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RESUMO

Algumas proteinas podem apresentar segmentos internos com forma e propriedades
fisico-quimicas compativeis com peptideos antimicrobianos (AMPS), de tal maneira
que, quando sintetizados como entes individuais, podem apresentar atividades
bioldgicas similares a este grupo de moléculas. Normalmente a prospeccédo destes
segmentos proteicos é feita utilizando AMPs helicoidais como molde, o que pode
resultar na identificacdo de a-hélices catidnicas e anfifilicas. O presente trabalho se
propde a explorar um novo molde para peptideos antimicrobianos encriptados em
proteinas com base em fitas-f3 catibnicas anfifilicas e a avaliar a acao antibacteriana
e anti-inflamatéria de algumas moléculas. Para tal, 6 potenciais peptideos
antimicrobianos intragénicos (IAPs) curtos foram prospectados do proteoma humano
pelo software Kamal, sendo 4 destes sintetizados e purificados com éxito, o Hs11,
Hs12, Hs13 e Hsl14. Um peptideo controle, o HsCtrll, foi também sintetizado. Os
peptideos Hsll e Hsl1l2 apresentaram atividade antimicrobiana ampla contra
bactérias, com concentracdo inibitéria minima variando entre 8 e 128 pM. Além
disso, foi verificado que estes mesmos peptideos néo reduziram a viabilidade celular
de macréfagos murinos (BMDM) ap6s 24 horas de incubacdo até a concentracdo de
100pM. Todos os peptideos reduziram, em graus variados, a biogénese de
corpusculos lipidicos em BMDM tratados ou ndo com lipopolissacarideos (LPS) e
Hsl1l, Hs12, Hs13 e Hs14 diminuiram a secrecao de TNF-a e IL-6 em BMDM néao
estimulados com LPS. O peptideo Hs11 reduziu a secrecdo de TNF-a ao nivel basal
em células incubadas previamente com LPS. Por fim, estudos de ressonéancia
magnética nuclear permitiram verificar interacdo do peptideo Hs11l com agregados
de LPS. O estudo destes peptideos curtos anfifilicos mostra-se promissor por prover
novas moléculas pequenas, de 8 a 9 residuos de aminoacidos, com acéo
antibacteriana comparavel a AMPs conhecidos e com acdo anti-inflamatéria. A
metodologia aqui descrita tem potencial na geracdo de alternativas no combate a
infeccbes bacterianas causadas por microrganismos resistentes, as quais devem

vitimar mais pessoas que o cancer por ano em 2050.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobiano/ Anti-inflamatéria / Kamal
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ABSTRACT

Some proteins may present internal segments with shape and physical-chemical
properties compatible with antimicrobial peptides (AMPs), such that, when
synthesized as individual entities, they could present similar biological activities.
Normally, the prospection of those is done based on helical AMPs, which could result
in the identification of protein segments compatible with cationic and amphiphilic a-
helices. The present work explores a new form for encrypted antimicrobial peptides
in proteins based on cationic and amphiphilic B-sheets and aims to evaluate their
activity as antibacterial and anti-inflammatory molecules. For such, 6 putative short
intragenic antimicrobial peptides (IAPs) were prospected from the human proteome
by the software Kamal, and 4 of these were synthetized and purified with success,
named Hsl1l, Hs12, Hs13, Hsl4. One control peptide, the HsCtrll, also was
synthetized. Peptides Hs11l and Hs12 presented wide antimicrobial activity against
bacteria, presenting a minimum inhibitory concentration between 8 and 128 uM.
Furthermore, it was verified that none of the tested peptides reduced the cellular
viability of murine macrophages (BMDM) after 24 hours of incubation in
concentrations up to 100 uM. All the peptides reduced, in different ways, the
biogenesis of lipid bodies in BMDM treated or not with lipopolysaccharides (LPS).
Hs11, Hs12, Hs13 and Hs14 decreased the secretion of TNF-a and IL-6 in BMDM
not stimulated with LPS. The peptide Hs11 reduced the secretion of TNF-a to basal
levels in cells that were previously incubated with LPS. At last, nuclear magnetic
resonance studies were conducted to investigate the interaction between LPS
aggregates and the peptide Hs11. In conclusion, short amphiphilic peptides ranging
from 8 to 9 amino acid residues are interesting new small molecules, as they present
antibacterial and anti-inflammatory activity that is comparable to previously known
AMPs. The methodology described herein has the potential to generate alternatives
in the combat of bacterial infections caused by resistant microorganisms, which are

expected to victimize more people than cancer per year by 2050.

Keywords: Antimicrobial peptides / Anti-inflammatory/ Kamal
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, uma das maiores preocupacdes relacionadas a
salude publica estd no surgimento de cepas bacterianas resistentes a
antibiéticos. Estima-se que em 2050 morram mais pessoas por infeccdes
causadas por bactérias resistentes do que por cancer, caso ndo se encontre
novas solucdes (Shankar, 2016; Wenzel et al., 2014). Com isso, a procura de
alternativas para o tratamento de infeccGes bacterianas vem se intensificando.
Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo uma alternativa promissora a estes
antibiéticos convencionais, pois eles ndo sé apresentam um amplo espectro de
acdo contra diversos tipos de bactérias, como também possuem acéo
antifangica e/ou antiviral (Mahlapuu et al., 2016). Estas moléculas apresentam
também frequentemente acdo anti-inflamatoria e sinergismo com outras
drogas, além de baixa propensdo ao desenvolvimento de resisténcia (Kang et
al., 2017; Mishra et al., 2017; Zhong et al., 2017).

Algumas caracteristicas especificas sdo observadas em alguns AMPs
conhecidos, como uma carga liquida positiva, hidrofobicidade limitrofe e
composicdo anfifilica. A carga liquida positiva tem como funcdo ajudar na
interacdo eletrostatica com a membrana dos patdégenos, jA que geralmente
essas sao ricas em grupos anidnicos. A hidrofobicidade contribui para a
penetracdo celular e inducdo da lise da membrana. A anfifilicidade, por sua
vez, proporciona a molécula uma conformacdo adequada para que as duas
acOes anteriores ocorram simultaneamente (Kang et al., 2017; Mishra et al.,
2017).

Estudos recentes tém demonstrado que determinados fragmentos
internos de proteinas com propriedades fisico-quimicas especificas, quando
isolados e sintetizados como entes individuais, podem apresentar atividade
antimicrobiana, atividade que néo exibiam quando estavam integradas as suas
proteinas precursoras. Estes peptideos com atividade antimicrobiana foram
denominados peptideos intragénicos antimicrobianos (IAPs). Estes IAPs
apresentam um espectro de atividades biolégicas semelhantes aos AMPs,
podendo ter uma seletividade comparavel e amplo espectro de acéo
antimicrobiana (Brand et al., 2012; Ramada et al., 2017).



Para prospectar tais fragmentos foi criado o software Kamal. O programa
consiste em um algoritmo voltado para a busca de fragmentos internos de
proteinas que apresentam propriedades fisico-quimicas compativeis com
AMPs. O Kamal, até o momento, estava sendo utilizado para prospectar IAPs
com caracteristicas compativeis com a-hélices anfifilicas, pois este tipo de
conformacdo molecular vem se mostrando eficaz na obtencdo de potentes
inibidores no crescimento de microrganismos, e também de anti-inflamatorios
capturadores de lipopolissacarideos (LPS) (Bessa et al., 2019; Giuliani et al.,
2010; Ramada et al., 2017).

Contudo, hipotetiza-se a existéncia de outros potenciais “moldes”
moleculares encriptados em proteinas, 0os quais apresentam como base nao a-
hélices, mas sim fitas B anfifilicas. Tentativamente, estes peptideos apresentam
uma periodicidade do tipo X1Y1X2Y2..., onde X corresponde a residuos de
aminoacidos hidrofilicos e Y residuos hidrofobicos, e seu tamanho varia entre 5
a 11 residuos com carga superior a +2. Dados anteriores do grupo demonstram
que estes peptideos podem ser uma alternativa, pois embora ndo apresentem
a poténcia e nem o amplo espectro de acdo encontrado em a-hélices,
apresentam menor citotoxicidade contra células de mamiferos do que as a-
hélices (dos Santos, 2022). Além disso, estes IAPs sdo menores e assim de

menor custo para sintese quimica.

A inflamacéo é a uma resposta sistémica do organismo para combater e
limitar infecgBes (Giuliani et al., 2010). Altos niveis de mediadores lipidicos,
estimulos a liberacdo de citocinas e anticorpos sdo lancados no corpo como
agentes pro-inflamatorios (Dadar et al., 2019; Hyldahl et al., 2013; Inohara &
Nufiez, 2003). Em processos inflamatorios também é observado o aumento da
biogénese de corpusculos lipidicos, que sédo organelas celulares responsaveis
por controlar sitios de sintese e armazenamento de citocinas, apresentando
uma relacdo direta com a secrecdo destas moléculas, regulacédo da sinalizagédo
e ativacdo de mediadores inflamatérios (D’Avila et al., 2008). No caso de
bactérias, os primeiros estimulos ao sistema imune estdo associados a parede
celular destes patdogenos. Em bactérias gram-negativas, o LPS, principal
componente da camada externa de sua parede celular, é o responsavel em

ativar defesas antibacterianas e desencadear inflamagéo (Giuliani et al., 2010).
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As vezes, estas respostas imunolégicas se tornam exacerbadas, levando a
disfuncdo e falha de mudltiplos 6rgdos, a sepse. Os IAPs podem ser uma
alternativa para se evitar o choque séptico, pois estes peptideos apresentam
caracteristicas semelhantes aos AMPs. Uma molécula da classe de IAPs
curtos, prospectada pelo nosso grupo e nomeada de Hs10 interagiu com
agregados de LPS, causando o aumentando de seu tamanho. Esse
comportamento contrastou com o do Hs02, outro peptideo prospectado pelo
grupo, o qual também interagiu com LPS, porém causou a diminuicdo do

tamanho dos seus agregados (Silva, 2019).

