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RESUMO 

 

Proteínas semelhantes a osmotina e taumatina (OLPs e TLPs) têm sido relacionadas 

à defesa de planta porque são induzidas em resposta a diferentes estresses bióticos 

e abióticos. No presente trabalho, várias OLPs e TLPs foram prospectadas para 

identificação de peptídeos antimicrobianos por análises de bioinformática, os quais 

foram sintetizados, caracterizados e suas atividades e mecanismos de ação testados 

contra alguns fungos fitopatogênicos, bactérias e leveduras. Quatro peptídeos foram 

selecionados considerando alguns parâmetros químicos (GDCKATSC, 

CPRALKVPGGCN, IVGQCPAKLKA e CAADIVGQCPAKLK). Os ensaios 

antimicrobianos mostraram que os peptídeos não conseguiram inibir o crescimento 

micelial de fungos fitopatogênicos e não afetaram o crescimento celular bacteriano. 

Atividade biológica significativa foi encontrada apenas para dois peptídeos 

(CPRALKVPGGCN e CAADIVGQCPAKLK) contra Candida albicans e 

Saccharomyces cerevisiae. Os ensaios de fluorescência e microscopia eletrônica de 

varredura mostraram que o peptídeo CAADIVGQCPAKLK não alterou a integridade 

da membrana da levedura. No entanto, foi capaz de induzir a produção de espécies 

reativas de oxigênio e apoptose. A análise de docking molecular mostrou que o 

peptídeo CAADIVGQCPAKLK interagiu com uma energia de ligação muito baixa com 

um receptor da membrana plasmática específico de C. albicans e S. cerevisiae, o qual 

tem sido descrito por promover a indução da apoptose. Os resultados indicam que o 

peptídeo CAADIVGQCPAKLK pode ser um bom candidato para o desenvolvimento 

de um agente antimicrobiano específico contra o patógeno C. albicans. 

 

Palavras-chave: Candida albicans. Osmotina. Taumatina. Peptídeo antimicrobiano. 

Fitopatógenos. Leveduras 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Osmotin- and thaumatin-like proteins (OLPs and TLPs) have been related to plant 

defense because they are induced in response to different biotic and abiotic stresses. 

In the present work, several OLPs and TLPs were prospected to the identification of 

antimicrobial peptides by bioinformatic analyses, which were further synthesized, 

characterized, and their activities and action mechanisms assayed against some 

phytopathogenic fungi, bacteria and yeasts. Four peptides were selected considering 

some chemical parameters (GDCKATSC, CPRALKVPGGCN, IVGQCPAKLKA, and 

CAADIVGQCPAKLK). Antimicrobial assays showed that the peptides were not able to 

inhibit the mycelia growth of phytopathogenic fungi as well as they did not affect the 

bacterial cell growth. Significant biological activity was found only for two peptides 

(CPRALKVPGGCN and CAADIVGQCPAKLK) against Candida albicans and 

Saccharomyces cerevisiae. Fluorescence and scanning electron microscopy assays 

demonstrated the peptide CAADIVGQCPAKLK did not alter yeast membrane integrity. 

However, it was able to induce the production of reactive oxygen species and 

apoptosis. Molecular docking analysis showed that the peptide CAADIVGQCPAKLK 

interacted with a very low binding affinity energy with a specific plasma membrane 

receptor of C. albicans and S. cerevisiae, which have been described to promote the 

induction of apoptosis. The results indicate that peptide CAADIVGQCPAKLK can be a 

good candidate for the development of a specific antimicrobial agent against the 

pathogen C. albicans. 

 

Keyword: Candida albicans. Osmotin. Taumatin. Antimicrobial peptide. 

Phytopathogens. Yeast 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Defesa Vegetal 

 

As plantas, assim como outros organismos, estão expostos a estresses 

ambientais.  Devido a estas pressões bióticas e abióticas, são capazes de ativar vários 

mecanismos de defesa, como síntese de proteínas de respostas sistêmicas, reações 

de hipersensibilidade, além da produção de peptídeos antimicrobianos (TIFFIN; 

MOELLER, 2016). Estes mecanismos de defesa surgem devido a padrões 

moleculares associados à patógenos (PAMPs) provenientes de bactérias, vírus, 

fungos e insetos. Dentre as proteínas de defesa, podemos destacar as osmotinas, que 

pertencem ao grupo de proteínas relacionadas à patogênese - PR-5 (FREITAS,et al., 

2011). 

 Como relatado anteriormente, esta exposição das plantas à pragas ou 

patógenos ocasionam mudanças fisiológicas ou bioquímicas, refletindo em seu 

desenvolvimento. Não obstante, os fatores abióticos, como temperatura excessiva, 

estresse hídrico e salino, deficiência de nutrientes e radiação ultravioleta, entre outros, 

também podem influenciar diretamente na susceptibilidade das plantas a diferentes 

doenças. Portanto, para a sobrevivência das plantas, diferentes mecanismos 

evolutivos propiciaram o desenvolvimento de respostas contra as mais variadas 

adiversidades bióticas e abióticas (DOS SANTOS SOARES, 2007). 

 Plantas adquiriram o reconhecimento de padrões moleculares conservados 

de patógenos através de receptores de reconhecimento de padrões localizados na 

superfície celular (BERENS, et al., 2017). Assim, como um mecanismo de resposta, 

as plantas mudam a constituição de seus componentes moleculares. Muitas dessas 

alterações estão relacionadas com a defesa (DOS SANTOS SOARES, 2007).  

 Por outro lado, a pesquisa sobre defesa vegetal assume um sentido bem mais 

abrangente a partir do momento em que a resistência a patógenos é muito complexa, 

possuindo ação conjunta de diversos fatores e não se restringindo a apenas um 

componente isolado.  Existem dois tipos de mecanismos de defesa: defesas 

constitutivas ou pré-existentes e as induzidas (DOS SANTOS SOARES, 2007). 

Componentes como tricomas, lignina, espinhos e domácias são estruturas físicas que 

dificultam o acesso de patógenos e, assim como compostos químicos presentes na 

planta, perfazem a defesa constitutiva. Por outro lado, a defesa induzida abrange 
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qualquer mudança fisiológica, estrutural ou química resultante do ataque de 

patógenos, ou seja, há uma ativação dos mecanismos de defesa ocasionado pelo 

reconhecimento do invasor (PREZOTO, 2016). 

 Algumas defesas constitutivas podem ter um aumento considerável após o 

ataque de patógenos invasores. Desde que não ocasione um enorme gasto de 

energia para a planta, isto poderá ser um fator de relevância na defesa do vegetal. 

Após a detecção de patógenos invasores, as plantas induzem a ativação de vários 

mecanismos de defesa, que incluem a produção de substâncias tóxicas, entre elas 

metabólitos secundários e proteínas relacionadas a patogênese. Por outro lado, a 

indução destes mecanismos ocorre com o gasto excessivo de nutrientes e energia, 

que poderiam ser utilizados para o desenvolvimento natural da planta (CHEN, 2008). 

Entre as espécies vegetais, os mecanismos de defesa são muito complexos e 

variados, por que diferentes espécies crescem em diferentes ambientes. No que se 

refere ao ataque de patógenos, dentro da mesma espécie podem ocorrer diferentes 

tipos de ataques, pois irá depender de qual tipo de tecido e qual estágio de 

desenvolvimento da planta está ocorrendo a agressão (FERREIRA, et al., 2007). 

Devido ao grande número de organismos que atacam plantas, podemos ter a 

idéia da complexidade e diversidade de mecanismos de defesa existentes nas plantas 

contra esses invasores. Em plantas que sofreram ataques foram caracterizadas como 

moléculas defensivas: metabólitos secundários, inibidores de enzimas digestivas, 

proteases, lectinas e aminoácidos não proteicos (CHEN, 2008).   

Hoje existem vários modelos para explicar a base da resistência das plantas 

contra invasores. O reconhecimento de agentes patogênicos pode ser mediado de 

forma específica entre uma planta e espécies patogênicas ou em uma interação gene 

para gene entre uma cultivar de planta particular e uma espécie de patógeno. Neste 

caso, o alto grau de especificidade indica coevolução (MITHOFER, 2008). Assim, é 

conhecido que a resistência a doenças ocorre com uma interação tipo receptor/ligante, 

ou seja, a imunidade das plantas depende da percepção de alguns sinais químicos 

peculiares: os elicitores.  

Os elicitores são moléculas ou agentes de origem biótica ou abiótica capazes 

de induzir qualquer resposta de defesa nas plantas. Existem vários tipos de elicitores, 

tais como: oligossacarídeos, glicoproteínas, oligopeptídeos, ácidos graxos e outros. 

Esta enorme variedade mostra que não existe uma estrutura geral química que 

determine a atividade de um elicitor (SCHWAN-ESTRADA, 2000). Elicitores podem 
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estar presentes nos agentes patogênicos ou são gerados durante a invasão de 

patógenos pelas plantas (DANGL; JONES, 2001).  

Como discutido anteriormente, plantas realizam o reconhecimento de lesões e 

ataques de patógenos, assim como herbívoros, através do reconhecimento de 

padrões moleculares associados ao dano endógeno (DAMPs), padrões moleculares 

associados a herbívoros (HAMPs) e de padrões moleculares associados a micróbios 

(MAMPs) (DURAN-FLORES, 2016). Portanto, para proteger-se e defender-se de 

invasores microbianos ou para iniciar o programa de simbiose, as plantas precisam 

detectar a presença de um micróbio. Desta forma, os (MAMPs) podem ser 

identificados pelos receptores de reconhecimento de padrões, denominados (PRRs). 

Em geral, MAMPs são moléculas que estão presentes nos micróbios, são cruciais 

para o funcionamento da célula microbiana e estão expostos, sendo, dessa maneira, 

acessíveis para os PRR da planta (FESEL, 2016). 

Mesmo que os HAMPs indiquem a presença de um agressor específico, neste 

caso, um herbívoro, a aplicação de DAMPs, HAMPs ou MAMPs, com frequência, ativa 

respostas gerais na célula. A despolarização da membrana, influxos de íons de cálcio, 

estresse oxidativo, ativação da MAPKinase, sinalização octadecanóide no nível 

molecular, expressão de inibidores da digestão, modificações da parede celular e 

outras defesas gerais no nível fenotípico constituem respostas gerais (DURAN-

FLORES, 2016; ACEVEDO, 2015). Vale ressaltar que um dos MAMPs bacterianos 

bem caracterizados é a flagelina, um componente do flagelo que atua como um elicitor 

proteico de respostas de defesa (FELIX et al., 1999). Outros componentes a serem 

considerados são constituintes da parede celular como lipopolissacarídeos e 

peptidoglicano.  

