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Introducéao

Fragmentos da hemoglobina (Hb) com funcgbes
biolégicas diversas tém sido descritos desde a
década de 70. Entretanto, somente em 1999, é que
foi descrito um fragmento de Hb com atividade
antimicrobiana gerado in vivo."! Este peptideo
corresponde a porcdo 33-61 da cadeia a da
hemoglobina bovina (Hb33-61) e foi isolado do
conteldo intestinal do carrapato Boophilus microplus.
O seu analogo sintético amidado (Hb33-61a) foi ativo
contra bactérias Gram-positivas e fungos.! Embora
nao apresentasse estrutura definida em &agua, em
micelas de SDS ele apresentou estrutura secundaria
definida por uma dobra b na por¢do N-terminal (Lys*-
Phe®) e por uma dobra b (Ser*-Ser*) seguida de uma
a-hélice no C-terminal (Ala®-Ala®, sendo as duas
partes conectadas por uma alca flexivel
espacialmente organizada (Pro*-Leu®).? Diante deste
conhe-cimento, analogos amidados, com carboxila a
livre e/ou acetilados correspondentes as porcbes 48-
61, 33-52 e 40-61 foram sintetizados e testados frente
a Candida albicans. Os resultados obtidos
demonstraram que a amidac¢&o levou a um aumento
das atividades dos analogos, enquanto a acetilacdo
levou a sua reducdo. Assim como o Hb33-6la, o
Hb40-61la apresentou MIC* de 3,12-6,25nM, é
fungicida a 6,25nM, capaz de permeabilizar a
membrana de C. albicans a 62,5nM e apresenta
baixa atividade hemolitica (16 + 3 % a 50 nM).?
Assim, o presente trabalho objetivou continuar o
estudo da relacdo estrutura-atividade do Hb33-61a
através da sintese de novos andlogos e analise
conformacional destes por dicroismo circular (CD).

Resultados e Discussao

Os peptideos foram sintetizados pelo método da
sintese em fase soélida. Eles foram purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
(RP-HPLC) e caracterizados por hidrélise total
seguida de andlise de aminoacidos do hidrolisado e
por RP-HPLC acoplada a espectrometria de massas
(LC-ESI-MS). Os testes de microdiluicdo em caldo
foram usados para obter as atividades frente a C.
albicans descritas na Tabela 1. Como se observa, a
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delecdo da porcdo Gly*-Lys® ou Gly*-Lys® do
Hb40-61a levou a

Tabela 1: Atividade antifingica dos andlogos do
Hb33-61a

] MIC* ] MIC*
Peptideo (V) Peptideo (VD)
Hb40-61a 3,12-6,25 Hb40-56a | 100,0-200,0
Hb40-58a 6,25-12,50 Hb35-56a >200,0

[Al2®]Hb40-58a | 6,25-12,50 Hb40-63 3,12-6,25

*MIC: [a]-[b], onde [a] &€ a maior concentracao testada no qual o
microorganismo cresce e [b] € a menor concentracdo que causa
total inibicdo do seu crescimento.

reducdo de sua atividade; a adicdo dos aminoacidos
Val®” e Ala® a ele néo teve efeito sobre ela. Por outro
lado, a adicdo da porcdo Ser®™-Thr* ao Hb40-56a
causou a reducdo da sua atividade. Finalmente, a
troca da Gly*’ pela Ala®’ ndo teve impacto sobre a
atividade do Hb40-58a.

Testes adicionais realizados em concentracdes
variadas de NaCl evidenciaram a sensibilidade dos
anélogos estudados a forga i6nica do meio (MICs
>200nM em NaCl 137mM).

Os espectros de CD coletados em 200mM de SDS
ndo foram suficientes para fornecer informagfes
estruturais que poderiam explicar a diferenca de
atividade destes novos analogos. Aparentemente, a
substituicdo da Gly* pela Ala> modificou aestrutura
secundaria do Hb40-58a.

Conclusoes |

O Hb40-61a é a porcao minima ativa do Hb33-61a.
Este dado tem grande relevancia se considerados o
alto custo dos peptideos e a demanda atual por novos
compostos ativos frente a C. albicans, levedura de
grande mportancia clinica. O fato de este peptideo
ser sensivel a concentragdes salinas préximas da
fisiolégica ndo significa que ele ndo possa vir a ser
empregado na terapéutica.
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