vazamento de elétrons para o
oxigénio molecular e a consequente formagédo de ROS, como o anion superdxido (O,¢7)
e o peroxido de hidrogénio (H,0O,) (TURRENS, 2003; ADAM-VIZI; CHINOPOULOS,
2006). O excesso dessas espécies oxidantes causa danos a lipidios, proteinas e DNA
mitocondrial, comprometendo a homeostase celular e ativando cascatas apoptoéticas
dependentes de mitocéndria (ZOROV et al., 2013; BOR-CHYUAN et al., 2021).

Em células de mamiferos a hiperpolarizagcdo mitocondrial esta diretamente
associada a inducado de RCD, representando um evento inicial que sinaliza disfuncdes
metabolicas e estruturais irreversiveis. Esse aumento anormal do Aym decorre do
acumulo excessivo de protons (H*) no espago intermembranar, o que sobrecarrega a
CTE e compromete o equilibrio bioenergético. Quando persistente, a hiperpolarizagéao
provoca o desacoplamento da fosforilacdo oxidativa, reduzindo a sintese de ATP e

levando a falha energética celular (XU; PANG; FAN, 2025). Concomitantemente, o
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acumulo de elétrons na CTE intensifica a geracdo de ROS, resultando em estresse
oxidativo e danos a proteinas, lipidios e ao DNA mitocondrial de mamiferos. A
sobrecarga oxidativa e a deficiéncia de energia promovem a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa (MOMP, do Inglés mitochondria outer membrane
permeabilization), permitindo o extravasamento de proteinas pro-apoptoticas, como o
citocromo c, para o citoplasma (MORI et al.,, 2025). A liberagdo do citocromo c
desencadeia a formagao do complexo apoptossoma e ativa a cascata de caspases,
culminando na degradagao controlada de componentes celulares e na fragmentacao do
DNA, etapas caracteristicas da apoptose. Assim, a hiperpolarizacdo mitocondrial ndo &
apenas um marcador de estresse, mas um evento determinante na ativagado da via
intrinseca de morte celular dependente da mitocondria (XU; PANG; FAN, 2025).

Zorova et al. (2017) também destacam que em mitocondrias de mamiferos foi visto
que variagdes prolongadas no Aym, sejam de hiperpolarizagdo ou despolarizagao,
podem desencadear disfungdo mitocondrial irreversivel, queda acentuada dos niveis de
ATP e acidose intracelular, devido a desregulacao entre a oferta e a demanda energética
e a deplecao dos sistemas tampao intracelulares, comprometendo assim a homeostase
e a sobrevivéncia celular.

No presente estudo, observamos que as células fungicas tratadas com os
peptideos bioinspirados apresentaram sinais de fluorescéncia positivos para a sonda
H,DCFDA, para detecgao de ROS, ja nos primeiros 5 min de exposicdo, com
intensificagao significativa apds 10 min, indicando um rapido aumento na producao
intracelular de ROS (Figs. 11, 19 e 26). Esse resultado sugere que a disfungao
mitocondrial induzida pelos peptideos esta diretamente associada a geragéo
exacerbada de espécies oxidantes.

A produgcdo de ROS mitocondrial pode desencadear uma série de eventos
deletérios, incluindo danos oxidativos a proteinas, lipidios de membrana e DNA
mitocondrial. Tais danos comprometem a sintese de ATP e outras fungcdes metabdlicas
essenciais, levando a instabilidade estrutural da mitocéndria e favorecendo a MOMP.
Esse processo resulta na liberacdo de proteinas do espacgo intermembranar, como o
citocromo c, para o citosol, ativando a cascata apoptética (MURPHY, 2009). Fedoseeva
et al. (2017), ao investigarem os efeitos do choque térmico na levedura Saccharomyces
cerevisiae, demonstraram que a producdo ROS e a hiperpolarizacdo mitocondrial sdo
fendbmenos interdependentes e diretamente associados a atividade respiratoria
mitocondrial sob condicbes de choque térmico. A utilizagdo do antioxidante acido

ascorbico reduziu significativamente tanto o acumulo de ROS quanto o aumento do
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Aym, evidenciando que o acumulo oxidativo e a desregulagdo bioenergética
compartilham uma base mitocondria-dependente. De forma complementar, Choi et al.
(2009) em um estudo com modelo murino em células neurais, correlacionaram o
aumento excessivo de ROS intracelular com o dano estrutural e funcional das
mitocondrias, sugerindo que o estresse oxidativo persistente € um evento caracteristico
de mitocéndrias comprometidas. Esse padrao também foi observado no presente
estudo, em que os peptideos bioinspirados induziram hiperpolarizacdo da membrana
mitocondrial acompanhada de produgdo aumentada de ROS, configurando um ciclo de
retroalimentacdo entre o acumulo de elétrons na cadeia respiratoria e a formacgao de
especies oxidantes.