Por outro lado, a maioria dos estudos sobre elicitores derivados de fungos estão 

focados na quitina. Mesmo que a quitina represente apenas uma percentagem 

bastante baixa da massa total da parede celular, este polímero estimula uma forte 

resposta na planta. Na maioria dos fungos, o polissacarídeo da parede celular mais 

abundante é o β-glucano, um elicitor bem caracterizado em sistemas de fungos-

animais, mas também em sistemas de plantas-oomicetos (FESEL, 2016; ERBS, 2003; 

GUST, 2007; BOWMAN, 2006; BROWN, 2001). 

A parede celular funciona como uma barreira estrutural. Todavia, essa 

parede celular pode ser violada por enzimas líticas segregadas por organismos 

patogênicos e também por danos mecânicos, gerando assim, moléculas que 
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funcionam como elicitores endógenos ou DAMPs. Funcionando como sinais de perigo 

para ativar a resposta imune, os DAMPs, no geral, aparecem no apoplasto e, de forma 

semelhante aos MAMPs, servem como sinais de risco, ativando, assim, a resposta 

imune (DE LORENZO, 2011). Enzimas que degradam a parede celular da planta 

demonstram serem importantes para patógenos fúngicos que não possuem estrutura 

especializadas de penetração (DE LORENZO, 2011). O estudo da parede celular 

torna-se relevante porque é a primeira barreira contra o ataque de agentes 

patogênicos, e sua degradação torna-se um passo crucial para a patogênese.  

De forma diferente das plantas, nos animais, a ausência de lesão ou 

infecção faz com que os DAMPs desempenhem importantes papéis intracelulares. 

Porém, quando os DAMPs são liberados após o dano celular ou o estresse celular, 

estas moléculas ativam células imunes inatas e recrutam e ativam células 

apresentadoras de antígenos envolvidas na defesa do hospedeiro, assim como na 

reparação de tecidos (KATO, 2015).  

Em uma pesquisa realizada por Shilmiller (2005), um peptídeo de 18 

aminoácidos chamado systemin demonstrou possuir as características típicas dos 

DAMPs. Systemin desencadeia uma resposta de defesa em plantas de tomate 

semelhantes às induzidas por ferimentos mecânicos (SHILMILLER, 2005). Outro 

trabalho, sugere que um peptídeo de 23 aminoácidos (ATPep1) atua como um DAMP. 

Este peptídeo foi isolado de Arabidopsis e induz a alcalinização em culturas de células 

de Arabidopsis, amplificando as respostas geradas por PAMPs (HUFFAKER, 2007).  

Na mesma linha de raciocínio, Cheng (2013) afirma que HAMPs ativam 

reações de defesa e podem incluir substâncias presentes nas secreções orais de 

insetos. Proteínas como glicose oxidase, fosfatase alcalina, volicitina e pectinase na 

saliva do pulgão foram identificados como possíveis HAMPs. Os HAMPs são 

detectados como sinais químicos durante a alimentação dos herbívoros. Segundo 

Truitt, et al., (2004), uma proteína de membrana plasmática que se liga à volicitina foi 

identificada como PRR provável em milho. 
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1.2. Proteínas relacionadas à patogênese (PR proteínas) 

 

 Uma disputa crescente pode ser observada na interação existente entre 

planta-patógeno e pode ser comparada a um tipo de batalha em que as armas são 

proteínas sintetizadas por ambos os organismos (FERREIRA et al., 2007). As 

proteínas utilizadas como armas gradualmente evoluíram devido as pressões 

existentes entre os organismos. O resultado desta “guerra” tem como resultado a 

resistência ocasionada muitas vezes por mutações gradativas. Uma compreensão 

detalhada dos eventos moleculares que ocorrem durante uma interação planta-

patógeno será um objetivo essencial para o controle de doenças no futuro ( 

FERREIRA et al., 2007).  

Como relatado anteriormente, existe uma ampla gama de mescanismos de 

resistências que as plantas exibem podendo ser agrupados em constitutíveis e 

induzíveis. Estes mecanismos podem variar e podem ser denominados de 

morfológicos ou químicos e podem está envolvidos na produção de espécies reativas 

de oxigênio (DOS SANTOS SOARES, 2007). Na mesma linha de raciocínio, a maioria 

desses mecanismos atua de maneira defensiva exibindo um papel passivo. Todavia, 

alguns destes mecanismos de defesa são altamente ativos contra agentes 

patogênicos, usando como principais alvos a parede celular e a membrana 

plasmática. Estes mecanismos de defesa envolvem proteínas de respostas sistêmicas 

e hipersensibilidade (TIFFIN; MOELLER, 2016), surgindo devido à exposição a 

agentes como bactérias, vírus, fungos e insetos (FREITAS, et al., 2011).  

Dentre estas proteínas que são induzidas por estresses bióticos e abióticos 

podemos destacar as proteínas relacionadas à patogênese (PR-proteínas). 

Geralmente, o hospedeiro torna-se resistente ao ataque patogênico subsequente. É 

sabido que as PR-proteínas podem migrar para regiões distantes da infecção, desta 

forma, as plantas podem impedir a disseminação do patógeno (LINTHORST; VAN 

LOON, 1991). 

As proteínas relaciondas a patogênese constituem uma classe de proteínas 

relativamente nova e também incluem algumas famílias de peptídeos. Estes peptídeos 

estão relacionados a patogênese e podem ser classificados em inibidores de 

proteinases pertencentes a família PR-6, tioninas petencentes a família PR-13, 

defensinas pertencentes a família PR-12 e também proteínas responsáveis pela 

transferência de lipídeos (SELS et al., 2008). 
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As PR proteínas são classificadas em 17 famílias e são numeradas de acordo 

com a ordem de descobrimento, assim como pela atividade biológica (tabela 1). A 

indução da maioria destas proteínas ocorre através da ação dos compostos de 

sinalização como etileno, ácido jasmônico e ácido salicílico. Mesmo possuindo um 

importante papel na defesa vegetal, quando são expressas em plantas transgênicas, 

elas são eficazes em reduzir várias doenças (VAN LOON; REP; PIETERSE; 2006). 

É conhecido que as PR proteínas, em alguns casos, possuem atividade 

anticongelante (DALEN, et al., 2015) e são induzidas durante ferimento e estresse 

(FREITAS, et al., 2011). Todavia, um número bastante elevado de proteínas PR-like 

em frutas e vegetais podem em alguns casos provocar alergia na espécie humana 

(HOFFMANN-SOMMERGRUBER, 2002).  
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Tabela 01. Classificação das proteínas relacionadas à patogênese (PR).  

     

Família Membro Tamanho 

(kDa) 

Propriedades 

PR-1 Tabaco PR-1a 15 Antifúngica 

PR-2 Tabaco PR-2 30 β-1,3-Glucanase 

PR-3 Tabaco P,Q 25-30 
Quitinase (classe 

I,II, IV,V,VI,VII) 

PR-4 
Tabaco R 15-20 Quitinase (classe 

I,II) 

PR-5 Tabaco S 25 Taumatina-like 

PR-6 
Inibidor I de tomate 8 Inibidor de 

protease 

PR-7 Tomate 69 75 Endoproteinase 

PR-8 Quitinase de pepino 28 Quitinase tipo 3 

PR-9 Tabaco 35 Peroxidase 

PR-10 Salsa PR-1 17 Ribonuclease-like 

PR-11 Quitinase tipo V 40 Quitinase tipo I 

PR-12 Ps-AFP 3 Rabanete 5 Defensina 

PR-13 THIS2-1 Arabidopsis 5 Tioninas 

PR-14 Cevada TLP4 9 

Proteínas 

transferidoras de 

lipídios 

PR-15 
Cevada OxOLP 

(germina) 

20 Oxidase Oxalato 

PR-16 
Cevada OxOLP 20 Oxidase-like 

oxalate 

PR-17 Tabaco PRp27 27 Desconhecida 

 

Fonte: SELS, et al. (2008) e SINGH, et al., (2013). 
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1.2.1 Proteínas PR-5 

 

Como relatado anteriormente, em resposta à invasão de patógenos fúngicos 

e bacterianos, assim como outros tipos de sinais, as plantas acumulam uma série de 

proteínas envolvidas na defesa. As proteínas relacionadas à patogênese são 

agrupadas em famílias com base na estrutura primária, características sorológicas e 

enzimáticas e atividades biológicas (MIN, et al., 2004). 

As proteínas relacionadas à patogênese da família PR-5 desempenham 

papéis cruciais no sistema de defesa da planta. As proteínas da família PR-5 também 

são chamadas de proteínas de tipo taumatina (TLPs) devido similaridade de 

seqüência com a proteína taumatina, que é encontrada no fruto de Thaumatococcus 

danielli. As TLPs são polipeptídeos de cerca de 200 resíduos de aminoácidos (WEL e 

LOEVE, 1972; VELAZHAHAN et al., 1999) e várias proteínas PR-5 mostram 

atividadade antifúngica in vitro, no entanto, a função fisiológica exata das proteínas 

PR-5 ainda não foi explorada, por que algumas não apresentam tal atividade (GUO, 

et al., 2016). 

Vários membros do grupo PR-5 do tabaco e outras espécies de plantas 

mostraram atividade in vitro significativa de inibição do crescimento de hifas ou a 

germinação de esporos de várias espécies de fungos (WOLOSHUK et al.,1991; 

KOIWA et al.,1997) provavelmente por um mecanismo de permeabilização da 

membrana.  

AP24, uma proteína de 24 kDa ocasiona a lise de esporângios e inibição de 

crescimento de Phytophthora infestans. Esta proteína foi purificada a partir de plantas 

de tabaco inoculadas com o vírus do mosaico do tabaco (MIN, et al., 2004). Desta 

forma, a AP24 de tabaco, como a AP24 de tomate ocasionaram lise de esporângios 

em concentrações superiores a 40 nM e inibiram severamente o crescimento de hifas 

em concentrações maiores que 400 nM (WOLOSHUK,et al., 1991).  