Assim, este trabalho tem como objetivo a prospeccdo, sintese e
avaliagdo de alguns IAPs curtos filtrados pelo programa KAMAL em proteinas
humanas, com objetivo de avaliar sua a acao antibacteriana e anti-inflamatéria.
O trabalho também se propde a verificar o efeito destes peptideos em cultura
de células como possiveis agentes anti-inflamatérios em macréfagos murinos
estimulados com lipopolissacarideos, como um simulador da infeccéo

bacteriana.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem como objetivo geral prospectar, sintetizar, caracterizar
guimicamente e avaliar a atividade biolégica de peptideos intragénicos curtos

provenientes de proteinas humanas.
2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Prospeccédo de IAPs curtos provenientes do proteoma humano pelo
software Kamal;

- Sintese em fase sélida dos peptideos selecionados;

- Purificacdo e caracterizacdo espectrométrica dos produtos de sintese;

- Determinacdo de concentracdo inibitéria minima (MIC) dos Hs IAPs
sintéticos para diferentes microrganismos;

- Avaliacdo da capacidade dos IAPs de atuarem como agentes anti-
inflamatorios em macrofagos peritoneais murinos estimulados por LPS;

- Avaliacdo da interacdo dos peptideos com agregados de LPS pela

técnica de ressonancia magnética nuclear;



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Peptideos sdo pequenas cadeias de aminoacidos unidos
covalentemente por ligacbes peptidicas. O tamanho dessas moléculas pode
variar de dois a centenas de residuos de aminoacidos e apresentar massa
molecular inferior a 10000 Da (Nelson, David L.; Cox, 2014). Entretanto, a
depender da area de estudo, este limite de massa pode ser ainda menor. Os
peptideos podem apresentar diversas atividades bioldgicas importantes para os
seres vivos, podendo ser produzidos de forma natural ou sintetizados

artificialmente em laboratoério.

Peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) ou
peptideos de defesa de hospedeiro (HDPs, inglés host defense peptides) séo
parte dos mecanismos de defesa do sistema imune de diversos seres Vivos,
incluindo os seres humanos (Torres & Sothiselvam, 2019). Estes peptideos sdo
expressos nhaturalmente no organismo do hospedeiro como forma de combate
de patdgenos (Mishra et al., 2017). Eles apresentam composicdo heterogénea,
variando em numero de residuos e estrutura. AMPs podem exercer atividade
antimicrobiana, antibacteriana, antiviral e/ou antifingica, e seu modo de acéo
pode ser por acao direta ou como mediador do sistema imune (Mahlapuu et al.,
2016). Estas biomoléculas, além de apresentarem alta capacidade de lise
contra diversos microrganismos e cepas bacterianas, também podem agir
sinergisticamente com outras drogas (Kang et al., 2017; Mishra et al., 2017;
Zhong et al.,, 2017). Com isso, cresceu O interesse sobre esta classe de
peptideos, que vem demonstrando ser uma promissora alternativa para o

desenvolvimento de novos medicamentos.

AMPs apresentam alta variabilidade de estruturas primarias. Entretanto,
para que apresentem acdo antimicrobiana e certa seletividade, trés
propriedades fisico-quimicas sado comumente observadas, tais como
cationicidade em pH fisiologico, uma consideravel hidrofobicidade e
conformacao anfifilica (Kang et al., 2017; Mahlapuu et al., 2016; Mishra et al.,
2017). Tipicamente, estas moléculas apresentam cargas liquidas positivas

variando de +2 a +13, proveniente da presenca de alguns residuos como lisina,
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arginina e algumas vezes histidina. Esta carga € responsavel pelo primeiro
contato com bactérias, pois 0s microrganismos apresentam normalmente uma
carga liquida negativa em suas membranas (Torres & Sothiselvam, 2019). A
presenca de glicolipideos anidnicos, como lipopolissacarideos (LPS), possibilita
a adsorcdo dos AMPs por interacdo eletrostatica da carga positiva com a
negativa. Esta eletroafinidade é fundamental para a atividade antimicrobiana,
tendo papel importante na seletividade destas moléculas (Margitta; Dathe &
Wieprechet, 1999). Contudo, um excesso de carga pode reduzir a acdo dos
AMPs, pois pode causar interagcfes improdutivas com componentes de
membrana e também causar uma reducdo de sua estruturacdo por conta da

repulséo de cargas (Margitta; Dathe & Wieprechet, 1999).

J& a hidrofobicidade limitrofe, proveniente da presenca de
aproximadamente 50% de residuos hidrofébicos em suas estruturas primarias,
como valina, leucina, isoleucina, alanina, metionina, fenilalanina, tirosina e
triptofano, possibilita a insercdo do peptideo na membrana do patégeno. Esta
propriedade fisico-quimica tem importante papel como modulador na interacédo
do peptideo com membranas (Margitta; Dathe & Wieprechet, 1999). A
hidrofobicidade deve ser mantida dentro dos limites, pois ela deve ser
suficiente para que os AMPs sejam solUveis em meios aguosos e também
permitir a interacdo com as porcdes hidrofébicas das membranas (Margitta;
Dathe & Wieprechet, 1999). A anfifilicidade estd relacionada com a
estruturacdo dos peptideos a partir da interagdo com membranas, ocorrendo
uma polarizagéo entre os residuos hidrofobicos e hidrofilicos (Yeaman & Yount,
2003). Esta caracteristica esta diretamente relacionada a atividade
antimicrobiana. Entretanto, um alto grau de anfifiicidade pode causar um
aumento na citotoxicidade dos AMPs ao interagirem com células compostas
por fosfolipideos neutros (Eisenberg, 1984). Para se mensurar polarizacdo do
peptideo, um dos parametros utilizados é o momento hidrofébico (My) onde se
calcula a soma de vetores de hidrofobicidade de cada residuo de aminoéacido
normalizando para uma a-hélice perfeita. Dathe e Wiephecht demonstraram
que peptideos antimicrobianos tendem a ter momentos hidrofébicos altos e
hidrofobicidades moderadas (Margitta; Dathe & Wieprechet, 1999). Porém,

acredita-se que para uma atividade antimicrobiana o6tima, as propriedades



fisico-quimicas ndo se encontram em seus extremos (Gaidukov et al., 2003;
Rotem et al., 2006).

Subsequentemente a interagdo com a membrana, os peptideos tendem
a se organizar em um processo de minimizacdo energética, fazendo com que
essas moléculas apresentem estruturas secundarias variadas de acordo com
sua composicdo e/ou suas interacdes intra e inter-residuais, adquirido as
caracteristicas de a-helices (figural-a), fitas B (figural-c), randémicas e/ou
estendidas (aleatdrias) (figural-b), ou uma mistura delas (figura 1-d).

(A (B)
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Figura 1 - Representacdo em cartoon das estruturas secundarias mais comuns
em AMPs. (A) Conformacéao de a-helice (representada na cor laranja), estrutura
observada no AMP LL-37 ao estar em presenca de micelas; (B) Conformacéao
estendida, estrutura observada quando os AMPs n&do adotam conformacéo 3D
definida, como a Indolicidina; (C) Conformacéo fita-B (representado na cor
verde), normalmente favorecida pela presenca de ligacbes de dissulfeto
(representado na cor amarela), por exemplo, peptideo da aranha gomesina
derivado de um gancho-beta. (D) Conformagcdo com juncdo das estruturas
anteriores, por exemplo, o peptideo de inseto CSaf3 defensina formicina que
contém elementos de a-helice e fita-B; Imagem extraida de Koehbach & Craik,
2019.
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Muitos dos peptideos com atividade antimicrobiana sao helicoidais,
estrutura abundantemente observada em AMPs obtidos a partir de fluidos
extracelulares de insetos e anfibios. Logo, essa é a classe de moléculas mais
estudada (Koehbach & Craik, 2019; Torres & Sothiselvam, 2019). Estas
moléculas apresentam conformacédo aleatéria em meios aquosos e estruturam-
se em a-hélice a partir do contato com solventes organicos ou membranas
plasmaticas (Yeaman & Yount, 2003). Foi comprovado que a insercdo de
residuos de prolina e D-aminoacidos nas estruturas primarias destas moléculas
pode romper a estruturacao de hélice (Papo & Shai, 2004). Com esta alteracdo
da estrutura primaria, € possivel observar uma diminuicdo da atividade
antimicrobiana, demonstrando entdo que a acdo destas moléculas esti
diretamente relacionada com a estrutura secundaria. Alguns autores sugerem
que a estrutura helicoidal é o6tima para a interacdo peptideo/membrana,
desestabilizando a bicamada lipidica e/ou penetrando no interior da célula
(Tossi et al., 2000). Isso ocorre porque esta interacdo com membrana promove
separacao de uma face hidrofobica e uma hidrofilica de carga positiva, e assim,
faz com que a molécula se estruture em uma conformacao de carater anfifilico
(figura 2-A). A periodicidade dos residuos polares e apolares deve ser de 3-4
residuos, desta forma, ha uma separacdo O6tima das faces opostas pela

estrutura helicoidal.

Os AMPs estruturados em folhas-B apresentam uma estrutura primaria
variada, todavia, é observado que a composicdo anfifilica é mantida. Estas
moléculas, ao formarem estruturas secundarias e terciarias, apresentam a
aproximacédo de residuos que antes estavam distantes, e assim ocorre uma
separacao de cargas, como demonstrado na figura 2-B (Dennison et al., 2005).
A estrutura de folha-Bp é estabilizada por ligacbes de hidrogénio e por
interagBes hidrofobicas do lado da cadeia, assim como as estruturas de a-
hélices. Grande parte dos peptideos com esta estruturagcdo apresentam
residuos de cisteina em sua composicao, tais como as defensinas, e estes
residuos apresentam enxofre que realizam entre si ligacdes intramoleculares
de dissulfeto e proporcionam as moléculas uma maior estabilidade estrutural e
minimizacdo de degradacéo por proteases (Gallo & Braff, 2006; Kumar et al.,

2018).
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Figura 2 — Representacdo de AMPs e sua conformacao anfifilica, especificando
as regides hidrofilica e hidrofébica. A) Corresponde a representacdo de roda
helicoidal do peptideo AR-22. Os residuos representados como losangos séo
hidrofébicos e os residuos hidrofilicos séo circulos. Os residuos carregados
positivamente sdo pentagonos (S. K. Zhang et al., 2016); B) Corresponde ao
peptideo Protegrin 2, que apresenta estrutura secundaria de folha beta
(estrutura primaria = RGGRLCYCRRRFCICV), em vermelho estédo
representados os residuos hidrofébicos e em azul os residuos hidrofilicos.