Esses achados sao consistentes com os resultados obtidos por Bor-Chyuan et al.
(2021) no estudo com piscidina 4 (TP4), um peptideo antimicrobiano isolado do
Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo) nesse modelo, o TP4 induziu hiperpolarizagéo
mitocondrial e produgédo excessiva de ROS em células de sarcoma sinovial humano,
além de reduzir os niveis da proteina desacopladora UCP-2, envolvida na regulacao da
producao de ATP e na atenuacao da formacado de ROS. Essa reducédo da UCP-2 levou
a perda do mecanismo de “desacoplamento protetor”, amplificando a toxicidade
oxidativa mitocondrial, os fendbmenos da hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial e
geracao de ROS guardam paralelos com os efeitos observados neste trabalho para os
peptideos RR, D-RR e WR (Figs. 06, 13 e 20).

Em mitocdndrias isoladas de mamiferos, dois modos principais de operacéo estao
associados a producao significativa de superoéxido, predominantemente pelo complexo
| da CTE: (i) quando as mitocdndrias ndo estao sintetizando ATP, apresentando alta
forca préton-motriz (ApH) e pool reduzido de coenzima Q (CoQ); (ii) quando ha uma alta
razdo NADH/NAD™* na matriz mitocondrial (SINO et al., 2007).

Por outro lado, em condigcdes nas quais as mitocOndrias estdo ativamente
produzindo ATP, observa-se redugao nas razées ApH e NADH/NAD™, o que resulta em
menor producao de superodxido. Assim, a geracao de O,+~ é fortemente dependente da
intensidade do ApH, das razdes NADH/NAD* e CoQH,/CoQ, bem como da
disponibilidade de O,, todos fatores altamente variaveis e sensiveis a condigbes de
estresse celular (SMITH E ROBINSON, 2016; SINO et al., 2007).

Esses mecanismos ajudam a explicar os resultados observados no presente
trabalho, em que a exposicao aos peptideos bioinspirados promoveu hiperpolarizagao
mitocondrial, e consequente elevagao dos niveis de ROS ja nos primeiros minutos de

interagdo com as células fungicas.
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Damica et al. (2025) demonstraram que o encolhimento celular observado em
fungos tratados com peptideos bioinspirados esta diretamente associado ao
extravasamento de ions intracelulares, especialmente K*. Esse cation, o mais abundante
no meio intracelular, é fundamental para a manutencédo do volume, da morfologia e da
integridade celular. A perda de K* € um evento classico da apoptose em células
eucarioticas, incluindo fungos, e ocorre tanto por danos a membrana plasmatica quanto
pela ativagdo de vias de morte celular programada (BORTNER; CIDLOWSKI, 2014).
Damica et al. (2025) mostraram ainda que a suplementacgao exogena de K* foi capaz de
restaurar o equilibrio idnico intracelular e bloquear a ativagado dos sinais moleculares
associados a morte celular, evidenciando um papel protetor desse ion frente aos danos
induzidos pelos peptideos bioinspirados.

Com base nesses achados, o presente estudo investigou o papel modulador de
diferentes ions inorganicos (K*, Na*, Mg*2 e Ca*2) na prevencdao da morte celular
regulada induzida pelos peptideos bioinspirados RR, D-RR e WR, bem como seus
efeitos sobre parametros mitocondriais, incluindo potencial de membrana mitocondrial,
producao de ROS e atividade de NADH desidrogenases.