As PR proteínas, tais como osmotina, zeamatina e taumatina, mostram 

atividades antifúngicas, antimicrobianas e antivirais e são comparáveis entre si 

(ULLAH, et al., 2017). Alguns trabalhos mostraram que a inibição do crescimento 

fúngico por osmotina e zeamantina está interligada à permeabilização da membrana, 

assim como a dissipação do potencial de membrana (RAMOS, et al., 2015). Estas 

proteínas estão presentes em frutas, sementes e no látex, onde desempenham 

atividade antifúngica (NARASIMHAN et al, 2005; FREITAS et al., 2011). 
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1.2.2 Osmotinas 

 

As osmotinas, ou proteínas similares à proteína taumatina, são proteínas 

vegetais que pertencem à família 5 das proteínas relacionadas à patogênese, uma 

família de proteínas de defesa de plantas contra patógenos, também capazes de 

induzir apoptose em leveduras (VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006). Essas proteínas 

foram originalmente identificadas em culturas celulares de tabaco adaptadas à 

salinidade. Alguns trabalhos evidenciam o papel das osmotinas na proteção da planta 

contra patógenos, por inibir o crescimento de fungos através da formação de poros na 

membrana plasmática (ABAD et al., 1996; NARASIMHAN et al., 2001).  

Vale ressaltar, que a estrutura tridimensional das osmotinas é composta 

principalmente por três domínios. O domínio I forma a estrutura principal destas 

proteínas. Se sabe que o domínio I é composto por 11 folhas beta formando uma 

estrutura similar a um sanduíche onde seis folhas betas antiparalelas interagem com 

outras cinco folhas betas. Este domínio é estabilizado por três pontes dissulfeto. O 

domínio II é constituído basicamente por uma α-hélice estabilizada por três pontes 

dissulfeto. O domínio III é compreendido por um longo loop e uma folha beta 

antiparalela, sendo estabilizado por duas pontes dissulfeto (GHOSH; CHAKRABARTI, 

2008). Os mesmos autores detectaram proteínas do tipo osmotina no látex de 

Plumeria rubra, com anticorpos policlonais produzidos contra a osmotina de látex de 

C. procera (CpOsm), por ELISA, Dot Blot, Western Blot e confirmadas por MS/MS.  

Vale destacar que a osmotina também pode induzir fosforilação via AMP em 

miócitos de mamíferos através de receptores de adiponectina (homólgo do receptor 

PHO36). Estas observações experimentais sugerem que a osmotina é capaz de se 

ligar ao receptor da adiponectina em um ambiente celular humano, através da 

ativação do mesmo caminho de sinalização da adiponectina. Em leveduras, a 

osmotina se liga ao receptor PHO36 ocasionando a morte celular programada 

(NARASHIMAN et al., 2005). A atividade da osmotina foi estudada em modelos in vitro 

e in vivo por TRIVEDI et al., (2012). 
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1.3 Peptídeos antimicrobianos 

 

Os peptidos antimicrobianos (AMPs) são pequenas moléculas peptídicas (7-

100 aminoácidos), que propiciam em alguns organismos unicelulares, vantagem a 

competir com outros seres vivos que compartilham seu nicho biológico. É conhecido 

que AMPs fazem também parte do sistema imunológico de organismos multicelulares 

(AGEITOS et al., 2016). Assim, essas moléculas representam armas biológicas que 

evoluíram ao longo de milhões de anos como resultado de uma crescente corrida para 

a sobrevivência entre os organismos. Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) 

representam um grande grupo de compostos endógenos amplamente distribuídos 

(KOSIKOWSKA; LESNER, 2016). AMPs tornaram-se modelo para a descoberta de 

novos fármacos antimicrobianos que poderiam responder ao crescente problema da 

resistência a antibióticos por bactérias e fungos patogênicos. 

Devido ao seu amplo espectro de atividade antibiótica, bem como 

propriedades anti-inflamatórias e imunomoduladoras, todos os AMPs compartilham 

características comuns, como um tamanho pequeno, carga líquida positiva e carater 

hidrofóbico, dentro de uma estrutura linear ou cíclica. AMPs podem inibir o 

crescimento ou apresentar efeito bactericida em concentrações muito baixas (µM), 

algumas vezes por mecanismos não específicos. Além disso, os AMPs podem matar 

bactérias resistentes aos antibióticos, incluindo micróbios insidiosos, como 

Acinetobacter baumannii e Staphylococcus aureus resistente à meticilina (AGEITOS 

et al., 2016; HASSAN et al., 2012). 

Os AMPs podem ser prospectados a partir de sequências de qualquer 

proteína por meio do uso de ferramentas de bioinformática. Posteriormente, utiliza-se 

a técnica de modelagem comparativa ou por homologia, que compreende 4 etapas 

principais: identificação e seleção de moldes a partir de proteínas homólogas, 

alinhamento da sequência alvo com o molde, construção e refinamento de modelos e 

validação dos mesmos (BISHOP et al., 2008). Na área de modelagem molecular, o 

docking possui uma importância excepcional na predição da orientação preferida de 

uma molécula, em relação à outra, para formar um complexo estável que pode resultar 

em atividade específica (BHATTACHARJEE et al., 2017).  

O docking molecular tenta prever a posição, orientação e conformação nativas 

de uma pequena molécula-ligante com um sítio de ligação dentro de uma 

macromolécula alvo, fornecendo a compreensão básica das interações que estão 
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ocorrendo entre o ligante e seu receptor. Outra técnica bastante utilizada é a 

simulação de dinâmica molecular, que é um dos vários extensos protocolos para o 

cálculo de propriedades físicas de moléculas biológicas, especialmente proteínas, que 

auxilia na predição das propriedades essenciais de interesse biológico (KUMAR; 

SURESH; PRIYA, 2015; ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2009). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Estudos têm apontado que osmotinas e taumatinas  são proteínas capazes 

de inibir o crescimento de variados agentes patogênicos. Uma pesquisa com 31 

isolados, representando 18 gêneros de fungos, indicou que a sensibilidade pode ser 

determinada ao nível de gênero, quando a osmotina induziu a lise e germinação de 

esporos em alguns gêneros e outros não. A inibição do crescimento em algumas 

espécies foi correlacionada com a capacidade da osmotina em dissipar o gradiente 

de pH da membrana dos fungos ou alterar sua permeabilidade (ABAD, 1996; 

FREITAS, 2011). Vale ressaltar que neste mesmo estudo, células de Tricoderma 

longibrachiatum foram insensíveis à osmotina após plasmólise, ou seja, os dados 

sugerem que a parede celular pode ser um componente do mecanismo pelo qual 

osmotina permeabiliza a membrana plasmática e mata as células fúngicas (HIGUCHI, 

2016). Em Saccharomyces cerevisiae, a osmotina se liga ao receptor PHO36 na 

membrana plasmática, induzindo a apoptose. 

A apoptose ocorre através de uma via de sinalização RAS2 ativada pela 

interação da osmotina ao receptor PHO36 que é codificado pelo gene ORE20. PHO36 

é uma proteína ainda não cristalizada de 317 aminoácidos (36,3 kDa), que se prevê 

conter sete domínios transmembranas (NARASIMHAN, 2016; GOURLAY, 2006). O 

gene ORE20 (para resistência a osmotina), corresponde ao locus de YOL002c/PHO36 

e codifica uma proteína não caracterizada de 317 aminoácidos (36,3 kDa) (PHO36), 

que se prevê conter sete domínios que atravessam a membrana de Sacharomices 

cerevisiae (Saccharomyces Genome Database), sendo este um aspecto característico 

dos receptores acoplados à proteína G (GPCRs) (NARASIMHAN, 2016).  

Apesar da descoberta da proteína osmotina ser recente, há pouco mais de 

três décadas (SINGH et al., 1987), suas aplicações ainda são limitadas. Seja pela 

baixa disponibilidade da proteína purificada ou pela dificuldade de obtenção de 

osmotina recombinante expressa devido à sua toxicidade ou a propriedades físicas 

intrínsecas a molécula (VIKTOROVA et al., 2012). Além desses fatores, a osmotina 

purificada pode apresentar baixa solubilidade em água (0,6 mg/mL), o que torna seu  

processo de renaturação ainda mais complexo (CAMPOS et al., 2008). 

Atualmente, há uma enorme disponibilidade de antimicóticos, porém, é 

observável, que o tratamento de pacientes com infecções fúngicas sistêmicas ainda 

seja um desafio considerável. Portanto, é urgente o desenvolvimento de novos 
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fármacos antifúngicos. Como relatado na literatura, candidatos antifúngicos 

promissores são novos peptídeos antimicrobianos isolados de proteínas vegetais (DE 

BRUCKER, 2016), evidenciando, assim, a importância do uso de metodologias 

teórico-computacionais e do desenho in silico de sequencias peptídicas curtas. 

Há talgum tempo, se sabe que o processo de descoberta de antibióticos foi 

profundamente alterado pela adoção de métodos computacionais. Estes métodos 

corroboram na prospecção de novas moléculas com maior rapidez, além de custos 

mais baixos. A concepção de fármacos in silico consiste num conjunto de ferramentas 

que ajudam a tomar decisões racionais nas diferentes etapas do processo. Dentre as 

diferentes ferramentas disponíveis, destaca-se a modelagem comparativa, o docking 

molecular, o design de ligantes baseados em fragmentos e a dinâmica molecular 

(ZOETE; GROSDIDIER E MICHIELIN, 2009). 

Se a sequência de aminoácidos contém informação suficiente para especificar 

a estrutura tridimensional de proteínas, é possível o desenvolvimento de um algorítimo 

capaz de predizer a estrutura de uma proteína a partir de sua sequência de 

aminoácidos. Como consequência, surgiram alguns métodos de bioinformática como 

a modelagem computacional que realiza a predição da estrutura secundária, 

reconhecimento de padrão de enovelamento e modelagem por homologia, 

observando que a abordagem in silico minimiza os gastos com reagentes e proteases, 

tornando-se um método de baixo custo na pesquisa inicial em desenvolvimento de 

fármacos (LESK, 2008).  