Por sua vez, alguns peptideos desestruturados podem se tornar
anfifilicos ao entrar em contato com a membrana, mesmo ndo apresentando
uma estrutura secundaria bem definida. Existem também estruturas diferentes
das apresentadas acima que também se organizam em estruturas anfifilicas,
como por exemplo, peptideos ricos em prolina e arginina ou triptofano, os quais
formam estruturas secundarias em formato de hélice de poli-polina tipo I
(Dennison et al., 2005). Na literatura, também foi reportado uma associagao da
alta atividade antimicrobiana destes AMPs com a presenca de C-terminal
amidado. A amidacdo aumenta a interacao eletrostatica entre a parte positiva
do peptideo e a por¢cdo de carga negativa das membranas das bactérias
(Kumar et al., 2018).

3.2. PEPTIDEOS CURTOS DO TIPO FOLHA-B

Como citado anteriormente, alguns AMPs se estruturam em forma de

folnas-B ao entrar em contato com membranas biolégicas. Alguns destes
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peptideos apresentam residuos de cisteina em sua estrutura primaria, 0os quais
se ligam intramolecularmente e formam ligacdes dissulfeto. Este tipo de ligag&o
proporciona a molécula uma maior rigidez, com isso, é possivel observar
alguns peptideos com uma estrutura ja formada até mesmo em meio aquoso.
Esse fenbmeno ndo € observado em moléculas do tipo a-hélice, pois estas
dependem da interacdo com membranas ou outras moléculas indutoras para

gue ocorra a sua estruturacado (Kumar et al., 2018).

Contudo, existem também alguns peptideos que ndo se estruturam em
folha-B em solvente, pois ndo apresentam ligacdes dissulfeto. Estes peptideos
possuem um pequeno numero de residuos de aminoacidos. Em meio aquoso,
apresentam uma estrutura aleatéria, mas ao encontrarem um ambiente com
presenca de membrana, tendem a se organizar em uma estrutura secundaria
de folha-B. Acredita-se que este tipo de estrutura facilite a interacdo com

membranas e sua subsequentemente ruptura (Zhong et al., 2017)

Estudos vem demonstrando que peptideos curtos com até 12 residuos
de aminoacidos e carregados positivamente também podem apresentar
atividade antimicrobiana (Oshiro et al., 2019; Samantha Ng et al., 2018; Zhong
et al., 2017). Por exemplo, podemos citar alguns peptideos curtos sintéticos
que apresentaram eficacia in vitro contra uma ampla variedade de
microrganismos patogénicos, como bactérias Gram-negativas, bactérias Gram-
positivas e fungos (Ong et al., 2013, 2014). Estes AMPs foram desenvolvidos a
partir de pequenas repeticbes de um conjunto de aminoacidos, usando como
inspiracdo as folhas-3 que apresentam carater anfifilico, ou seja, repeticées de
(X1Y1X2Y2),, em que X seriam residuos hidrofébicos (Val e lleu ou Phe ou
Trp), Y residuos catibnicos (Arg e Lys) e n o niumero de repeti¢cdes realizadas
(n=2 ou 3). Estes peptideos foram sintetizados com o seu C-terminal amidado,
pois isto fornece a molécula um reforgco do caréater catibnico, ao remover a
carga negativa do carboxiterminal, 0 que resulta em um aumento da atividade
antimicrobiana (Nguyen et al., 2010; Ong et al, 2013). Os ensaios de
determinacdo de concentracdo inibitéria minima (MIC) demonstraram a acéo
antimicrobiana de muitos dos peptideos testados em comparacdo com
polimixina B, um lipopeptideo antibiético usado clinicamente. A tabela 1

demonstra estes valores de MIC.
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Tabela 1 -

Concentracao

sintéticos curtos (mg/L), retirados de Ong et al., 2013.

inibitéria minima (MIC) de peptideos

Peptideos | S. epidermidis | S. aureus | E. coli | P.aeruginosa | C. albicans
(VRVK), 62,5 >500 250 >500 15,6
(IRIR), 3,9 31,3 7,8 7,8 15,6
(IKIK)2 2,0 125 31,3 31,3 2,0
(IRIK), 3,9 62,5 15,6 31,3 3,9
(IRVK), 7,8 250 62,5 62,5 7,8
(FRFK)» 7,8 250 15,6 62,5 62,5
(WRWK), 7,8 62,5 15,6 125 250
(VRVK)3 1,0 62,5 15,6 62,5 31,3
(IRIK)3 1,0 62,5 125 500 125
(IRVK)3 2,0 31,3 15,6 62,5 125
Polimixina B | 15,6 125 2,0 2,0 62,5

No final de 2014, Lau e colaboradores publicaram um estudo envolvendo
a sintese de 30 pequenos peptideos com numero de aminoacidos variando de
3 a 9 residuos (Hill & Chia, 2015). A partir destes peptideos eles averiguaram
qual seria o AMP mais potente a partir de ensaios de determinacdo de MIC em
relacdo a dois tipos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans (Hill & Chia, 2015). Os peptideos
com 3 e 4 residuos ndo foram efetivos contra os microrganismos testados,
engquanto alguns peptideos com 6 residuos apresentaram atividade contra os
MRSA e foram inativos ou com atividade fraca para P. aeruginosa e C. albicans
(Hill & Chia, 2015). Ja os peptideos com 8 residuos de aminoécidos foram os
gue apresentaram melhor atividade contra todos os patégenos (Hill & Chia,
2015). Este trabalho € interessante para se averiguar o amplo espectro de acao
destes AMPs curtos e para entender as preferéncias de interacdo destas
moléculas, pois elas apresentam acdo comparavel com medicamentos
comerciais contra MRSA, como também apresentam acdo contra bactéria
gram-negativas e fungos. Entretanto, este trabalho também mostra que o
tamanho do peptideo € importante para que estas moléculas tenham atividade
antimicrobiana. Observacgdes similares, de que existe um tamanho minimo para
a manutencao de atividade antimicrobiana, também foram feitas para peptideos
estruturados em a-hélice. Por meio da sintese de analogos truncados de Hs02,

um IAP helicoidal de atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria potente, Pires
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demonstrou que a reducéo do tamanho de 16 para 13 residuos de aminoacidos
era acompanhada de significativa perda de atividade antimicrobiana, levando a
sua completa inativacdo em um anélogo de 10 residuos (Pires, 2018).

A forma heterogénea dos alvos e a compreenséo incompleta da maneira
com que estas moléculas interferem no metabolismo de microrganismos sao
alguns dos motivos que dificultam compreensao da atividade antimicrobiana
dos AMPs (Brogden, 2005; Dennison et al., 2005). Todavia, 0os estudos com
AMPs também tém outras limitacdes como a dificuldade na administracao
sistémica devido a susceptibilidade a degradacdo enzimatica e rapida
eliminacdo pelos rins (Andersson & Hughes, 2016; Haney & Hancock, 2013;
Jenssen et al., 2006; Vaara, 2009).

Logo, o estudo destes peptideos curtos anfifilicos, com até 12 residuos,
€ de grande importancia, pois é necessario compreendé-los para que
apresentem boa seletividade, bom custo/beneficio, de forma que seja factivel
sua utilizacdo na saude humana a partir da sua producdo em larga escala
(Zhong et al., 2017).

3.3. COMPOSICAO DE MEMBRANA DE MICRORGANISMOS

A composicdo de membrana dos microrganismos, na natureza, é
variada, podendo ser composta por fosfolipideos, esteroides, proteinas,
glicoproteinas, entre outras substancias (Gennis, 1989). Esta composicéo varia
de acordo com cada organismo e 0 seu estagio de desenvolvimento (Blom et
al.,, 2001). As membranas de células eucaridticas tendem a ser neutras,
compostas por fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e colesterol (Yeaman &
Yount, 2003). J4 os microrganismos, de forma geral, s&o compostos por uma
estrutura fluida de fosfolipideos com presenca de fosfatidiglicerol, cardiolipina e
fosfatidilserina, o que proporciona a esta membrana um carater eletronegativo
(Yeaman & Yount, 2003). De fato, a carga liquida negativa € determinante na
relevante a seletividade de peptideos com atividade antimicrobiana (Guilherme
D Brand et al., 2002; Tossi et al., 2000).
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As bactérias apresentam uma membrana composta por fosfolipideos,
entretanto, séo divididas em duas categorias, as gram-positivas, que tem uma
camada peptideoglicana espessa e com afinidade com o reagente de Gram. Ja
as Gram-negativas apresentam uma camada delgada de peptideoglicano
pouco corada pelo reagente de Gram (Brock et al.,, 2015). Esta camada
peptideoglicana tem uma fungéo estrutural para as membranas das bactérias, o
gue confere a elas certa rigidez (Brock et al., 2015).

As bactérias Gram-negativas possuem uma segunda membrana,
chamada membrana externa. Esta membrana € constituida por uma dupla
camada lipoproteica de lipopolissacarideos (LPS), principalmente lipideo A,
estrutura representada na figura 3. A membrana externa forma uma barreira de
permeabilidade para macromoléculas, sendo que sua estabilidade depende
dos cations Ca** e Mg?* que se ligam aos grupos fosfato do ntcleo interno do
LPS. Estes LPS também recebem o nome de endotoxinas, pois estas
moléculas sdo responsaveis por choques sépticos que muitas vezes levam a
morte dos pacientes (Brock et al., 2015). Sabe-se que AMPs possuem
normalmente afinidade por LPSs, pois estes sdo lipidios aniénicos, sendo
assim um dos meios de acdo anti-bacteriana, e foco para estudos de interacdo
de AMPs e bactérias Gram-negativas (Allende & Mcintosh, 2003; Schmidtchen
& Malmsten, 2015).
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Lipopolissacarideo
(endotoxina)

Membrana externa
Peptidoglicano
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€ C 01/\/\@\/\/\/\/
Cadeia O-especifica Regido Central Lipideo A

Figura 3 - R Representagéo da estrutura do LPS em bactéria Gram-negativa.
A) Micrografia eletrbnica da célula bacteriana de E. Coli; B) Representacéo
esquematica da parede celular bacteriana e demonstracao da localizacdo do
LPS; C) Arquitetura da estrutura do LPS; D) Estrutura do Lipideo A, o centro
toxico do LPS. GIcN: D-glucosamina; Hep: L-glicero-D-mano-Heptose; Kdo:
acido 2-ceto-3-desoxi-octolosonico; P: fosfato. Imagem extraida e adaptada de
Giuliani, 2010.