Nas células tratadas com o peptideo RR, o K" bloqueou completamente a
hiperpolarizagdo mitocondrial e impediu o aumento da producédo de ROS, embora tenha
promovido um incremento gradual na atividade metabdlica mitocondrial, sugerindo um
ajuste bioenergético compensatorio (Figs. 07, 11 e Tabela 04). O Na* também preveniu
a hiperpolarizagdo, mas promoveu indugéo endogena de ROS e redugéo na atividade
das NADH desidrogenases (Fig. 08, 11 e Tabela 04), efeito semelhante ao observado
com o Ca*2 (Fig. 10, 11 e Tabela 04). Por outro lado, o Mg*2 preveniu a hiperpolarizagcao
mitocondrial e a indugdo de ROS, mas reduziu significativamente o metabolismo
mitocondrial, indicando uma possivel inibi¢ao funcional da cadeia respiratéria (Fig. 09,
11 e Tabela 04).

No caso do peptideo D-RR (forma D-enantibmera de RR), os resultados foram
distintos. Tanto o K* quanto o Na* protegeram as células contra a hiperpolarizagcao
mitocondrial e a producdo de ROS, acompanhados por reducao da atividade das NADH
desidrogenases (Figs. 14, 15, 18 e Tabela 05). O Mg*2 apresentou comportamento
semelhante, exceto pela indugdo de ROS apds 10 min de interagdo com o peptideo (Fig.
16 e 18). Ja o Ca*2 promoveu protegao contra a hiperpolarizagdo, mas foi associado a
um aumento expressivo de ROS e a diminuigdo do metabolismo mitocondrial (Fig. 17,
18 e Tabela 05), evidenciando que esse ion pode exercer um papel ambiguo, atuando

tanto como protetor estrutural quanto como indutor de estresse oxidativo.
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Nas células de C. albicans tratadas com o peptideo WR, os ions K* e Na*
apresentaram efeitos similares, bloqueando a hiperpolarizacdo mitocondrial, mas com
inducdo de ROS apds 10 min de interacédo (Figs. 21, 22, 25 e Tabela 06). Ambos,
contudo, promoveram um expressivo aumento da atividade mitocondrial, possivelmente
como resposta adaptativa ao estresse oxidativo. O Mg*2 manteve o0 mesmo padrao
observado para RR e D-RR, prevenindo tanto a hiperpolarizacdo quanto a produg¢ao de
ROS, embora reduzisse o metabolismo mitocondrial (Figs. 23, 25 e Tabela 06). Ja o
Ca*2, apesar de bloquear a hiperpolarizagdo mitocondrial, foi associado a indugéo
significativa de ROS e aumento acentuado da atividade das NADH desidrogenases
(Figs. 24, 25 e Tabela 06), sugerindo uma ativagcao metabodlica compensatoria associada
ao aumento do acoplamento energético.

No estudo de Iwai et al. (2002) observaram que a incubag¢ao de mitocondrias de
células de mamiferos, com diferentes concentracdes de cloreto de sédio ou lactato de
sodio in vitro resultou em despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial e
reducdo da capacidade de geracao de ATP, indicando uma interferéncia direta do Na*
na bioenergética mitocondrial. Estudos recentes demonstram em células de mamiferos,
especialmente cardiomiocitos, que o ion Na*® desempenha papel relevante na
manutencdo do potencial de membrana mitocondrial, sendo responsavel por
aproximadamente 30% a 50% do gradiente eletroquimico sob determinadas condi¢des
fisioldgicas. Essa regulacao é mediada principalmente pela troca sédio-préton (Na*/H")
associada ao complexo |, mecanismo essencial para preservar a estabilidade do
gradiente de carga necessario a sintese de ATP. No entanto, o acumulo excessivo de
Na* intracelular exerce efeito deletério sobre a fungdo mitocondrial em fagdcitos
mononucleares, promovendo a despolarizagdo da membrana, a redugao na producao
de ATP e o aumento do estresse oxidativo. Esses eventos refletem um desequilibrio
ibnico que compromete a integridade mitocondrial e pode contribuir para a ativacéo de
vias de morte celular dependentes de disfungédo bioenergética (GEISBERGER et al.,
2021).

Liu et al. (2019) demonstraram, em nivel celular, que o Mg*2 exerce um papel
fundamental na restauracdo da fungdo mitocondrial, promovendo o aumento da
producao de ATP, a redugédo de ROS mitocondriais, a diminui¢do da sobrecarga de Ca*2
e a repolarizacio do potencial de membrana mitocondrial em células de mamiferos com
disfungdo diastolica cardiaca. Esses resultados indicam que o Mg*2 atua como um
modulador essencial da homeostase mitocondrial, favorecendo o equilibrio

bioenergético e reduzindo o estresse oxidativo. De acordo com Cazzola et al. (2024),
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essa agao protetora esta relacionada principalmente a capacidade do Mg*z de preservar
a integridade funcional da mitocéndria, reforgar os sistemas antioxidantes celulares e
atuar como antagonista fisioldgico do Ca*2, prevenindo assim a disfungao mitocondrial
induzida por sobrecarga idnica.