O trabalho se justifica, a partir do momento em que a escassez de dados 

moleculares a cerca de interações entre ligante e receptor, principalmente entre 

osmotina e PHO36, certamente esconde um grande potencial biotecnológico e 

farmacológico.  Assim, estudos de modelagem computacional e doking molecular 

tomam um caminho considerável para demonstrar determinantes de interação 

molecular das osmotinas e peptídeos sintéticos com o receptor PHO36 de 

Sacharomices cerevisiae e, desta forma, fomentar a descoberta e aplicação de novos 

peptídeos antimicrobianos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo a predição, caracterização, síntese e 

análise da atividade biológica de peptídeos antimicrobianos obtidos a partir das 

seqüências de osmotinas e taumatinas, já reconhecidas por sua atividade contra 

fungos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Obter sequências de osmotinas e taumatinas que apresentem atividade 

antifúngica em bancos de dados; 

 Realizar a predição de peptídeos de acordo com alguns parâmetros, tais como 

taxa total de hidrofobicidade, índice de Boman e carga liquida total; 

 Sintetizar peptídeos para realizar posteriores ensaios biológicos e avaliar o 

efeito deletério dos peptídeos sintéticos sobre esporos e sobre o crescimento 

vegetativo dos fungos Fusarium oxysporum, Colletotricum acutatum, 

Colletotricum gloeosporioides e Alternaria solani; 

 Avaliar o efeito deletério dos peptídeos sintéticos sobre bactérias de interesse 

clínico; 

 Analisar o mecanismo de ação dos peptídeos; 

 Verificar as alterações morfológicas nas espécies de leveduras estudadas 

neste trabalho através da microscopia eletrônica de varredura; 

 Encontrar possível homólogo do receptor PHO36 no gênero Candida; 

 Analisar a interação do peptídeo com os receptores por meio de docking 

molecular. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Busca nos bancos de dados por proteínas taumatinas e osmotinas com 

atividade antifúngica 

 

As sequências das proteínas antifúngicas de taumatinas e de osmotinas foram 

obtidas por uma busca extensiva nas bases de dados Uniprot (http://www.uniprot.org/) 

e PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). As sequências das osmotinas e 

taumatinas foram selecionadas levando em consideração a quantidade de resíduos 

de aminoácidos (acima de 170 resíduos) e a atividade antifúngica já descrita na 

literatura. A taumatina é uma proteína sem atividade antifúngica purificada de 

Thaumatococcus daniellii (WEL; LOEVE, 1972; IYENGAR, 1979) e foi usada como 

controle negativo pois a atividade antifúngica não foi associada a esta proteína 

(KOIWA, 1999). As sequências das proteínas foram alinhadas utilizando banco de 

dados Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Com a finalidade 

de conhecer relações evolutivas das proteínas encontras foi gerada uma árvore 

filogenética das sequências proteicas também utilizando o programa Clustal Omega. 

As seqüências das proteínas maduras foram usadas para calcular suas propriedades 

químicas. O número de resíduos de aminoácidos, a predição do ponto isoelétrico 

teórico (PI) e massa molecular teórica foram previstos pelas ferramentas ExPASy 

(http://web.expasy.org/). As pontes dissulfeto foram preditas usando CYS_REC-

softberry (http://www.softberry.com). 
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4.2 Predição, caracterização, seleção e síntese de peptideos antifúngicos  

 

O servidor on-line C-Pamp (NIARCHOU et al., 2013) foi utilizado para analisar 

e projetar peptídeos antimicrobianos das quinze seqüências obtidas. Entre todas as 

proteínas analisadas por C-pamP (http://bioserver-2.bioacademy.gr/Bioserver/C-

PAmP/), oito foram capazes de produzir peptídeos, onde foram extraídos cento e dez 

peptídeos com até quinze aminoácidos. Foram selecionados quatro peptídeos 

considerando algumas características químicas, tais como taxa total de 

hidrofobicidade (> 37%), carga líquida total (HANCOCK, 1999) (presença de 

aminoácidos carregados positivamente), índice de Boman e índice de probabilidade 

(0,99) C-pamP, que permitem a predição da melhor interação entre os peptídeos 

sintéticos e a membrana celular microbiana. Algumas características químicas dos 

peptídeos, tais como massa molecular, pI, hidrofobicidade e carga líquida total foram 

determinadas usando ferramentas ExPASy (http://web.expasy.org/). O alinhamento 

desses quatro peptídeos sintéticos com suas seqüências de proteínas de origem foi 

feito usando o banco de dados Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). A qualidade estereoquímica dos modelos 

previstos foi avaliada pela análise do plot de Ramachandran. A localização dos 

peptídeos na estrutura tridimensional das proteínas foi visualizada usando o PyMol 

Molecular Graphics System em simulação cartoon. Após a predição, os quatro 

peptídeos foram sintetizados pelo grupo Genone Corporation 

(http://www.genone.com.br/). A pureza de todos os peptideos foi realizada por 

cromatografia em fase reversa (HPLC) e espectrometria de massas MALDI-TOF. 
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4.3 Atividade antimicrobiana 

 

Todos os microorganismos (exceção do gênero Candida) utilizados neste 

trabalho foram obtidos do Laboratório de Ecologia Microbiana e Biotecnologia, 

Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceará, Brasil. Foram preparadas 

diferentes concentrações dos peptídeos sintéticos (62,5 μM, 31,2 μM, 15,6 μM, 7,8 

μM e 3,9 μM) em DMSO 5%, contendo NaCl 0,15 M e filtradas através de membranas 

0,22 μM (Millipore). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos 

no mínimo três vezes. 

 

4.4 Análise estatística 

 

Para o teste de atividade antimicrobiana, as diferenças estatísticas entre os 

grupos foram obtidas a partir da análise de variância ANOVA two-way, seguidos pelos 

testes posteriores de Bonferroni. As análises estatísticas foram realizadas usando o 

software GraphPad Prism versão 5. Os valores de P abaixo de 0,05 foram 

considerados significativos. 

 

4.5 Atividade antifúngica 

 

4.5.1 Inibição da germinação de esporos 

 

Os esporos dos fungos fitopatogênicos (Alternaria solani, Fusarium 

oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum acutatum) foram 

quantificados em uma câmara Neubauer como descrito por Freitas et al., (2011). 

Como descrito acima, diferentes concentrações dos peptídeos sintéticos foram 

preparadas em NaCl 0,15M contendo DMSO 5% e filtradas através de membranas de 

0,22 μM (Millipore). Depois, foram misturados 10 μL de uma suspensão de esporos 

(2x105 células por mL-1 em água) com 10 μL de peptídeos sintéticos e incubados em 

placas estéril reticuladas com polietileno. A germinação dos esporos foi observada 

usando um microscópio de luz após um período de 24 h a 27 ºC. 
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4.5.2 Inibição do crescimento vegetativo 

 

O teste de inibição do crescimento vegetativo dos fungos fitopatogênicos 

(Fusarium oxysporum, Colletotricum acutatum, Colletotricum gloeosporioides e 

Alternaria solani) foi realizado de acordo com Broekaert et al. (1990). Adicionou-se 10 

μL de uma suspensão de esporos (2x 105 mL-1) em microplacas de 96 poços contendo 

90 μL de caldo de levedura Yeast Peptone Dextrose (YPD) (5% v/v) e, após 16 h a 

27ºC, 100 μL de uma solução contendo os peptídeos sintéticos foram adicionados. O 

crescimento fúngico foi monitorado por 48 h, leituras realizadas a cada 12h e a 

turbidimetria foi medida a 620 nm usando um leitor automatizado de microplacas 

(ELx800 Absorbance Microplate Reader, BioTek Customer Care). 

 

4.5.3 Inibição do crescimento dos fungos Candida albicans, Candida krusei,  

Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Saccharomyces cerevisiae 

 

Os fungos Candida albicans (ATCC 10231), Candida krusei (ATCC 6258), 

Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida tropicalis (isolado clínico) foram obtidos 

da coleção de cultura do Laboratório de Patógenos Emergentes e Reemergentes - 

LAPERE, Departamento de Patologia e Medicina Legal, UFC. Sacchromyces 

cerevisiae foi obtida do Laboratório de Ecologia Microbiana e Biotecnologia, 

Departamento de Biologia, UFC. Os ensaios contra Candida albicans e 

Saccharomyces cerevisiae foram avaliados utilizando o método de microdiluição de 

caldo descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com algumas 

modificações. Inóculos (0,5-2,5 x 10³ CFU por mL) foram preparados a partir de 

culturas de 1 dia de idade cultivadas em agar Sabouraud a 30°C no meio caldo 

Sabouraud. Os peptídeos sintéticos foram preparados em concentrações variadas 

descritas anteriormente e dissolvidos em NaCl 0,15 M (controle negativo) contendo 

5% de DMSO. Em seguida, adicionou-se 100 μL de suspensão de leveduras (0,5-2,5 

x 10³ CFU por mL) em placas planas de 96 poços com 50 μL de meio de caldo 

Sabouraud. As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas e o crescimento das 

células de Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae foi monitorado a 620 nm 

utilizando um leitor automatizado de microplacas (Epoch, BioTek). 
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4.6 Atividade antibacteriana 

 

Bactérias gram-positiva (Bacillus subtilis-ATCC 6633 e Staphylococcus 

aureus-ATCC 25923) e bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa-ATCC 

13048, Klebsiela pneumoniae-ATCC 10031, Enterobacter aerogenes-ATCC 13048 e 

Salmonella choleraesuis ATCC 14028) foram cultivadas anteriormente em meio de 

agar nutritivo, transferidas para o caldo Mueller-Hinton e incubadas a 37°C durante 

18-24 h. Depois, foram utilizadas suspensões de células (O.D 620 nm = 0,08 e 0,1), 

contendo 105 x 106 UFC por mL, nos ensaios. Os ensaios foram realizados em placas 

de 96 poços adicionando 100 μL da suspensão celular e 100 μL de peptídeos 

sintéticos em diferentes concentrações como descritas anteriormente. 

  

4.7 Avaliação do mecanismo de ação 

 

4.7.1 Integridade da membrana celular 

 

A permeabilização da membrana celular foi medida por absorção de iodeto de 

propídio (Regente et al., 2014). Candida albicans e células de Saccharomyces 

cerevisiae (0,5-2,5 × 10³ CFU / ml) foram incubadas na presença de PEP 4 (62,5 μM), 

ou em DMSO 5% em NaCl 0,15M (controle negativo) durante 24 horas a 30ºC, para 

avaliar o efeito sobre a integridade da membrana celular. A suspensão de células 

tratadas foi centrifugada a 2000 x g, durante 5 min à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi rejeitado e o sedimento foi homogeneizado em 100 μL de tampão de 

fosfato de sódio (PBS) 50 mM, pH 7,5. O processo foi repetido por 3 vezes para lavar 

a amostra de resíduos e meio de cultura. Após a terceira centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em 30 μL de tampão de 

fosfato de sódio 50 mM, pH 7,5 e, 2 μL de iodeto de propídio foi adicionado para atingir 

a concentração final de 1 μM. A mistura reacional foi incubada a 25°C durante 30 min. 