As bactérias Gram-positivas, por sua vez, nao apresentam esta segunda
camada de membrana, mas sao compostas majoritariamente por
peptideoglicanos, que podem apresentar também acidos teicéicos, polimeros
de ribitol-fosfato ou glicerol-fosfato, estrutura apresentada na figura 4 (Brock et
al., 2015). O sitio de interacdo dos AMPs, neste tipo de bactéria, sédo os acidos
teicoicos e os lipoteicéicos, que conferem a superficie da membrana plasmatica
externa também uma carga anionica (Yeaman & Yount, 2003). Contudo, essa
composicdo forma uma rede bastante densa, fazendo com que moléculas de
alta massa nao consigam transpassar a membrana. Isto pode dificultar a
atividade antimicrobiana dos AMPs, pois influencia tanto na inibicdo de
aproximacédo dos peptideos, quanto na inducéo de lise, que é um mecanismo

comum de peptideos antimicrobianos (Yeaman & Yount, 2003).
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B) Peptideoglicano Membrana
citoplasmatica

Proteina

Figura 4 - Estrutura de bactérias Gram-positivas; A) Micrografia eletrbnica de
varredura da célula bacteriana S. aureus; B) micrografia eletrbnica de
transmissdo mostrando a parede celular; C) Esquema da parede celular de
bactérias Gram-positivas; Imagem adaptada de Brock et al., 2015. (Brock et al.,
2015)

3.4. MECANISMO DE ACAO DOS AMPS

Os mecanismos de acdo dos AMPs séo divididos em duas classes:
inducdo de morte direta e acdo imunomodulatéria. Os peptideos causadores de
morte direta podem apresentar ainda como alvo as membranas ou ainda

apresentar alvos secundarios intracelulares (Kumar et al., 2018).

Muitos AMPs tém como alvo a membrana, ndo apresentando uma
interagdo especifica com um receptor. A superficie de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas apresentam, respectivamente, lipolisacarideos
(LPS) e &cido teicdico, o que confere uma carga negativa na superficie das
mesmas e 0 que proporciona uma forte interagdo eletrostatica a porcao
catibnica caracteristica dos AMPs (Shai, 2002; Yeaman & Yount, 2003).
Contudo, ndo é sO6 a carga de membrana que importa para a primeira
interacdo, outras propriedades também s&o necessarias avaliar como a
curvatura de membrana (Drin & Antonny, 2010; Matsuzaki et al., 1998; Schmidt
& Wong, 2013; Wenzel et al., 2014).

Depois da interacdo eletrostatica e hidrofobica inicial, os AMPs se
acumulam na superficie da membrana até atingir uma concentracdo critica
(Andersson & Hughes, 2016; Epand et al., 2016). A partir deste momento
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existem alguns modelos que séo utilizados para explicar o0 mecanismo de acao
dos AMPs, sendo estes divididos em: Modelos de poros na membrana e
modelo de ndo-formacdo de poros. O Modelo Barrel-stave (Figura 5-a) € um
modelo de formacdo de poros, em que mondémeros de AMPs sdo orientados
paralelamente na membrana, mas eventualmente inseridos
perpendicularmente na bicamada lipidica. Isso irA promover uma interacéo
lateral entre os peptideos, pois enquanto a porgéo hidrofébica interage com os
lipideos da membrana, os residuos hidrofilicos formam os canais/poros
aguosos, que permite o fluxo de solventes e pequenas moléculas (Breukink &
Kruij, 1999; Brogden, 2005; Ehrenstein & Lecar, 1977; Shai, 2002).
Subsequentemente a insercdo dos peptideos na porcdo hidrofébica da
membrana, eles vao recrutando mais AMPs que causam o0 aumento do
diametro dos poros (Shai, 2002). Dentre os AMPs conhecidos com este modelo
de acdo entdo o SK84, Hf-1 e Ctx-Ha (Y. Li et al., 2012). No modelo de poro
toroidal (Figura 5-b), que também é um modelo de formacdo de poros, 0s
peptideos se inserem perpendicularmente a bicamada lipidica como no modelo
Barrel-stave, entretanto, a interacdo entre os peptideos ndo € observada
(Wimley, 2010). Ao invés disso, os peptideos induzem uma curvatura local da
bicamada lipidica com os poros parcialmente formados pelos AMPs e
parcialmente pelos grupos cabeca de fosfolipideos. Essa dindmica transitoria
supramolecular peptideo-lipideo é chamada de poro toroidal. O modelo toroidal
possui como caracteristicas uma ion seletividade, uma vida util finita, um
tamanho discreto e uma relagdo inversa entre estabilidade e carga do peptideo
(Yeaman & Yount, 2003). Em comparacdo com o modelo Barrel-stave, em que
o arranjo hidrofébico e hidrofilico com os lipideos é mantido, no modelo de
poros toroidais ele é rompido. Ambos os modelos promovem despolarizacdo da
membrana e perturbagdo da mesma, assim a eventual morte do
microrganismo. Os peptideos Magainin-2, aurein3.3, aurein 2.2, lacticin Q e
arenicin apresentam sua atividade mediada a formacao de poros toroidais (Y.
Li et al.,, 2012). Estruturas anfifilicas, tanto a-hélices quanto fitas-p, séo
essenciais para o mecanismo de formacao de poros, pois a regiao hidrofobica
interage com a membrana lipidica e os residuos hidrofilicos sdo responsaveis

pela formacgao dos poros.
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Outro modelo de acdo dos AMPs é o modelo carpete (Figura 5-c), onde
0s AMPs séo adsorvidos paralelamente a bicamada camada lipidica até atingir
uma concentracdo que ird recobrir a superficie da membrana, formando um
‘carpete’ (Lee et al., 2016; Shai, 2002; Yeaman & Yount, 2003). Isso provoca
interacOes desfavoraveis para a membrana, e consequentemente, perda da
sua integridade, desintegrando-a, produzindo uma espécie de efeito
detergente, formando algo parecido com micelas e levando ao colapso de toda
a célula. Este ultimo efeito é conhecido como modelo do tipo detergente (Figura
5-d). O modelo carpete ndo precisa de uma interacdo especifica peptideo-
peptideo dos mondémeros de peptideos ligados a membrana, e também nédo
exige que o peptideo se insira no interior da parte hidrofébica para formar
canais transmembranas ou uma estrutura especifica do peptideo (Yeaman &
Yount, 2003). Este modelo de acdo € um dos mais comumente observados em
AMPs, e compreende moléculas estruturadas tanto em alfa-hélice quanto folha
beta, e dentre eles estdo os peptideos LL-37, cecropina, indolicidina e
aureinl.2 (Kumar et al., 2018; Y. Li et al., 2012; Shai, 2002).
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(a) Modelo barrel-stave (b) Modelo de poros toroidais
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Figura 5 - Representacdo dos mecanismos de acdo dos AMPs em membranas.
(A) Modelo Barrel stave: o AMPs interagem com a membrana formando poros,
do tipo canais transmembranicos revertidos por peptideos; (B) Modelo de poro
toroidal: o AMP interage eletrostaticamente com a membrana se inserindo nela,
o que induz o fosfolipidio da monocamada lipidica superior a dobrar-se e forma
uma intercalacdo de moléculas de AMPs com as cabecas polares dos
fosfolipideos; (C) Modelo Carpete: os peptideos se acumulam na superficie da
membrana, atraidos eletrostaticamente pelas cargas negativas dos
fosfolipideos; (D) Modelo tipo detergente: quando os AMPs cansam um efeito
em desintegracao e formam micelas; Em laranja estao representados os AMPs
e em cinza a camada lipidica. Imagem retirada e adaptada de Kumar et al.,
2018.

Existem também modelos mais especificos como o Modelo Shai-Huang-
Matsuzaki, modelo de atividade interfacial e modelo de eletroporacao (Lee et
al., 2016). Acredita-se também que os modelos de interacdo ndo sejam tédo
especificos e/ou diretos como demonstrado acima. Por exemplo, para ocorrer o
modelo toroidal, primeiramente, deve ocorrer a interacdo do modelo tipo

carpete (Lee et al., 2016).

Os mecanismos de agdo de morte direta sdo subdivididos em aqueles
onde o alvo € a membrana da bactéria e aqueles em que o alvo é intracelular.

Este tipo de proposta é diferente, pois 0 alvo ndo € a membrana, como 0s
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abordados anteriormente. Os AMPs, assim como muitos antibioticos
convencionais, se ligam as proteinas e a precursores moleculares que estao
envolvidos na sintese da parede celular, como acidos nucleicos, proteinas e
enzimas. Assim, atuam de maneira similar a antibioticos conhecidos, como a
penicilina, onde o AMP inibe a sintese da parede celular (Kumar et al., 2018).
Por conta dessa dada interacdo formada entre o peptideo com a parede
celular, é possivel, subsequentemente, formar poros, e consequentemente,
causar o rompimento da membrana com posterior morte bacteriana. Ha
também alguns AMPs que apresentam alvos intracelulares sem que haja
permeabilizacdo da membrana em sua concentracdo minima de efeito, mas
ainda sim causam morte bacteriana (Brogden, 2005). Mecanisticamente, estes
AMPs interagem primeiro com a membrana citoplasmatica e depois acumulam
intracelularmente, onde podem bloguear processos celulares criticos (Brogden,
2005). Por exemplo, o peptideo Buforina Il que demonstra ter uma grande
afinidade por sequencias de DNA de dupla hélice, inibido a sintese proteica
(Kobayashi et al., 2004). Enquanto isso, quando testados frente a membranas
de espécies Gram-negativas, este peptideo foi inativo. Com isso, é possivel
inferir que seu mecanismo de agao esteja relacionado a fung¢des intracelulares
e seu alvo seja o DNA e/ou o RNA (Y. Li et al.,, 2012). Contudo, existem
agueles AMPs que tém alvos intracelulares e funcionalidade dupla, por que
conseguem desestabilizar a membrana, mas também em concentracdes sub-

liticas alteram funcGes metabdlicas vitais importantes (Patrzykat et al., 2002).