Esses resultados dialogam com o estudo de Yun e Lee (2016), que demonstrou
que a cecropina A, um peptideo antimicrobiano isolado da mariposa Hyalophora
cecropia, promove movimentos idnicos desregulados, incluindo acumulo intracelular de
Ca*2 e efluxo de K*, levando ao desequilibrio idnico e a indugdo de apoptose em C.
albicans.

De forma complementar, Perez-Vazquez, Saavedra-Molina e Uribe (2003)
mostraram que a adigdo exdgena de Ca*z a mitocdndrias de leveduras estimula de duas
a trés vezes a oxidagcdo de NADH externo, indicando aumento do acoplamento
energético. Esse efeito foi atribuido a regulacéo diferencial do poro de permeabilidade
mitocondrial (PTP), uma vez que, em leveduras, o poro ndo especifico da membrana
mitocondrial interna € inibido pelo Ca*2 extramitocondrial, diferentemente do observado
em mitocéndrias de mamiferos.

Outra diferenga importante entre os dois modelos é que, enquanto as mitocéndrias
de células de mamiferos mantém-se constantemente ativas na producéo de energia, as
leveduras glicoliticas apresentam baixa respiragdo mitocondrial durante o crescimento
em condicdes de alta disponibilidade de glicose. Nessas circunstancias, a glicélise € a
principal via de obtencéo de energia, e a respiragao oxidativa € utilizada principalmente
em fungdes ndo energéticas, como a remogao de subprodutos metabdlicos e o controle
do pH intracelular (ADAM-VIZI E CHINOPOULOQOS, 2006).

Contudo, quando um programa de morte celular regulada é ativado, as
mitocéndrias de levedura tornam-se rigidamente acopladas, e sua capacidade maxima
de transporte de elétrons é intensificada, resultando em uma alta taxa de producao de
ROS na regido intermediaria da cadeia respiratoria (ciclo Q). Esse comportamento
reforgca a hipotese de que, em leveduras, a ativagdo mitocondrial durante a morte celular
esta intimamente associada a geracao de ROS e a modulagao ibnica, eventos também
observados no presente trabalho (SINO et al., 2007).

De modo geral, os resultados obtidos neste estudo reforgam a hipotese de que a
mitocondria atua como um alvo funcional e regulador do processo de morte celular
induzido pelos peptideos bioinspirados, sendo sua resposta modulada de forma
significativa pelo microambiente ibnico. A presenga de cations monovalentes e

divalentes mostrou-se determinante na manutencado ou desestabilizacdo do Aywm,
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influenciando diretamente a producao de ROS e a atividade metabdlica dependente de
NADH. Em particular, o K* demonstrou um papel citoprotetor consistente, associado ao
bloqueio da hiperpolarizagdo mitocondrial e a preservagao da homeostase redox (Figs.
07,14 e 21), enquanto o Ca*2 e o Na* apresentaram efeitos bifasicos, atuando ora como
protetores, ora como potencializadores do estresse oxidativo, dependendo do peptideo
e do tempo de exposicao (Figs. 08, 10, 11, 15, 17, 18, 22 e 24, ). O Mg*2, por sua vez,
emergiu como um modulador negativo do metabolismo mitocondrial, atenuando tanto a
atividade enzimatica quanto a geragdo de ROS, sugerindo uma fungéo regulatéria na
contencéao de respostas mitocondriais exacerbadas (Fig. 09, 11, 16, 18, 23, 25 e Tabelas
04, 05 e 06).

Esses achados indicam que a modulacdo da morte celular por peptideos
bioinspirados ndo € um evento unidimensional, mas sim um processo multifatorial, no
qual os fluxos i6nicos e o estado bioenergético da mitocéndria determinam o limiar entre
sobrevivéncia e morte. Assim, a interacdo entre peptideos catibnicos e ions
intracelulares pode ser interpretada como um mecanismo dinamico de ajuste fisioldgico,
no qual a mitocondria integra sinais eletroquimicos, metabdlicos e redox para decidir o
destino celular. Em conjunto, os resultados contribuem para uma compreensao mais
aprofundada da morte celular regulada em leveduras, oferecendo novas perspectivas
sobre os papéis bioenergéticos e estruturais dos ions na sinalizagdo mitocondrial e na

acao seletiva de peptideos antimicrobianos bioinspirados.