Uma solução de 5% de DMSO em 0,15 M NaCl foi utilizada como controle negativo. 

A absorção de iodeto de propídio foi observada por microscopia de fluorescência 

(Sistema de Microscopia Olympus, comprimento de onda de excitação 400-500 nm, 

comprimento de onda de emissão 600-700 nm). 
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4.7.2 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

A integridade da membrana celular de Candida albicans e Saccharomyces 

cerevisiae também foi avaliada por microscopia eletrônica de varredura. Após a 

incubação com peptídeos sintéticos, os micro-organismos foram fixados a 4°C durante 

a noite na solução de Karnovsky, que é constituída por 2,5% de glutaraldeído e 4% 

de paraformaldeído em tampão de fosfato de sódio 0,1 M pH 7,4 (KARNOVSKY, 

1965). Após a fixação e lavagens consecutivas no mesmo tampão fixador, as 

amostras foram desidratadas em séries de álcool etílico (10, 30, 50, 70, 90 e 100%, 

durante 10-30 min em cada etapa). As amostras foram secas usando 

hexametildisilazano (HDMS) e afixadas em lamínulas previamente tratados com poli-

L-lisina. As amostras foram metalizadas com ouro e analisadas em Quanta Inspect-

50 EIF Scanning Electron Microscope, utilizando um detector de elétrons secundário 

e aceleração de 20 a 25 kV. 

 

4.7.3 Detecção de ROS e indução de apoptose 

 

A produção de espécies de reativas de oxigênio foi detectada de acordo com 

Dikalov e Harrison et al., (2014). As células de C. albicans e S. cerevisiae (0,5-2,5 × 

10³ CFU por mL) foram incubadas na presença dos peptidos sintéticos durante 24 h a 

30ºC. As suspensões de células tratadas foram centrifugadas a 2.000 x g durante 5 

min a 25ºC, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi homogeneizado em 100 

μL de tampão fosfato de sódio 50 mM, pH 7,5. O processo foi repetido por 3 vezes 

para lavar amostra residual e meio de cultura restante. Após a terceira centrifugação, 

o sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido em 30 μL de tampão de 

fosfato de sódio 50 mM. Depois disso, adicionou-se 10 μl de diacetato de 2,7-

diclorofluoresceína 10 μM (DCFH-DA) à cultura, durante 10 min a 30°C. Em seguida, 

a suspensão celular tratada foi lavada como acima e observada sob microscópio de 

fluorescência (Olympus System BX 60, comprimento de onda de excitação máximo, 

504 nm, comprimento de onda máximo de emissão, 529 nm). As células de C. albicans 

tratadas com os peptídeos sintéticos foram submetidas ao método de 

desoxinuleotídeo transferase (TdT) mediado por TUNEL para avaliar a fragmentação 

do DNA. O teste TUNEL foi realizado usando o kit da promega DeadEnd Colorimetric 

TUNEL System com pequenas modificações. 
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4.8 Ensaios de bioinformática 

 

4.8.1 Identificação do receptor PHO36 no genoma Candida albicans 

 

O gene que codifica o homólogo do receptor PHO36 de Saccharomyces 

cerevisiae em Candida albicans foi recuperado da base de dados NCBI (Centro 

Nacional de Informação sobre Biotecnologia) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) através de 

um BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997). A anotação do 

gene e o cDNA foram obtidos manualmente comparando a sequência identificada com 

o cDNA de PHO36 anotado no GenBank (NCBI) usando BLASTn. O DNA genômico 

deduzido foi traduzido em sequências de aminoácidos utilizando a ferramenta de 

tradução no servidor web ExPASy (http://web.expasy.org/translate) e, em seguida, 

verificou-se contra as proteínas de Candida albicans disponíveis no GenBank usando 

a ferramenta BLASTp. 

 

4.8.2 Modelagem molecular 

  

O modelo tridimensional da cadeia A do receptor de PHO36 de S. cerevisiae 

(código UniProt: IZH2, estirpe ATCC 204508 / S288c) foi realizado por uma 

modelagem comparativa utilizando como estruturas molde a cadeia A dos cristais 

revisados do receptor de adiponectina (Código PDB: 5LXG e 5LWY). O programa de 

modelagem por homologia GalaxyWEB sever (http://galaxy.seoklab.org/) e SWISS-

MODEL (Https://swissmodel.expasy.org/interactive) foram utilizados para gerar os 

modelos. Foi utilizado o programa Macromolecular X-Ray CrystallographySoftware 

para ajustar os ângulos Phi e Psi dos modelos estruturais. Após o ajuste dos ângulos 

dos modelos o programa GalaxyWEB refiner (http://galaxy.seoklab.org/cgi-

bin/submit.cgi?type=REFINE) e o ModRefiner 

(https://zhaglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) algoritmo de refinamento de 

estrutura de proteína em nível atômico foram usados para minimizar a energia dos 

modelos. 

 

 

 

 

http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
https://zhaglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
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4.8.3 Docking molecular 

 

Estudos de docking molecular entre o peptídeo sintético (ligante) e os 

receptores de membrana plasmática de C. albicans e S. cerevisiae foram realizados 

usando os servidores de encaixe proteína-proteína ClusPro 2.0 (KOZAKOV, 2017; 

COMEAU, 2004), AutoDockVina (TROTT; OLSON, 2010) e HADDOCK2.2 Web 

Servidor (VAN ZUNDERT et al., 2016). AutoDockVina tem campo de força para 

múltiplos ligantes e o ClusPro é um servidor específico para realizar interação 

molecular proteína-proteína.  

O servidor web HADDOCK é aplicado para avaliar a interação entre proteína-

proteína, proteína-ácido nucleico, proteína-oligossacarídeo e complexos proteína-

pequena molécula (DE VRIES 2010). O peptídeo IVGQCPAKLKA foi utilizado como 

um tipo de controle negativo porque não apresentou atividade antifúngica. PDBsum 

foi usado para analisar os conteúdos gerais de cada estrutura 3D das moléculas, 

fornecendo diagramas esquemáticos de interações entre os receptores e ligantes 

(LAKKOWSKI, 2001). O software PyMOL foi usado para visualizar a estrutura 

molecular dos modelos. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Predição e síntese dos peptídeos sintéticos  

 

Apenas catorze proteínas semelhantes a taumatina e osmotina depositadas 

nos bancos de dados Uniprot e PDB foram descritas com atividade antifúngica (Tabela 

2). Essas proteínas foram purificadas de diferentes plantas, incluindo Nicotiana 

tabacum, Calotropis procera, Zea mays, Triticum aestivum, Vitis cinerea e Musa 

acuminata, e foram ativas contra vários microorganismos.  

As proteínas foram caracterizadas de acordo com os seguintes parâmetros 

(Tabela 3): ponto isoelétrico, número de resíduos de aminoácidos, quantidade de 

resíduos de cisteínas e massa molecular. Os dados demonstram que as proteínas 

pertencem as classes de proteínas OLPs e TLPs, pois apresentam massa molecular 

cerca de 15-24 kDa, 10 a 16 resíduos de cisteínas, envolvidos em 5 a 8 pontes 

dissulfetos e se apresentam como monômeros (SING et al., 2013). 
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Tabela 02 Proteínas osmotinas e taumatinas com atividade antifúngica disponíveis nos bancos de dados. 

 

Fungos fitopatogênicos: aBiotróficos; bNecrotróficos e cHemibiotróficos. 

*Primeira proteína taumatina descrita e não possui atividade antifúngica
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Tabela 03 Propriedades químicas das proteinas da tabela 2.  

     N° de N°de 

UniProt (N° de 

acesso) 

N° de 

AA** 

pI** Massa 

molecular 

(Da) 

 

Residuos 

de cisteína 

Pontes 

de 

dissulfeto 

P14170 225 7.93 24285.24 16 8 

P25871 230 6.39 25184.18 16 8 

A0A0A6ZJV0 203 8.32 22408.26 16 8 

A0A067XG70 206 8.23 22358.99 16 8 

Q9FSG7 222 4.72 23210.91 16 8 

P13867 206 8.16 22074.71 16 8 

Q9SMH2 221 8.46 23467.45 16 8 

P12670 226 8.33 24224.32 16 8 

P33679 206 8.16 22057.78 16 8 

Q8S4P7 203 7.91 21408.12 16 8 

D3W0X5 219 7.91 23728.44 16 8 

O22322 193 5.07 17476.42 13 6 

A0A0A0YL24 204 8.16 21532.35 16 8 

D9IZY9 174 4.87 15144.70 10 5 

*P02883 207 8.46 22204.04 16 8 

 

 ** A sequência madura das proteínas foi utilizada. O número de resíduos de aminoácidos foi calculado 

usando a ferramenta ProtParam da ExPASy. O pI e a massa molecular foram previstos pela ferramenta 

Compute pI / Mw e as pontes dissulfeto foram preditas usando o CYS_REC-softberry. 

 

Verificou-se no alinhamento de sequências (figura 1) e na árvore filogenética 

das proteínas osmotinas e taumatinas (figura 2), realizados pelo Clustal Omega, que 

existem algumas regiões conservadas oriundas de relações funcionais, estruturais ou 

evolucionárias entre as osmotinas e taumatinas. Assim, regiões conservadas entre 

sequências protéicas das proteínas podem ser utilizadas para desenhar peptídeos 

com atividade antimicrobiana. Todavia, neste trabalho utilizamos outros parâmetros 

para predição de peptídeos antimicrobianos. 
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Figura 01. Alinhamento das sequências protéicas das osmotinas e taumatinas da 

tabela 2. 
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Fonte: Alinhamento realizado pelo software Clustal omega e imagem gerada pelo 

bioedit. 
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Assim, estes dados em conjunto com a matrix de similaridade (Tabela 4) 

confirmam que as catorze sequências de proteínas encontradas são similares entre 

si, apresentando regiões conservadas, e, por isso, possuem acentuada semelhança 

com a taumatina original, que foi identificada em Thaumatococcus daniellii. 

 

Figura 02. Árvore filogenética das proteínas pertencentes aos grupos das osmotinas 

e taumatinas geradas pelo Clustal Omega. 