Por fim, existe também o mecanismo de acdo do tipo imunomodulatorio
(Hilchie et al., 2013), em que os AMPs podem matar diretamente os micrébios
como também podem recrutar e ativar células imunes, 0 que aumenta sua
efetividade contra microrganismos e também controla efeitos inflamatorios,
como o peptideo LL-37 (Afacan et al., 2012; Charles et al., 2006; Hilchie et al.,
2013; Xhindoli et al.,, 2015). Algumas moléculas podem produzir varias
respostas imunes como ativacdo, atracdo e direcionamento de células do
sistema imune, estimulagdo de antigenos, reducdo e controle da inflamacao
pela diminuicdo da expressdo de quimiocinas pro-inflamatérias e reativando
espécies de oxigénio/nitrogénio (Afacan et al.,, 2012; Hancock et al., 2012;
Hilchie et al., 2013; Lai & Gallo, 2009; Nijnik & Hancock, 2009).
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3.5. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DE PEPTIDEOS

A inflamacdo é a primeira resposta do sistema imune diante um
hospedeiro ou doenca para combater e limitar uma infecgcdo. Em alguns casos,
estas infec¢cdes podem desencadear uma resposta imunoldgica descontrolada,
0 que pode causar disfuncdo e faléncia de mudiltiplos O6rgdos, e
consequentemente, levar a morte. Esta situacdo é conhecida como choque
séptico ou sepse (Giuliani et al., 2010). Inimeros agentes podem induzir estas
inflamacdes excessivas e prolongadas em um organismo, tais como danos
fisicos e quimicos, quimioterapias, bactérias e virus. Algumas doencas também
podem ser fatores causadores de inflamacdo como diabetes, problemas renais
e respiratérios, canceres, alergias, distarbios neuroldgicos (exemplo a

Alzheimer) e até problemas no corac¢do (Dadar et al., 2019).

O organismo, durante uma reacgdo inflamatoria, é estimulado a liberar
varios tipos de componentes celulares, como interleucina (IL), fator alfa de
necrose de tumor (TNF-a), e componentes humorais, como anticorpos e
imunoglobinas (Hyldahl et al., 2013; Inohara & Nufiez, 2003). Primeiramente,
altos niveis de mediadores lipidicos sao langados no corpo para exercer fungao
tanto pro-inflamatoria quanto anti-inflamatoria (Dadar et al., 2019). Organelas
celulares chamadas corpusculos lipidicos (CL) controlam sitios de sintese e
armazenamento de citocinas, apresentando uma relacéo direta com a secrecéo
destas moléculas, regulacdo da sinalizacdo e ativacdo de mediadores
inflamatoérios (D’Avila et al., 2008). A relagdo entre a secre¢do de citocinas e
horménios induzidos e a biogénese de corpusculos lipidicos é observada tanto
em ensaios in vitro como em in vivo (D’Avila et al., 2008). Ja sobre as citocinas
diante uma resposta inflamatoria, é visto que o TNF-a tem a habilidade de
induzir apoptose e morte celular (Horiuchi et al., 2010). Enquanto o IL-6 dentre
varios modos de agdo durante uma inflamacdo, destaca-se pela sua

sinalizacao diante danos teciduais (Nishimoto et al., 1989).

Em infec¢Bes bacterianas, os estimulos ao sistema imune do hospedeiro
estdo diretamente associados a composicdo das paredes celulares destes
patdogenos. Em bactérias Gram-positivas, os estimulos sdo causados pelos

peptideoglicanos e acidos lipoteicoicos que as compdem. Ja em Gram-
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negativas, a acao inflamatéria esta ligada a presenca dos lipopolisacarideos
(LPS) que constituem majoritariamente a camada externa destas bactérias. O
organismo, ao perceber a presenca de LPS, produz uma proteina sinalizadora
no figado, o LPB (do inglés, LPS-binding protein) (Giuliani et al., 2010). Esta
proteina se liga a superficie da bactéria e as transportam até macréfagos e
neutrofilos que apresentam uma proteina vinculada a membrana, o CD14 (do
inglés, Cluster of Differentiation 14). A ligacédo de LPB a CD14 ativa o receptor
do tipo 4 (TLR4) que desencadeia a sintese de potentes citocinas inflamatorias
como TNF-qa, IL-1 e IL-6, que aumentam a atividade fagocitaria (Giuliani et al.,
2010; F. X. Zhang et al., 1999). Contudo, essa ativagao de TLR4 por CD14 n&o
€ uma condicdo indispensavel pro processo inflamatério e sim um
potencializador, para dar inicio a cascata inflamatéria local (Willis & Whitfield,
2013). Devido ao LPS também é possivel observar a formacéo de corpusculos
lipidicos em macréfagos, ativados pela cooperacdo de TLR4 e CD14 e
apresentando uma dose e tempo dependéncia de LPS em contato com o
organismo (D’Avila et al., 2008). Entretanto, quando ha uma producéo
exacerbada destas citocinas e o hospedeiro perde o controle dos mediadores

inflamatdrios o organismo pode ser levado a sepse (Giuliani et al., 2010).

Estudos vém demonstrando o uso de peptideos antimicrobianos (AMP)
como uma potencial alternativa contra inflamacdes. Os AMPs, além de
apresentarem atividade anti-infecciosa contra bactérias e outros micro-
organismos, também podem servir como agentes neutralizadores de
endotoxinas, devido sua capacidade de se ligar ao LPS. Isso ocorre devido a
capacidade de interacfes eletrostaticas entre a parte catibnica dos peptideos e
a anionica do LPS, como também interacdes hidrofébicas, que pode levar a
guebra dos agregados de LPS em pequenas particulas, indisponibilizando sua
interagdo com a LPB (Giuliani et al., 2010). Assim, os AMPs conseguem
sequestrar o LPS antes mesmo que ele induza o organismo a choque séptico.
O LPS também consegue ativar o sistema imune mesmo desconectado da
parede celular da bactéria. Desta maneira, Yosef e colaboradores propuseram
um trabalho onde um peptideo se ligou diretamente ao LPS e o deixou
indisponivel para se ligar ao LBP, ocorrendo uma competicdo entre ele e a
interacdo LBP e CD14 (Rosenfeld & Shai, 2006). Assim, esses pesquisadores

21


https://pt.wikipedia.org/wiki/Grupamento_de_diferencia%C3%A7%C3%A3o

demonstraram como peptideos podem ser usados como agentes anti-endoxina

e consequentemente, anti-inflamétorios.

A interacdo de peptideos com outros mediadores pro-inflamatérios
também pode ser explorada na busca de outros agentes anti-inflamatorios. Por
exemplo, a interacdo de peptideos com o fator nuclear kB (NF-kB), interferindo
na translocacdo destes para o ndcleo e impedindo a expressdo de genes
inflamatoérios. Este € o mecanismo de agcdo do peptideo AIP-6, um penta
peptideo (RLRWR) com aminodcidos alternados entre hidrofobicos e
hidrofilicos e estrutura semelhante aos que serdo apresentados neste trabalho,
gue conseguiu inibir a atividade transcricional de NF-kB e apresentou atividade
anti-inflamatéria significativa in vitro e in vivo (Wang et al., 2009). In vitro, este
peptideo conseguiu inibir a ligacdo desta molécula com DNA e
subsequentemente sua atividade transcricional ao interagir com uma
subunidade especifica do NF-kB, como também inibiu a producdo de
mediadores inflamatérios em macrofagos estimulados (Wang et al., 2009). In
vivo, ratos estimulados com zymosan, foram tratados com administracéo local
com o peptideo, e foi observada uma inibicdo do processo inflamatoério (Wang
et al., 2009). Outros peptideos também ja demonstraram esta acdo anti-
inflamatoria a partir da interacdo com NF-kB, como a Lactoferrina humana ou o
Mastoparan, um peptideo extraido do veneno de vespa (Haversen et al., 2002;
Yibin et al., 2005).

Portanto, peptideos antimicrobianos, em geral, podem ser considerados
novas alternativas farmacolégicas, visto que algumas destas moléculas podem
interagir com LPS, um mediador inflamatério e de sepse, e assim modular a

resposta imune durante processos inflamatérios.

3.6. PEPTIDEOS INTRAGENICOS ANTIMICROBIANOS

Alguns estudos demonstram a presenca de sequencias de aminoacidos
encriptadas em proteinas de diversos organismos, que ao serem retiradas de
sua proteina parental, podem interagir com variados alvos biomoleculares

(Guilherme D. Brand et al., 2019; Ramada et al., 2017). Estas sequéncias,
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quando sintetizadas como entes individuais, podem apresentar atividade
antimicrobiana, atividade esta que ndo era manifesta enquanto estes
segmentos eram encontrados como partes estruturais em suas proteinas de
origem. Estes segmentos protéicos encriptados em proteinas apresentam
diferentes denominacdes na literatura, como criptideos, porém, seguindo a
linha desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa, aqueles que apresentam
atividade antimicrobiana sdo denominados de peptideos intragénicos
antimicrobianos (IAP, inglés Intragenic Antimicrobial Peptides) (G. D. Brand et
al., 2012; G D Brand et al.,, 2018; Ramada et al., 2017). Para buscar estes
segmentos em bancos de dados de proteinas/genomas, utiliza-se como base
moldes estruturais e algumas propriedades fisico-quimicas comumente
observadas em AMPs, como moléculas de conformacéo anfifilica, cationicidade
e uma consideravel hidrofobicidade. Ao identificar e sintetizar estes IAPs como
espécies individuais, estes sdo testados e € verificado se apresentam as
atividades biolégicas desejadas tais como ampla acdo antimicrobiana,
principalmente contra cepas de bactérias resistentes, capacidade de atuar
como agentes anti-inflamatorios, exercer efeito quimioatrativo para células do
sistema imune e interromper a formacao de biofilmes (Giuliani et al., 2010;
Pfalzgraff et al., 2018; Pletzer et al., 2016).

Os IAPs vém mostrando acao antimicrobiana em concentracéo
micromolar, apresentando também grande amplitude de alvos e boa
seletividade, podendo ser comparavel ao AMPs conhecidos. Logo, a
prospeccdo de IAPs é uma alternativa para se encontrar novos agentes

antimicrobianos.