5.2 Inibicao do complexo IV pela azida sédica e sua influéncia sobre os efeitos
mitocondriais induzidos pelos peptideos bioinspirados

A mitocbndria desempenha um papel central tanto na geragdo de energia quanto
na regulacao dos processos de morte celular, além de ser a principal fonte intracelular
de ROS. Sua fungéo bioenergética depende da CTE, formada pelos complexos | (NADH-
ubiquinona oxidorredutase), Il (ubiquinona—citocromo ¢ oxidorredutase) e IV (citocromo
c oxidase), que realizam a transferéncia sequencial de elétrons e o bombeamento de
prétons através da membrana mitocondrial interna, estabelecendo o potencial de
membrana necessario para a sintese de ATP. O Complexo Il (succinato-desidrogenase),
embora ndo bombeie prétons, contribui para a CTE ao transferir elétrons para a
ubiquinona, integrando o metabolismo energético mitocondrial (BLASCO; CHAPUIS;
GIORDANI, 1981; HARVEY; HARDY; ASHFORD, 1999).

No presente estudo, foi utilizada a azida sdédica, um inibidor classico da citocromo

c oxidase (Complexo IV) da CTE mitocondrial. A agdo da azida sddica bloqueia a
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transferéncia final de elétrons ao oxigénio molecular, interrompendo a fosforilagdo
oxidativa e, consequentemente, a produgédo de ATP, levando a supressao imediata da
respiragdao mitocondrial (TSUBAKI e YOSHIKAWA, 1993). O objetivo foi avaliar tanto a
toxicidade intrinseca do composto sobre células fungicas quanto seu potencial efeito
protetor frente a morte celular induzida pelos peptideos bioinspirados.

Os resultados demonstraram que a concentragdo de 1 mM de azida sodica
diminuiu a intensidade do vermelho da sonda JC-1 assim como o tratamento com Triton-
X 100 em C. albicans e C. Tropicalis (Fig. 30), mas promoveu um incremento gradual e
significativo na atividade metabdlica mitocondrial, conforme evidenciado pelos ensaios
de desidrogenases dependentes de NADH (Figs. 31 e 32). Nos ensaios de viabilidade
celular, em que a azida sodica foi incubada apds a exposicao aos peptideos, e observou-
se que, em C. tropicalis, a protecao conferida pelo inibidor decaiu progressivamente com
o aumento do tempo de incubagdo com RR e D-RR (Figs. 27 e 28). Em contraste, em
C. albicans, a protegao foi observada apenas quando a azida sddica foi adicionada 5
min apos a exposicao ao peptideo WR (Fig. 29), em tempos posteriores, a protecao
decai. Esses achados indicam que a inibicdo do complexo IV é mais eficaz quando
ocorre nos estagios iniciais da interagdo peptideo-célula, sugerindo que eventos
mitocondriais criticos sao rapidamente estabelecidos apds o contato com os peptideos
bioinspirados.

Embora reconhecida principalmente como um inibidor classico do citocromo ¢
oxidase (Complexo IV), a azida sdédica também inibe de forma eficiente a catalase,
enzima essencial para a decomposi¢cao do peroxido de hidrogénio (H,O,) em agua e
oxigénio. A inibicao da catalase compromete a detoxificacdo do H,0O,, favorecendo seu
acumulo intracelular e, consequentemente, o aumento de ROS. Esse H,0, acumulado
pode alimentar reacbes em cadeia que geram radicais altamente reativos, amplificando
o dano oxidativo a lipidios, proteinas e DNA (GARG; POORNIMA; RAJYAGURU, 2020).