Fonte: Árvore gerada através do Clustal Omega.
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Tabela 04. Matrix de similaridade (%) entre as sequências proteicas gerada pelo servidor Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).  

 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Posteriormente, estas catorze proteínas foram analisadas pelo servidor C-

PamP e somente oito sequências de proteínas conseguiram produzir peptídeos 

antimicrobianos (acima de 10 mil peptídeos com probabilidade de possuir atividade 

antimicrobiana). Após uma seleção extensiva foram selecionados apenas quatro 

peptídeos do interior destas proteínas. 

Os peptídeos foram selecionados considerando alguns parâmetros químicos, 

como taxa total de hidrofobicidade, carga líquida total (presença de aminoácidos 

carregados positivamente), baixo peso molecular, índice de Boman e score de 

probabilidade C-PamP (acima de 0,99), que permitem realizar a previsão da melhor 

interação entre os peptídeos sintéticos e a membrana celular microbiana (Tabela 05). 

Dentre os quatro peptídeos selecionados, dois pertencem à sequência da 

taumatina I de Thaumatococcus daniellii (CAADIVGQCPAKLK e IVGQCPAKLKA), 

que não tem atividade antifúngica comprovada na literatura. A ausência da atividade 

da taumatina  pode está relacionada com o menor potencial eletronegativo encontrado 

na fenda desta proteína quando comparado com proteínas similares (MIN, 2004). Dois 

outros peptídeos pertencem à sequências das proteínas osmostinas de Castanea 

sativa (GDCKATSC) e Solanum lycopersicum, respectivamente (CPRALKVPGGCN).  

A Figura 3 mostra os quatro peptídeos preditos pelo C-PAmP localizados na 

estrutura tridimensional de suas respectivas proteínas de origem usando o programa 

de visualização Pymol. É importante notar, que os peptídeos estão dispostos na 

superfície das proteínas, indicando que encontram-se em uma região favorável das 

proteínas para interagir com outras moléculas.  
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Table 05. Parâmetros químicos dos quatro peptídeos selecionados neste estudo. 
 

 

* A massa experimental foi determinada por espectrometria de massas. 

 

 

 

 

 

 

 

UniProt 

(código 

de 

acesso) 

C-pamp 

(código) 

Sequência de AA N° de 

resí-

duos 

C-pamp 

(probabilida

-de) 

Taxa de 

hidrofobicidade 

 

Carga Índice de 

Boman 

pI Massa 

predita 
Massa 

experim

ental* 

 

Q9SMH2 

 

345 

 

G D C K A T S C 

 

8 

 

0.9932 

 

62% 

 

+1 

 

0.29 

 

5.82 

 

783.87 

 

783.64 

P12670 1955 C P R A L K V P G G C N 12 0.9962 41% +2 0.99 8.96 1214.47 1214.39 

P02883 331 I V G Q C P A K L K A 11 0.9957 54% +2 0.28 9.31 1127.41 1127.37 

P02883 651 C A A D I V G Q C P A K L K 14 0.9952 57% +1 0.18 8.05 1416.72 1416.56 
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Figura 03. Visualização dos peptídeos antimicrobianos (em vermelho) preditos pelo 
banco de dados C-PamP em suas respectivas proteínas. 
 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. (A) taumatina-like de Castanea sativa (Q9SMH2; (B) 

Osmotina-like de Solanum lycopersicum (P12670) e (C,D) taumatina de 

Thaumatococcus daniellii (P02883). 
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Após a predição, os peptídeos foram sintetizados. A determinação da pureza 

dos peptídeos identificados como PEP1, PEP2, PEP3 e PEP4 foi determinada por 

cromatografia líquida de fase reversa de alto desempenho (figura 4). Os 

cromatogramas demonstraram a ocorrência de apenas um único pico e que houve um 

grau de pureza bastante satisfatório, que foi estimada em > 95%.  

 A pureza, massa molecular e a sequência dos peptídeos também foram 

determinadas por espectrometria de massas (Figura 4). A massa molecular 

experimental gerada pela Matrix-Assisted Laser Desorption / Ionization Mass 

Spectrometry (MALDI-MS) foi compatível com a massa molecular e sequencia 

prevista pela ferramenta ExPASy-Compute PI / Mw tool (Tabela 5). 
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Figura 04. Determinação da pureza dos peptídeos sintéticos por cromatografia líquida de fase reversa de alta performance (inserida) 

e espectrometria de massa (MALDI-TOF). 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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5.2 Análise antimicrobiana 

 

Os testes antimicrobianos mostraram que os peptídeos na concentração de 

62,5 μM não conseguiram inibir o crescimento micelial dos fungos F. oxysporum, C. 

gloeosporioides, A. solani e C. acutatum (Figura 5). Atividade biológica significativa foi 

encontrada em PEP4 (CAADIVGQCPAKLK) e PEP2 (CPRALKVPGGCN) contra 

Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae (figura 6). Na concentração de 62,5 

μM, os peptídeos selecionados não inibiram o crescimento celular bacteriano de P. 

aeruginosa, K. pneumoniae, S. aureus. B. subtilis, S. enterica E. aerogenes (figura 7). 

 

Figura 05. Efeito dos peptídeos sintéticos PEP1, PEP2, PEP3 e PEP4 sobre os fungos 

Fusarium oxysporum, Colletotricum acutatum, Colletotricum gloeosporioides e 

Alternaria solani. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. Análise estatística foi realizada usando ANOVA  e o teste 

de Bonferroni posttests foi utilizado para a suscetibilidade antifúngica testada nos 

experimentos.*Diferenças estatisticamente significantes (p < 0.05). 
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Figura 06. Efeito dos peptídeos sintéticos PEP1, PEP2, PEP3 e PEP4 sobre Candida 
krusei, Candida tropicalis, Candida albicans e Candida parapsilosis. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. Análise estatística foi realizada usando ANOVA  e o teste 

de Bonferroni posttests foi utilizado para a suscetibilidade antifúngica testada nos 

experimentos.*Diferenças estatisticamente significantes (p < 0.05).  
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Figura 07. Atividade inibitória do crescimento celular bacteriano induzida pelos 

peptídeos PEP1, PEP2, PEP3, e PEP4.  
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Fonte: Elaborada pelo autor. Análise estatística foi realizada usando ANOVA  e o teste 
de Bonferroni posttests foi utilizado para a suscetibilidade antibacteriana testada nos 
experimentos.*Diferenças estatisticamente significantes (p < 0.05). 
 

O peptídeo 4 (CAADIVGQCPAKLK) foi derivado da sequência de taumatina 

Thaumatococcus daniellii, que não possui atividade antifúngica descrita na literatura. 

Este é o primeiro relato de um peptídeo antifúngico derivado da sequência da 

taumatina de Thaumatococcus daniellii. Como a atividade antifúngica foi semelhante 

entre os peptídeos PEP4 (CAADIVGQCPAKLK) e PEP2 (CPRALKVPGGCN) contra 

Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae (figura 6), o primeiro peptídeo foi 

escolhido para os ensaios posteriores de mecanismo de ação por apresentar maior 

potencial de inibição. 

A integridade da membrana, avaliada pelo teste de iodeto de propídio, não foi 

afetada pelo peptídeo CAADIVGQCPAKLK. Observou-se (figura 8), que as poucas 

células suscetíveis ao iodeto de propídio pode ser indicativo da morte delas durante 

os experimentos, mas isso representou menos de 1% de todas as células. 
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Figura 08. Integridade da membrana celular de Candida albicans (A, B) e 
Saccharomyces cerevisiae (C, D) depois da incubação com o peptídeo sintético 
(CAADIVGQCPAKLK). 

     

      

Fonte: elaborada pelo autor. A integridade foi examinada usando o fluoróforo iodeto 
de propídio (fluorescência em vermelho). Peptídeo (62.5 µM) foi incubado com cada 
levedura por 24 h à 37° C. Controle: 0.15 M NaCl contendo 5% DMSO. Barra: 10 µm. 
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A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) evidenciou que as células 

estavam intactas após a incubação com o peptídeo CAADIVGQCPAKLK, confirmando 

os ensaios de iodeto de propídio. Como pode ser visto na Figura 9, as células de C. 

albicans tratadas mostraram uma superfície celular homogênea e lisa semelhante às 

células não tratadas com a amostra. Da mesma forma, células de S. cerevisiae 

também apresentaram superfície homogênea. 

A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) foi avaliada usando 

DCFDA e indicou que nas células incubadas com o peptídeo CAADIVGQCPAKLK a 

produção de ROS foi induzida (Figura 10). De acordo com LI (2011), o composto 

difunde para as células, onde é hidrolisado em 2', 7'-diclorofluoresceína (DCFDH) por 

esterases e se acumula em células viáveis. A Figura 10b mostra que o nível de ROS 

aumentou consideravelmente em células de Candida albicans tratadas com peptídeo 

em comparação com as células não tratadas.  
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Figura 9. Microscopia eletrônica de varredura da superfície celular de Candida 
albicans (A) e Saccharomyces cerevisiae (B). 
 

 

Fonte: dados do próprio autor. Integridade avaliada por microscopia eletrônica de 
varredura depois da incubação com peptídeo sintético PEP 4 (CAADIVGQCPAKLK). 
Peptídeo (62,5 µM) foi incubado com cada levedura por 24 h à 37°C. Controle: NaCl 
0.15 M contendo 5% de DMSO. 
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Figura 10. Produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em células de Candida 
albicans, usando o método de fluorescência DCFDA. Controle: 0.15 M NaCl contendo 
5% DMSO (A) e peptídeo 4 incubado com células de Candida (B). 
 

 

Fonte: dados do próprio autor. Peptídeos (62,5 µM) foram incubados com as leveduras 

por 24 h à 37 °C. Controle: NaCl 0.15 M contendo 5% DMSO. Barra: 10 µm. 
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Os ensaios TUNEL também foram realizados para confirmar se a indução da 

produção de ROS poderia induzir a apoptose e consequentemente a morte celular de 

Candida albicans (figura 11). Assim, células de C. albicans tratadas com peptídeo 

CAADIVGQCPAKLK apresentaram uma coloração escura indicando que ocorreu a 

indução de apoptose, quando comparada com as células controle.  

 

Figura 11. Detecção de apoptose em células de Candida albicans tratadas com o 
peptídeo CAADIVGQCPAKLK, avaliadas pelo ensaio colorimétrico TUNEL. 