3.6.1. PROSPECC}AO DE PEPTIDEOS BIOATIVOS ENCRIPTADOS

EM PROTEINAS HUMANAS
Nas ultimas décadas, diversas estratégias vém sendo desenvolvidas na
busca de novos AMPs, dentre elas a prospeccao de peptideos com atividade
antimicrobiana encriptados em proteinas (G. D. Brand et al., 2012; Ramada et
al., 2017; Torres & Sothiselvam, 2019). Brand et al demonstraram que 0
peptideo Hs02 (figura 6), um IAP identificado como um segmento da proteina

humana miosina n&o-convencional-1h, apresentou ac&o antibacteriana com
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acado direta causando ruptura da membrana citoplasmatica (Guilherme D.
Brand et al., 2019). O Hs02 também desacelerou a proliferacdo e diminuiu a
viabilidade de biofilme de dois patdgenos, P. aeruginosa e S. aureus. (Bessa et
al., 2019). Ele também apresentou acéo anti-inflamatoria, pois o0 Hs02 mesmo
em concentracdes mais baixas (0,1 uM) conseguiu inibir significativamente o
aumento de TNF-a em macrofagos de ratos estimuladas por LPS (Guilherme
D. Brand et al., 2019). J& Ramada et al demonstraram a presenca de IAPs em
plantas, que apresentaram acdo parecida com AMPs conhecidos contra
patdgenos humanos e/ou de vegetais. Estes IAPs apresentaram amplo
espectro de acdo e uma baixa acdo hemolitica (Mariano et al., 2021; Ramada
et al., 2017).

Figura 6 — Representacao da estrutura do peptideo Hs02 em alfa-hélice a partir
da interacdo com micelas de DPC-d38. Onde é demonstrado em vermelho
residuos de carga positiva e em verde os residuos hidrofébicos. (Guilherme D.
Brand et al., 2019)

Estes trabalhos de prospec¢do de novos IAPs, citados acima, foram
realizados a partir da busca por segmentos com propriedades fisico-quimicas
similares a AMPs ja conhecidos, como moléculas com estruturas anfifilicas,

carga liquida positiva e uma certa hidrofobicidade (Bessa et al., 2019; Ramada
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et al., 2017). Para automatizar este tipo de busca, foi criado um software,

denominado Kamal (http://www.cenargen.embrapa.br/kamal/). Neste software é

possivel analisar fragmentos internos de proteinas levando em conta o molde
de hélice cationica anfifilica, de forma que o usuario define quais os residuos
de aminoacidos que serdo permitidos em cada face. Por exemplo, a face
hidrofobica permite somente residuos de aminoacidos como alanina,
fenilalanina, leucina, isoleucina, metionina, valina e triptofano. J& para a face
hidrofilica, se fixa a existéncia de residuos de aminoacidos como cisteina,
acido aspartico, acido glutamico, glicina, histidina, lisina, asparagina, serina,
treonina e tirosina. Estes aminoacidos devem estar dispostos a uma
periodicidade de 3 a 4 residuos para conferir a molécula helicoidal o carater
anfifilico desejado e conseguir a separacdo de parte polar e apolar. Para
melhorar a varredura por a-hélices anfifilicas, o software permite variacdo nos
angulos polares, que sao de 128° 160° e 192°. For fim, se determina quantos
residuos de aminoacidos deverdo ter os potenciais IAP e os limites de suas

cargas liquidas, normalmente entre +2 e +6.

Entretanto, outras formas para prospeccdes também sdo observadas na
literatura. Como a utilizacdo linguagem Python script para a varredura de
bancos de dados de proteinas (Torres et al., 2022). O algoritmo utilizado, neste
trabalho, foi determinado a partir de propriedades fisico-quimica determinante
de AMPs, como carga liquida, hidrofobicidade média e comprimento da
sequéncia de aminoacidos, obtendo a identificacdo de 2603 peptideos
encriptados em proteinas com funcdes bioldgica néo relacionada ao sistema
imunolégico (Pane et al., 2017; Torres et al., 2022). Mas também é observada
a utilizacdo de servidores na web como AVPpred e DBAASP para realizar
consultas dentro de bancos de dados, classificado e indo em busca destes
peptideos (Thakur et al., 2012; Vishnepolsky et al., 2018). Contudo, todas estas
plataformas bioinformaticas apresentam como base de busca as propriedades

fisico-quimicas de interesse do estudo e comparaveis aos AMPs conhecidos.

Ao utilizar o software Kamal, apés uma varredura sédo fornecidos
potenciais IAPs com agao antimicrobiana. Por se tratar normalmente de uma
lista extensa, o usuario pode escolher, manualmente, os peptideos de interesse

de acordo com as suas propriedades, como a estrutura primaria, massa
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molecular, carga liquida, hidrofobicidade média, momento hidrofébico, ponto
isoelétrico e a proteina de origem. Entretanto, é importante salientar que este
molde ir& permitir somente o reconhecimento de segmentos helicoidais em
proteinas, sendo essencialmente cego a todos o0s outros potenciais

antimicrobianos de estrutura secundaria diversa.

Contudo, proteinas também apresentam folhas-f anfifiicas em sua
composicdo. Estas estruturas proteicas sdo compostas por uma combinagéo
de varias regides polipeptidicas. Estas regides sdo constituidas tipicamente por
5 a 10 residuos de aminoacidos de comprimento em cada fita, e que estéo
expostos de forma estendida. Estas fitas se alinham adjacentemente uma a
outra, formando ligagdes de hidrogénio entre os grupos CO de uma fita e NH
de outra, e podendo se organizar de forma paralela ou antiparalela (Branden &
Tooze, 1999). Estas folhas-B, em geral, apresentam a por¢cédo de residuos de
aminoéacidos hidrofobicos ndo expostos e as porcdes laterais expostas ao
solvente. Isso acontece, pois existe uma alternéncia entre residuos
hidrofébicos com residuos polares ou hidrofilicos carregados em sua sequéncia

de aminoacidos.

Logo, a prospeccdo de novos peptideos curtos anfifilicos também pode
ser feitas com base nas caracteristicas apresentadas por folhas-B anfifilicas
encontradas em proteinas. Assim, no software Kamal, sdo utilizados filtros para
a procura destas caracteristicas, como estabelecimento de uma estrutura
disposta por X1Y1X2Y2..., onde X corresponde a residuos hidrofobicos e Y
corresponde a residuos hidrofilicos, tamanho variando de 5 a 10 aminoé&cidos e
existéncia de carga liquida superior a 2+ para contribuir para a interacdo de

membranas.

Em um trabalho do grupo submetido para publicacdo (revista BBA —
General subjects, 2022, esta sob revisdo), o peptideo Hs10 foi prospectado
seguindo os parametros especificados acima, tendo como estrutura primaria
KFDLKVTIK-NH,. Este IAP apresenta uma carga liquida de +2, alternancia
entre residuos hidrofébicos e hidrofilicos e carater anfifilico. Esta molécula

apresentou seletividade por bactérias Gram-negativas, baixa citotoxicidade,
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estruturacdo de forma similar a fitas-p diante de membranas biomiméticas

anidnicas e interacao com agregados de LPS.
3.7. SINTESE EM FASE SOLIDA

ApOGs a obtencdo da estrutura priméaria do IAP desejado, é necessério
fazer a escolha de um método de producdo para estes peptideos. O método
mais utilizado nessa situacdo € a sintese quimica denominada sintese de
peptideos em fase solida (SPFS). Este método foi desenvolvido pelo quimico
Robert Bruce Merrifield, o qual foi agraciado com um prémio Nobel do ano de
1983. Este tipo de sintese é, a principio, aplicavel a qualquer sequéncia, e
utilizado em diversos laboratoérios (Machado et al., 2004).

SPFS é realizada sobre um suporte polimérico, no caso uma resina
(figura 7), constituida por 1% de divinilbenzeno reticulado com poliestireno.
Este tipo de sintese geralmente ocorre no sentido do C-terminal para o N-

terminal, ou seja, o C-terminal € o primeiro a ser acoplado na resina.
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Figura 7 - Exemplos de resinas utilizadas na SPFS, imagem adaptada do Fmoc solid
phase peptide synthesis: a practical approach (W. C. Chan and P. D., 2000)
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A resina de Rink € utiliza geralmente para peptideos amidados e nela ha
a presencga de um grupo de protecdo Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil) no seu
N-terminal, que deve ser retirado, processo chamado de desprotecéo, para que
ocorra 0 acoplamento do C-terminal do primeiro aminoacido do peptideo. A
reacao de desprotecédo (figura 8) € normalmente feita utilizando 20-50% v/v de
piperidina em dimetilformamida (DMF) (W. C. Chan and P. D., 2000). Este
processo envolve um mecanismo de B-eliminagdo, em que um hidrogénio labil
pode ser retirado da posicao B pela 4-metilpiperidina. Isso acontece, pois o
hidrogénio do grupo Fmoc é mais acido que um hidrogénio benzilico um vez
que o anion formado é aromético, o que facilita sua formacéo (de Sa, 2018). O
processo chave para se iniciar a desprotecao consiste em transformar o anel
de florene para gerar uma espécie intermediaria de um ciclopentano aromatico
(W. C. Chan and P. D., 2000).
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Figura 8 - Desprotecdo do N-terminal (W. C. Chan and P. D., 2000)

Ao fim deste processo, a resina fica com o N-terminal livre para o
acoplamento do primeiro Fmoc-aminoacido, que sera feito a partir de seu grupo
carboxil e que pode ser realizado utilizando DIC/Oxyma ou HBTU/DIPEA. Estas
reacoes sao processadas a partir de ésteres ativados. No caso da reacao

utilizando DIC/Oxyma (figura 9), a Oxyma Pure (acetato de etil 2-ciano-2-
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(hidroxiimino) reage com o C-terminal na presenca de carbodiimida formando o
desejado intermediario éster ativado. Esta reacdo envolve a sintese de um
éster de aminoacido que atua como um eletrdéfilo para o atague nucleofilico do
grupo amina preso a resina. Assim, a ligacdo amida é formada, ou seja, ocorre

0 acoplamento.
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Figura 9 - Rota para sintese utilizando DIC/Oxyma (W. C. Chan and P. D.,
2000).