A producdo de ROS em fungos esta intimamente associada ao metabolismo
mitocondrial, especialmente a atividade das NADH-desidrogenases da cadeia
respiratoria. Em Saccharomyces cerevisiae e outros fungos, o acumulo de NADH e a
hiper-reducao dos complexos | e Il favorecem o escape de elétrons para o oxigénio,
gerando superoxido e desencadeando respostas de estresse oxidativo (JEZEK;
HLAVATA, 2009). As NADH-desidrogenases alternativas (NDH2), amplamente
distribuidas em fungos, modulam esse processo ao permitir a oxidagdo de NADH sem
bombeamento de prétons, reduzindo a pressio redutora sobre a cadeia respiratoria,

embora também possam contribuir para ROS sob condigbes de sobrecarga metabdlica
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(O'DONNELL; HARVEY; MCNEIL, 2011). O excesso de ROS resultante da disfungao
respiratoria desempenha papel central na ativagao de vias de morte celular programada
em fungos, incluindo perda do potencial de membrana mitocondrial, liberacdo de
citocromo c e ativagdo de mecanismos analogos a apoptose (PERRONE; TAN; DAWES,
2008; POZNIAKOVSKY et al., 2005).

O efeito protetor transitério observado para a azida sodica reforgca que a janela
temporal de exposi¢cao € determinante para a prevengao da morte celular. Isso indica
que eventos mitocondriais muito precoces — como a modulagdo do potencial de
membrana e o acumulo inicial de ROS — constituem etapas criticas no
desencadeamento da morte celular regulada induzida pelos peptideos RR, D-RR em C.
tropicalis e WR em C. albicans.

Quanto ao metabolismo mitocondrial elevado, quanto maior a atividade das NAD-
desidrogenases intensifica o fluxo de elétrons para a cadeia respiratoria, promovendo
hiper-reducao dos complexos | e lll. Esse estado favorece o vazamento eletrbnico e,
portanto, a producdo de ROS. Assim, a intensificacdo da oxidacdo de NADH esta
diretamente associada ao aumento do estresse oxidativo mitocondrial, sobretudo sob
condicdes de hiperpolarizacdo do potencial de membrana e saturacao funcional da
cadeia transportadora de elétrons. Esse conjunto de evidéncias reforca que a disfungao
mitocondrial inicial e o desequilibrio redox constituem pontos de inflexdo decisivos na
progressdo para morte celular regulada nos fungos expostos aos peptideos

bioinspirados.

6. CONCLUSAO
Compreender o envolvimento mitocondrial na morte celular induzida pelos

peptideos bioinspirados € essencial para elucidar seus mecanismos de agao e fortalecer
seu potencial como novos agentes antifungicos. A presente pesquisa buscou aprofundar
essa compreensdo, explorando o papel do potencial de membrana, de ROS e do
balango i6nico na modulagdo da morte celular em fungos do género Candida,
contribuindo para o avanco do conhecimento sobre terapias antimicrobianas baseadas
em AMPs. Os resultados demonstram que os peptideos RR, D-RR e WR desencadeiam
uma disfungdo mitocondrial rapida em C. fropicalis e C. albicans, evidenciada pela
hiperpolarizagao do Awym e pelo aumento da atividade das NAD-desidrogenases, ambos
indicadores de estresse bioenergético precoce. A modulacédo desses efeitos por ions
revela que o desequilibrio ibnico inicial € um determinante para a progressao da morte
celular regulada: enquanto Na*, Mg*? e Ca*? reverteram a hiperpolarizagdo e o

encolhimento celular, o K* — embora eficaz na restauragao morfolégica — manteve o



2272
2273
2274
2275
2276
22717
2278
2279
2280
2281
2282
2283
2284
2285
2286
2287

2288
2289

2290
2291

2292
2293
2294

2295
2296
2297

2298
2299
2300

2301
2302
2303

2304
2305
2306

2307
2308
2309

69

metabolismo mitocondrial elevado, reforcando seu papel singular na fisiologia dessas
leveduras. As anadlises de ROS indicam que as espécies produzidas ndo séao
predominantemente de origem mitocondrial, sugerindo vias oxidativas alternativas na
citotoxicidade dos peptideos.

Além disso, os experimentos com azida sédica revelam que a inibigado do complexo
IV é mais eficaz quando ocorre nos estagios iniciais da interagdo peptideo—célula,
indicando que eventos mitocondriais criticos sdo estabelecidos rapidamente apds a
exposicao. O efeito protetor transitério da azida sédica destaca o tempo de exposigao
como um fator decisivo para impedir a morte celular, sugerindo que alteragbes precoces
— como a modulacdo do potencial de membrana e o acumulo inicial de ROS —

constituem pontos de nao retorno na ativagao da morte celular regulada.
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