 

 

 

Fonte: elaborada pelo autor. Peptídeos na concentração de 62.5 µM foi incubado com  
a levedura por 24 h à 37 °C. Controle: NaCl 0.15 M contendo 5% DMSO. Barra: 10 
µm.  
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5.3 Ensaios de bioinformática 

 

Os resultados da anotação gênica mostraram duas regiões gênicas do 

genoma de Candida albicans correspondente ao receptor PHO36 (cromossomos 1 e 

6). As sequências genômicas dos cromossomos 1 e 6 traduzidas em aminoácidos 

pela ferramenta do servidor ExPASy mostraram duas seqüências de proteínas com 

324 e 616 aminoácidos, respectivamente. A sequência protéica com 324 aminoácidos 

foi escolhida para realizar ensaios posteriores (modelagem molecular e docking 

molecular) por corresponder ao homólogo do receptor PHO36 pela quantidade de 

aminoácidos, peso molecular e por 99% de identidade com o receptor de Candida 

albicans PAQR. 

A modelagem molecular dos receptores foi realizada utilizando os servidores 

GalaxyWEB e SWISS-MODEL. Os templates 5LXG e 3WXV, que correspondem aos 

cristais do receptor de adiponectina foram selecionados. Os modelos gerados foram 

validados pelo servidor MolProbity para verificar a localização dos resíduos de 

aminoácidos no plot de Ramachandran. A partir do modelo gerado pelo servidor 

GalaxyWEB, 4 resíduos estavam fora da região permitida. No entanto, o modelo 

gerado pelo SWISS-MODEL apresentou apenas 2 resíduos (asparagina e prolina), 

fora da região permitida (figura 12). Portanto, o modelo gerado pelo servidor Swiss-

Model foi escolhido para executar ensaios de docking molecular. Os resíduos fora das 

regiões permitidas tiveram os seus ângulos ajustados usando o programa de 

cristalografia WinCoot. A figura 13 demonstra a similaridade existente entre os 

modelos refinados de PHO36 e os cristais de adipor1 (figura 13). 
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Figura 12. Gráfico de Ramachandran dos modelos tridimensionais dos receptores 

PHO36. 

 

Fonte: elaborada pelo autor. Gráficos antes do ajuste dos ângulos (esquerda) e depois 
do ajuste (direita) obtidos das sequências dos receptors de S. cerevisiae (A,B) e seu 
homólogo em C. albicans (C,D). 
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Figura 13. Sobreposição dos modelos tridimensionais dos receptores PHO36 gerados 
pelo SWISS-MODEL e os template 5LXG e 3WXV. 

 

 

Fonte: dados do próprio autor. Sobreposição dos modelos foi realizada pelo pymol. 
5LXG e PHO36 (A); 5LXG e PHO36/homológo (B); 3WXV e PHO36 (C) e 3WXV e 
PHO36/homológo (D). 
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O Servidor Web ClusPro 2.0 e HADDOCK 2.2 apresentaram local de regiões 

de interação similares em ambos os receptores (figura 14). A energia de van der waals 

(-21,1 ± 1,9), energia eletrostática (-123,5 ± 25,5), energia de desolvatação (-34,2 ± 

4,4) e Z-score de -1,2, mostraram que PEP4 (CAADIVGQCPAKLK) interage 

positivamente com o receptor de S. cerevisiae PHO36. PEP4 liga-se ao receptor 

PHO36 de C. albicans com energia de van der waals (-32,6 ± 4,1), energia 

eletrostática (-118,0 ± 28,6), energia de desolvatação (-15,4 ± 9,9) e Z-score ( -0,5) de 

forma semelhante.  

 

Figura 14. Docking de interação molecular entre o peptídeo CAADIVGQCPAKLK 
(laranja) e a região extracelular do receptor PHO36 de Saccharomyces cerevisiae 
(A,B) e seu homólogo em Candida albicans (C,D) (representação em superfície). 
 

 

Fonte: elaborada pelo autor. O ensaio de docking molecular foi realizado utilizando o 
servidores ClusPro e Haddock 2.0. Em destaque resíduos expostos dos receptores 
(cinza) e PEP4 (laranja) que participam da formação de pontes de hidrogênio e pontes 
salinas. 
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Os ensaios de docking molecular mostraram que o peptídeo 

CAADIVGQCPAKLK interage fortemente com PHO36 (44 interações com o receptor 

em S. cerevisiae e 51 em C. albicans). PEP4 liga-se ao receptor PHO36 em S. 

cerevisiae por 3 ligações de hidrogênio e 1 ponte de sal. Da mesma forma, ele se liga 

ao receptor PHO36 em C. albicans através de 4 ligações de hidrogênio e 1 ponte de 

sal (tabela 6), e por isto, possui uma interação bem mais forte.  

Como relatado anteriormente, o servidor ClusPro 2.0 e HADDOCK 2.2 

apresentaram região de interação similar em ambos os receptores. No entanto, para 

o nosso sistema proteina-peptídeo, o programa AutoDockVina não foi eficaz, uma vez 

que, mesmo especificando uma grade que envolvia toda a região extracelular, PEP 4 

interagiu com a região do receptor localizada na bicamada fosfolipídica. Mesmo após 

o balanceamento dos coeficientes hidrofóbicos, eletrostáticos e VEC + Elec, o PEP3 

(IVGQCPAKLKA) não interagiu com a região extracelular dos receptors (figura 15). 

 

Figura 15. Interação do peptideo 3 (IVGQCPAKLKA) com o receptor PHO36 em S. 

cerevisiae (A) e C. albicans (B). 

 

 

Fonte: dados do próprio autor. Docking de interação molecular realizado pelo ClusPro 

2.0. Imagens geradas pelo programa Pymol. 
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Tabela 06. Resíduos de interação que formam pontes de hidrogênio e pontes 

salinas (negrito) entre PHO36 e PEP4 em S. cerevisiae e C. Albicans. 

 

 

PHO36 em S. cerevisiae 

   

 CAADIVGQCPAKLK 

   

       

Resíduo Nome 

do 

átomo 

 Resíduo Nome 

do 

átomo 

 Distancia 

(Å) 

THR 110 OG1  LYS 14 NZ  2.80 

ASP 114 OD2  LYS 14 NZ  2.87 

GLU 175 O  LYS 14 NZ  3.24 

ASP 114 OD1  LYS 14 OD1  2.87 

PHO36 em C. albicans    CAADIVGQCPAKLK    

 

Resíduo 

 

 

Nome 

do 

átomo 

  

Resíduo 

 

Nome 

do 

átomo 

  

Distancia 

GLU 109 OE2  LYS 14 NZ  2.64 

LYS 110 NZ  ALA 11 O  2.66 

ARG 175 NZ  LYS 14 O  2.88 

LYS 110 NH1  LYS 12 O  2.95 

GLU 109 OE1  LYS 14 NZ  2.64 

 

Fonte: elaborada pelo autor. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A disseminação de patógenos resistentes como algumas espécies de fungos 

e bactérias tornou-se uma preocupação crescente para a saúde pública global e para 

a agricultura. Recentemente, foram procurados substitutos eficientes para combater 

infecções causadas por esses microorganismos (LIRA et al., 2013).  Atualmente, há 

uma ampla gama de medicamentos antifúngicos e antibacterianos disponíveis, no 

entanto, o tratamento de pacientes com infecções fúngicas e bacterianas ainda é um 

enorme desafio (DE BRUCKER, 2016). Também existe uma grande demanda por 

novos agentes antimicrobianos, devido à crescente resistência destes 

microrganismos contra os produtos sintéticos. 

Diversos trabalhos evidenciam que OLPs e TLPs são proteínas capazes de 

inibir o crescimento de vários agentes patogênicos in vitro (HE et al., 2017; FREITAS 

et al., 2015; RAMOS et al., 2015; MONTEIRO, 2003). Outros estudos destacam-se ao 

comprovar que essas proteínas podem ser utilizadas para melhorar a resistência das 

culturas, atuando como agentes contra fitopatógenos e na preservação de alimentos 

na indústria (VIKTOROVA, 2017a; VIKTOROVA et al., 2012b). 

Viktorova et al. (2012) apresentaram uma árvore filogenética com 40 

sequências de aminoácidos que codificam a proteína osmotina de diferentes espécies 

de plantas. Existem 4 grandes clusters baseados em suas similaridades nas 

sequências de aminoácidos, e a análise de seus sítios ativos mostra que 14 membros 

compartilham exatamente o mesmo sítio ativo composto pela sequência 

CTQGPCGPT. Um segundo grupo de osmotinas que contém 3 membros da ordem 

Brassicales, partilham também sequências de aminoácidos semelhantes e, além 

disso, o mesmo sítio ativo composto por CTNGQGSCSDT. 

Em um estudo realizado por Miele, Costantine e Colonna (2011), os autores 

demonstraram que uma região estrutural da osmotina de tabaco, representada por um 

peptídeo de nove aminoácidos (CTQGPCGPT), era capaz de mimetizar efeitos do 

hormônio adiponectina, homólogo do receptor PHO36. Uma osmotina-like do cacau 

(TcOsm1) mostrou atividade antifúngica contra Pichia pastoris e contra o mais 

importante patógeno do cacau, Moniliophtora perniciosa (FALCÃO et al., 2016). 

Conforme relatado na literatura (DA CUNHA 2017; MANDAL et al., 2013; DELATTIN, 

2017), candidatos antifúngicos promissores são novos peptídeos antimicrobianos 
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isolados de proteínas vegetais que induzem a morte celular programada (apoptose) 

(DE BRUCKER, 2016; AERTS, et al., 2007; HIGUCHI, et al., 2016). 

A abordagem inicial in silico para obter peptídeos antimicrobianos (GUPTA et 

al., 2013) a partir de seqüências proteicas minimiza o gasto com reagentes e 

proteases, tornando-se um método eficiente e econômico para prever a seqüência de 

AMPs e permitindo otimizar os recursos. Existem várias bases de dados que prevêem 

peptídeos antimicrobianos como APD3 (WANG; LI; WANG, 2015), CAMP (THOMAS 

et al., 2009), AntiBP2 (LATA; MISHRA; RAGHAVA, 2010) e outros.  