No caso da reacao de acoplamento utilizando HBTU/DIPEA (figura 10),
ele também utiliza um mecanismo de formacdo de um éster intermediério.
Neste caso, o reagente HBTU (2-(1H-benzotriazol- 1-il)-1,1,3,3 -
tetrametiluréniohexafluorofosfato) na presenca de amina terciaria DIPEA (N,N’-
diisopropiletilamina) converte o Fmoc-Aminoacido em seu correspondente éster
OBt, o intermediéario ativado Benzotriazolil, que sofre o ataque nucleofilico do

grupo amina do N-terminal livre e forma a ligagédo peptidica.
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Figura 10 - Rota de sintese utilizando HBTU/DIPEA (W. C. Chan and P. D.,
2000)

Apos o acoplamento do aminoacido, o processo é repetido, pois cada
aminoacido apresenta um grupo Fmoc presente nele, logo deve se fazer a
desprotecdo e em seguida o acoplamento do préximo aminoéacido, e refazer
este processo até concluir a sequéncia de formacao do peptideo desejado.

3.8. RESSONANCIA MAGNETICA PARA A DETERMINACAO DE
ESTRUTURAS PEPTIDICAS.

As interacdes dos peptideos com membrana séo resultado de interacdes
hidrofobicas e eletrostéaticas, e isso depende da conformacdo da molécula
como um todo, tais como estruturacdo secundaria, hidrofobicidade, momento
hidrofébico, carga, anfifilicidade (Margitta; Dathe & Wieprechet, 1999; Margitta
Dathe et al., 1997). A ressonancia magnética nuclear (RMN) é um meétodo
capaz de determinar a conformacédo de peptideos e proteinas por meio das
proximidades espaciais entre os nucleos da mesma molécula ou até entre

moléculas, em especial os protons (Claridge, 2016; Withrich, 1986). O RMN se
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destaca, pois este método consegue demonstrar dados da estruturacdo de
macromoléculas em solucdo (Veglia & Ramamoorthy, 2010). Desta forma, &
possivel avaliar a interacdo dos peptideos com ligantes-alvo e/ou membranas,
e assim, obter maior confiabilidade das estruturas (Lucas & Larive, 2004;
Santana et al., 2016). Isso é possivel porque os aminoacidos sdo ricos em
hidrogénio e o0 RMN *H torna-se uma alternativa interessante que permite
estudar as estruturas composta por eles, tais como o0s peptideos.

Para o estudo e resolucdo de estruturas bidimensionais utiliza-se
normalmente os métodos Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) e a Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY). No TOCSY é possivel obter a
interacdo de sistema de spins de cada aminoacido, o que pode definir como
cada grupo de spin esta ligado via acoplamento escalar. Ou seja, é possivel
observar as interacdes intra-residuais entre cada atomo de hidrogénio, de cada
residuo de aminoacido. No NOESY é obtido interac6es de spin por meio de
acoplamento dipolar através do espaco entre dois nudcleos, podendo ser
avaliado a interacdo em distancias de 5A, em virtude do Efeito Nuclear
Overhauser (nuclear Overhauser effect ou NOE), mas variando um pouco
dependendo da programacdo do sistema. Este pode determinar disposicdes
geométricas dos atomos nas estruturas, por que é possivel visualizar
interacbes intra-residuais quanto inter-residuais (Haney & Vogel, 2009;
Huenges et al., 2017; Wdthrich, 1986). O conjunto destas informacgdes
bidimensionais permite obter informacgfes das conectividades dos hidrogénios,
que se restringem a distancias geométricas e angulos de diedros. Estas
restricbes em relacéo a distancia estdo ligadas com as intensidades de NOE, e
que sdo proporcionais a r°, onde r corresponde a distancia entre dois spins que
estdo interagindo. Enquanto os angulos sdo proporcionais aos valores de
deslocamento quimico que pertencem a cadeia principal de aminoacidos
(Huenges et al., 2017; Skinner et al., 2015; Wthrich, 1986).

Ghosh e colaboladores utilizaram a analise por RMN com o intuito de
compreender o mecanismo molecular envolvido na interacdo de 2 peptideos
antimicrobianos e micelas de LPS (A. Ghosh et al., 2016). Um dos peptideos foi
extraido da secrecdo da pele do sapo Rana esculenta, denominado
Esculentina -1a(1-21)NH, [Esc(1-21), GIFSKLAGKKIKNLLISGLKG-NHZ], pois
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este demonstrou ser um AMP com rapida atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-negativas. O outro peptideo seria um isdbmero do Esc(1-21), em
que se substituiu os L-amino&cidos pelo seus enantibmeros correspondentes
nas posicbes 14 e 17, nomeado Esc(1-21)-1c. Este peptideo demonstrou
também ter atividade contra P. aeruginosa, e ambos apresentam atividade de
desagregacao de LPS. Os dados de RMN mostraram o modo em que oS
peptideos se ligam ao LPS de P. aeruginosa, demonstrando a estruturacéo de
cada um em relacdo as micelas. Assim, o0 RMN é uma técnica informativa na

verificacdo da interacéo entre AMPs e LPS.
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4. METODOLOGIA

4.1. SELECAO DE PEPTIDEOS INTRAGENICOS
ANTIMICROBIANOS (IAPS)

O proteoma humano referéncia foi obtido a partir do site do EMBL-EBI

(https://www.ebi.ac.uk/reference_proteomes/). As estruturas primarias destas

proteinas foram submetidas ao software Kamal

(http://www.cenargen.embrapa.br/kamal/)  visando identificar  peptideos

encriptados que apresentem propriedades fisico-quimicas que 0s
predisponham a ter atividade antimicrobiana. O programa Kamal foi atualizado
e configurado para identificar, desta lista de proteinas, sequéncias peptidicas
com 7 a 11 residuos de aminoéacidos alternados entre residuos hidrofobicos e
hidrofilicos. Ou seja, foram buscadas sequéncias com periodicidade do tipo
X1Y1X2Y2X3Y3... ou Y1X1Y2X2Y3X3..., em que X representa residuos
hidrofilicos (Cys, Asp, Glu, His, Lys, Asn, GIn, Arg, Ser, Thr e Tyr) e Y residuos
hidrofébicos (Ala, Phe, lle, Leu, Met, Val, Trp e Tyr), usando como referéncia a
escala de hidrofobicidade do anexo 3. Por fim, foi adicionado ao Kamal o
parametro para selecionar peptideos com carga liquida superior a +2. As
propriedades fisico-quimicas dos potenciais IAPs foram calculadas pelo
software Kamal. Agradecemos ao Dr. André Melro Murad da Embrapa

Recursos Genéticos e Biotecnologia pela atualizacao do software.
4.2.  SINTESE DOS PEPTIDEOS

Os peptideos foram sintetizados em Fase sélida (SPFS) seguindo
utilizado como base o protocolo descrito por W. C. Chan e P. D. White (W. C.
Chan and P. D., 2000) em uma escala de 0,15 mmol. Neste tipo de sintese, o
peptideo foi preparado sobre uma resina e seguiu um protocolo de 4 fases,

sendo elas:
Fase 1: Preparo da resina

Para se iniciar o processo de sintese foi necessario fazer o inchago da
resina. Para isso, foi utilizada uma seringa com filtro sinterizado no fundo na
gual foram adicionados 215 mg de resina (Rink Amide AM resin — 0,7 mmol/g)

e aproximadamente 2 mL de dicloro metano (DCM). A seringa contendo a
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resina foi submetida a agitacdo por 30 minutos a 200 rpm. Ao final desse
tempo, a resina ja se apresentava inchada e o solvente foi retirado com auxilio
de uma bomba de vacuo. Esta parte do procedimento de sintese foi feita
apenas uma vez, no inicio da mesma. E de forma sequencial, sdo realizadas as

fases 2 e 3 até o ultimo aminoécido.
Fase 2: Desprotecéao

Esta fase foi repetida toda vez que fosse necessario acoplar um novo
aminoacido e/ou antes de clivar, pois ela remove o grupo de protecdo Fmoc do
N-terminal. Para a desprote¢cdo foram adicionados 2 mL de 4-metil-piperidina
em N,N-dimetilformamida (DMF) (proporcéo 1:4) na seringa contendo a resina
e deixando agitar por 15 minutos a 200 rpm. Retirou-se o solvente e repetiu o
procedimento mais uma vez, com o intuito de garantir uma maior eficacia. Em
seguida, foi feita a lavagem do solido presente na seringa, em triplicata, com
cerca de 4 mL de DMF, e em seguida, a lavagem com 4 mL DCM. Para a
confirmacdo da desprotecdo, foi feito o teste de kaiser em uma pequena
aliquota do material. Este teste € uma avaliacdo qualitativa para verificar se o
processo foi realizado de forma efetiva ou ndo, e que esta explicado
detalhadamente mais a frente.

Fase 3: Acoplamento

Com sélido constituido por resina devidamente desprotegido, o
aminoacido foi acoplado seguindo a rota de DIC/Oxyma, que consistiu em
adicionar 4 equivalentes (0,6 mmol) da quantidade de resina utilizada do
aminoacido com o N-terminal protegido. Em seguida, foram acrescentados 4
equivalentes de acetato de etil 2-ciano-2-(hidroxiimino) (oxyma Pure) (85,3mg),
2 mL de DMF e 93 pyL de N,N’-diisopropilcarbodiimina (DIC) (que também
correspondem a 4 equivalentes da quantidade de resina). Depois, esta
suspensao foi colocada sob agitacéo a 200 rpm por 1 hora e 30 minutos. Ao fim
desse tempo, foi feito a lavagem, trés vezes, do solido com cerca de 4 mL de
DMF, seguido de 4 mL DCM. Para a confirmacao do acoplamento, foi também

feito o teste de Kaiser de uma pequena aliqguota do material.