Dessa forma, a predição estrutural de uma proteína por métodos 

computacionais, a determinação de sítios funcionais, docking e ensaios de dinâmica 

molecular, realizados in silico, são extremamente importantes para proporcionar uma 

melhor definição das famílias as quais pertencem tais moléculas, para a compreensão 

de seu mecanismo de ação, buscando sempre alta especificidade e baixa toxicidade 

(DA SILVA, 2007). A análise da região com maior probabilidade de ter atividade 

antimicrobiana foi realizada utilizando a base de dados APD3 (WANG; LI; WANG, 

2015) e C-PamP (NIARCHOU, et al., 2013).  

O banco de dados de predição de peptídeos antimicrobianos C-PAmP calcula 

os AMPs de proteínas vegetais, exibindo possíveis regiões da proteína com maior 

probabilidade de possuir sequências com potencial antimicrobiano. Esta base de 

dados contém 15.174.905 peptídeos entre 5-100 aminoácidos de comprimento e os 

peptídeos antimicrobianos são derivados de 33.877 proteínas de 2.112 espécies de 

plantas (NIARCHOU et al., 2013). 

Os peptídeos antibacterianos preditos in silico (Colossomin-C e Colossomin-

D) inibiram o crescimento celular de Staphylococcus aureus e Escherichia coli a uma 

concentração de 5 μg/mL (LIRA et al., 2013). Pesquisas recentes (FARKAS, 2017) 

mostraram que os peptídeos antimicrobianos (NCR247 e NCR335) derivados do 

genoma Medicago truncatula aumentam a permeabilidade da membrana celular em 

Salmonella enterica (MIC = 32 e 16 μM) e L. monocytogenes (MIC = 128 e 32  μM). 

 PEP4 na concentração de 65 μM não inibiu o crescimento bacteriano. No 

entanto, inibiu o crescimento celular de S. cerevisiae e C. albicans, demonstrando 

especificidade para leveduras. Usando uma abordagem in silico, dois peptídeos de 

osmotina de Theobroma cacao denominados de Osm-pepA e Osm-pepB mostraram 

atividade contra S. cerevisiae com MIC = 20 μM e MIC = 127 μM, respectivamente, e 
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inibiu a germinação de esporos dos fungos fitopatogênicos Fusarium sp. e 

Colletotrichum gossypi (FALCÃO, 2016).  

Dois novos peptídeos sintéticos derivados de uma proteína de Ascomycetes 

mostraram sinergia positiva quando combinados contra P. digitatum (GARRIGUES, 

2017). O peptídeo CAADIVGQCPAKLK na concentração de 65 μM não inibiu o 

crescimento vegetativo e a germinação de esporos dos fungos fitopatogênicos 

Alternaria solani, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides e 

Colletotrichum acutatum. 

Os peptídeos CPRALKVPGGCN e CAADIVGQCPAKLK apresentaram 

atividade contra C. albicans e S. cerevisiae. O peptídeo CAADIVGQCPAKLK foi 

selecionado como tendo atividade inibitória mais significativa (aproximadamente 40%) 

e por isso utilizamos para estudar o mecanismo de ação. Os peptídeos foram preditos 

seguindo alguns parâmetros, como taxa total de hidrofobicidade, carga líquida total 

positiva (HANCOCK, 1999), massa molecular baixa, índice de Boman (BOMAN, 

2003). Juntos, esses parâmetros prevêem a melhor interação entre o peptídeo e a 

membrana plasmática microbiana.  

Neste contexto, a primeira interação entre o peptídeo e a membrana 

plasmática microbiana ocorre devido a diferença de cargas; portanto, os peptídeos 

catiônicos (HANCOCK, 1999) são considerados as melhores moléculas para interagir 

com a membrana plasmática. Posteriormente, a taxa total de hidrofobicidade é um 

dos parâmetros mais significativos, pois o peptídeo, ao penetrar a membrana 

plasmática, forma uma hélice e, logo, precisa ser altamente hidrofóbico. O índice 

Boman estima o potencial de uma proteína para se ligar a outras proteínas (BOMAN, 

2003). 

A modelagem por homologia tem um maior grau de confiabilidade quando 

existe uma relação evolutiva entre a sequência alvo da proteína em análise e as 

estruturas já armazenadas e disponíveis nos bancos de dados. Adipor1 e PHO36 

pertencem a uma família multigênica, possuindo antigas raízes evolutivas com 

homólogos encontrados em eubactérias. Nos organismos procarióticos, esses genes 

codificam proteínas similares a hemolisina e em eucariotos codificam proteínas PAQR 

funcionais com uma ampla gama de especificidades (TANG, 2005). 

Através de pesquisas extensas no banco de dados para busca de estruturas 

resolvidas por difração de raios X (RSCB-PDB Protein Data Bank), observou-se que 

o cristal Adipor1 (homólogo do PHO36) foi revisado (VASILIAUSKAITÉ-BROOKS et 
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al., 2017). Os receptores foram modelados a partir das estruturas dos cristais de 

Adipor1 (5LXG e 5WXV). Curiosamente, a estrutura do cristal se sobrepõe 

inteiramente aos modelos gerados pelo SWISS-MODEL, especialmente a região 

extracelular.  

Essa sobreposição foi alcançada depois que os ângulos dos modelos foram 

ajustados pelo Wincoot e refinados pelo GalaxyWEB. Ambos os complexos (gerados 

por estudos de docking) foram analisados em termos de energia de interface (Energia 

de Van der Waals, energia eletrostática e energia de de solvatação) e interação entre 

resíduos de superfície. Os resultados das energias de interação e o score HADDOCK 

de -78,7 ± 3,1 para o complexo PEP4 / PHO36 em S. cerevisiae e -50,8 ± 3,8 para 

PEP4 / PHO36 em C. albicans, demonstram que PEP4 tem alta afinidade pelo 

receptor PHO36. 

PEP4 liga-se ao receptor PHO36 em S. cerevisiae por 3 ligações de 

hidrogênio e 1 ponte de sal. De forma similar, PEP4 liga-se ao PHO36 de C. albicans 

através de 4 ligações de hidrogênio e 1 ponte de sal demonstrando que os receptores 

têm uma excelente afinidade para os ligantes. Lys, que é um aminoácido carregado 

positivamente, foi considerado um resíduo chave na interação do peptídeo 

CAADIVGQCPAKLK, pois está envolvido na maioria das interações peptídicas deste 

e de outros trabalhos descritos na literatura (MIELE; COSTATINE e COLONA et al., 

2011). Estruturalmente, o CAADIVGQCPAKLK possui dois resíduos de cisteína, mas 

não possui ponte de dissulfeto, ao contrário do peptídeo de 9 aminoácidos bastante 

rígido descrito por Miele et al., (2011). 

A ligação de PEP4 ao receptor PHO36 (Figura 6) na membrana celular de 

Candida albicans provoca maior produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e 

induz a morte celular programada (apoptose). O peptídeo antifúngico de Raphanus 

sativus induz a produção de espécies reativas em células de Candida albicans 

ocasionando a morte celular programada (AERTS et al., 2007). A osmotina NP24 

desencadeia morte celular programada dependente da caspase em S. cerevisiae 

(HIGUCHI, 2016).  

De acordo com Gourlay (2006), a via de sinalização da apoptose em leveduras 

é iniciada pela ativação incorreta da via RAS. A ativação incorreta da via pode ser 

ocasionada pelo tratamento das leveduras com proteínas antifúngicas, por exemplo, 

osmotina e taumatina, que se ligam aos receptores da família AdipoQ, como PHO36 

e Adipor1. 
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Em leveduras, a morte celular programada pode ocorrer por vários 

mecanismos diferentes, que deram origem a várias terminologias distintas, como 

apoptose dependente de caspase, PCP-apoptose, necrose, morte celular autofágica, 

entre outros (GRUHLKE et al., 2010). A apoptose de levedura foi observada em uma 

estirpe que continha uma mutação no gene da ATPase CDC48 e que mostra 

marcadores de morte celular programada observados em eucariontes. Esses 

marcadores indicam que a célula está em fase final como produção de espécies 

reativas de oxigênio, fragmentação de DNA e condensação de cromatina (GOURLAY, 

2006). 

A indução de apoptose por PEP4 foi identificada pelo ensaio TUNEL, que é 

um teste amplamente utilizado para identificar e quantificar células apoptóticas. O 

ensaio baseia-se no uso da desoxinucleotidil transferase terminal (TdT), uma enzima 

que catalisa a ligação de desoxinucleotídeos marcados com um fluorocromo ou outro 

marcador das extremidades 3'-hidroxila do DNA ao DNA frgmentado. 

Não foi encontrada nenhuma identidade entre os peptídeos PEP1, PEP2, 

PEP3 e PEP4 relatados neste trabalho com outros peptídeos descritos na literatura. 

Dentre estes peptídeos, dois foram derivados da sequência da taumatina de 

Thaumatococcus daniellii, que não possui atividade antifúngica comprovada na 

literatura. Este é o primeiro relato na literatura de um peptídeo antifúngico derivado da 

sequência da taumatina de Thaumatococcus daniellii. 

Portanto, os resultados indicam que o peptídeo CAADIVGQCPAKLK por ser 

facilmente sintetizado e a baixo custo, poderá ser utilizado como candidato futuro para 

o desenvolvimento de um medicamento antimicrobiano específico contra o patógeno 

C. albicans, que pode causar candidíase oral ou vaginal até infecções sistêmicas 

graves.  
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7 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo mostrou que o peptídeo CAADIVGQCPAKLK induziu a 

produção e acúmulo de espécies reativas de oxigênio, que levaram a morte celular 

programada (apoptose) em células de Candida albicans e Sacaromices cerevisiae. A 

morfologia das células de Candida e Saccharomyces sugere que a superfície celular 

estava intacta, evidenciando que a inibição ocorreu por meio de interação com 

receptor não ocasionando danos à parede celular e membrana plasmática.  

Os ensaios utilizando Iodeto de Propídio, SEM, DCFD-A, TUNEL e ensaios 

de docking molecular sugerem que PEP4 ocasiona a morte celular programada em S. 

cerevisiae e C. albicans ao se ligar ao receptor PHO36. Os resultados indicam que  

osmotinas e taumatinas, assim como peptídeos derivados estudados neste trabalho, 

são candidatos futuros para o desenvolvimento de ferramentas biotecnológicas contra 

Candida albicans. O uso de bancos de dados como o C-PamP é essencial para a 

predição de novos peptídeos antimicrobianos. Portanto, apesar de existir uma ampla 

disponibilidade de várias classes de medicamentos antifúngicos no mercado mundial, 

o tratamento de pacientes com infecções fúngicas ainda é um desafio considerável. 
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