Fase 4: Clivagem
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Apoés acoplar o ultimo aminoéacido, foi preciso realizar o processo de
clivagem para retirar o peptideo ‘grudado’ na resina. Primeiro foi realizada a
desprotecao do solido resultante (peptideo+resina). Em seguida, preparou-se o
‘coquetel’ de clivagem, composto por acido trifluoroaceético
(TFA)/tioanisol/agua/fenol/etanoditiol na proporcdo 82,5:5:5:5:2,5 (v/v) (Chan
W. C., et al 2000). Adicionou-se o sdlido seco dentro do coquetel e o agitou por
1 hora e 30 minutos a 200 rpm. Apos o tempo determinado, o TFA foi removido
com o auxilio de um fluxo de argbnio. Ao retirar o TFA, utilizou-se éter
diisopropilico gelado para precipitar o peptideo e a resina, com posterior
filtracdo e descarte da fase etérea, ja que o peptideo e a resina ficam retidos no
fitro. Em seguida, o peptideo foi solubilizado com uma mistura de
metanol/dgua ou acetonitrila/agua 1:1 (v/v), ficando retido no filtro apenas a
resina. Posteriormente, o peptideo solubilizado foi liofilizado no Laboratoério de

Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Teste de Kaiser:

Este teste apresenta um carater qualitativo, no qual apresenta uma
coloracdo azul escuro da solugdo quando existirem aminas livres em solucéo.
Ou seja, no caso da desprotecdo, a resina ficou azul e depois dos
acoplamentos ndao houve mudanca de coloracdo da resina. O teste foi realizado
com uma pequena aliquota retirada da seringa e adicionada a uma mistura de
solucdes que contia uma gota de solucdo 5% de ninidrina em etanol (m/v), 80%
de fenol em etanol (m/v) e cianeto de potassio (KCN) em piridina (2 mL 0,001
mM KCN em 98 mL de piridina). Em seguida, esta solucéo foi aquecida a 120

°C por aproximadamente 2 minutos e verificada a coloracéo.

43. PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Para eliminar eventuais produtos secundarios de sintese, os peptideos
sintetizados foram purificados por cromatografia liquida de alta resolugéo
(CLAE) no laboratério de Anatomia Molecular e Nanomedicina da Faculdade de

Medicina da UnB. A purificacdo foi realizada em um cromatografo Shimadzu
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(Japdo) equipado com um sistema binario de bombeamento (LC-20AR),
detector de arranjo de diodo (DAD, SPD-M20A), injetor manual e sistema de
andlise e processamento de dados LabSolutions versdo 5.92. A coluna
utilizada foi uma coluna preparativa de fase reversa Jupiter C18 (250 x 21,2
mm, 10 um, 300 A) da phenomenex. A fase madvel foi acetonitrila (ACN) + 0,1%
de TFA/ agua + 0,1% de TFA a 10 mL/min. O gradiente utilizado apresentou o
seguinte perfil:

- 0-5min: 5% de ACN+TFA;

- 5-40min: 5%-100% de ACN+TFA;
- 40-45min:100% de ACN+TFA;

- 45-46min:100%-5% de ACN+TFA;
- 46-55min:5% de ACN+TFA,

Ao sistema do CLAE foram injetados manualmente uma solugéo
contendo 20 mg/mL do peptideo sintetizado liofilizado solubilizado em &gua.
Para a deteccao, foram monitorados os comprimentos de onda de 216 nm e
280 nm que correspondem aos comprimentos de onda da absorcéo da ligacdo
peptidica e da absorcdo de cadeias laterais de moléculas aromaticas,
respectivamente. Ao analisar o cromatograma continuamente foram coletadas
fracOes, de forma manual, que contém o peptideo puro, que em seguida, foram
liofilizadas no Laboratério de Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia.

4.4. ANALISE DE PEPTIDEOS POR ESPECTROMETRIA DE
MASSA

Para a confirmacdo da estrutura do peptideo sintetizado, o produto final
da purificacéo por CLAE jé liofilizado foi submetido a analise por espectrometria

de massas, em que foi analisado o produto com relacdo a sua massa/carga.
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4.4.1. ELETRON SPRAY MS E MS/MS

Cerca de 1mg dos peptideos sintetizados foi solubilizado em 500 uL de
agua ultrapura. Em seguida, 3 pL desta solucéo foi retirada e solubilizada em
997 uL de agua e acido férmico. Esta amostra solubilizada foi analisada em um
espectrometro de massa de alta resolucéo presente no instituto de quimica da
Universidade de Brasilia. Este espectrometro de massas é do modelo Triple
Tof 5600+ (Sciex, Ontario, Canada) que foi acoplado a um cromatoégrafo liquido
(Eksigent UltraLC 100,Sciex) que tem a fung&o de injetar a amostra em uma
vazao de 0.3mL/min. A fonte de ionizagéo € do tipo electrospray (Esl, do inglés
ion spray) e os espectros de massa foram adquiridos em modo positivo com
valores de massa entre 100 a 2000 Da, juntamente a utilizacdo de uma
calibragcédo externa. Os parametros de aquisi¢cao foram: TEM 450 (Temperatura
da fonte), GS1 45 (Ga&s de nebulizacdo), CUR 25 (Gas de cortina,
contracorrente), GS2 50 (Gas de dessolvatacdo), ISVF 5500 (voltagem
aplicada a probe) e DP 140 (potencial de declusterizacao de ions). Os produtos
de ions escaneados foram adquiridos com CE 45 e CES 20, parametros
relacionados a extensdo de fragmentacdo do precursor. Por fim, os dados

obtidos foram analisados com a utilizacao do software PeakView v2.1.

4.4.2. ANALISE MALDI-TOF MS

Da solucdo anterior de 1 mg peptideo solubilizado em 500 pL de agua
ultrapura, retirou-se 5 pyL para a analise no espectrébmetro de massa do tipo
MALDI-ToF (Ultraflex 11l Bruker Daltonic) do Laboratorio de Toxicologia do
Instituto de Biologia da UnB. A amostra foi co-precipitada em uma placa de
MALDI em uma propor¢cdo 3:1 de matriz e amostra, sendo uma solugao a
matriz de ionizagdo acido a-ciano 4-hidroxicinamico (sigla em inglés HCCA) a
10mg/mL em 50% (v/v) de acetonitrila e 0,3% (v/v) de TFA. Em seguida, a
mistura secou em temperatura ambiente na placa. Foram entdo adquiridos os
espectros de MS e de MS/MS pela fragmentacdo dos ions precursores, por
LIFT para confirmagédo da sequéncia, utilizando MALDI-TOF no modo refletor,
positivo, com range de 600 a 1500. A calibragdo foi feita com calibrantes
externos (Peptide Calibration Standart, Bruker Daltonics) e a analise de cada

peptideo foi feita utilizando o programa FlexAnalysis v3.1 (Bruker Daltonics).
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4.5, QUANTIFICACAO DOS PEPTIDEOS

A quantificacdo dos peptideos sintetizados foi feita por espectrometria
UV-Vis com o auxilio do espectrofotometro UV-1280 da SHIMADZU do
Laboratorio de Anatomia Molecular e Nanomedicina da Faculdade de Medicina
da UnB. Uma aliquota do peptideo puro e liofilizado (aproximadamente 3 mg)
foi solubilizado em 500 pL de agua ultrapura (solucéo 1). Em seguida, retirou-
se 2uL dessa solucdo 1 e solubilizou em 998 uL de &agua ultrapura. Esta
diluicho é necessaria para se manter os valores de absorbancia medidos
abaixo do limite superior da Lei de Beer-Lambert (0,7 u.a) (Scopes, 1974 ;
Weddel, 1956 ).

Essa segunda solucao foi inserida no espectrofotometro para a leitura
do valor de absorbancia nos comprimentos de onda de 205 nm, 215 nm, 225
nm e 280 nm (comprimento de onda usado na equacdo de peptideos que
apresentem aminoacidos com residuos arométicos em sua composi¢do). Para
o céalculo da concentragdo, foram utilizadas duas formulas distintas, uma para
peptideos em geral e outra para quando ha a presenca de aminoacidos com

cadeia lateral aromatica na composicao do peptideo.

e Formula geral:

CP(ug/mL)= &x+y) FD

X=Az05 X 31(Scopes, 1974)
Y:(A215-A225) x 144 (Tombs et al., 1959)

e Formula para peptideos com aminoacidos aromaticos:

A280 .FD

CP(g/mL )= ~——

(Kirschenbaum, 1979)

Em que:

FD = Fator de dilui¢ao;
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Az0s = Absorbancia obtida no espectrofotdmetro a 205 nm, em uma cubeta de 1
cm;
Az15 = Absorbancia obtida no espectrofotbmetro a 215 nm, em uma cubeta de 1
cm;
Az2s = Absorbancia obtida no espectrofotometro a 225 nm, em uma cubeta de 1

cm.

Azgo = Absorbancia obtida no espectrofotdmetro a 280 nm, em uma cubeta de 1

cm.

4.6. AVALIACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA DOS
PEPTIDEOS CONTRA BACTERIAS

Com o intuito de avaliar o potencial antimicrobiano dos peptideos
selecionados (Hs11, Hs12, Hs13, Hs14 e HsCtrll) foi realizado o teste de
suscetibilidade de microrganismo em diluicdo em caldo conforme os protocolos
M7-A10, M27-A3 e M38-A2 do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute). Para isso, foram selecionados 4 microrganismos (Tabela 2) obtidos a
partir da biblioteca de microrganismos da Universidade Catdlica de Brasilia
(UCB) e os testes foram realizados no Laboratério de Anédlise de Biomoléculas
do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias Genbmicas e Biotecnhologia da
UCB em colaboracdo com o grupo de pesquisa do professor Dr. Marcelo H. S.
Ramanda e realizado pela Mrs Bianca Oliveira. Os peptideos em uma faixa de
concentracdo de 128 uM a 0,25 uM foram incubados por 24 horas a 37°C em
um meio de cultura liquido com bactérias nas concentracdes finais 5 x 10°
células.mL™. Este procedimento foi realizado em meio Mueller-Hinton
(Himedia). Para controle positivo foi utilizado gentamicina em uma faixa de
concentracéo de 20 uM a 0,039 pM. Como controle negativo foi utilizado os

microrganismos em seus respectivos meios de cultura.
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Tabela 2 - Relacdo de bactérias utilizadas no ensaio de avaliagdo da
concentracdo minima inibitoria dos peptideos

Gram-positiva Gram-negativa

Staphylococcus aureus Escherichia coli
ATCC 25923 ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883

4.7. RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Este ensaio foi realizado em colaboracdo com a professora Dra. Aline
Lima de Oliveira do Instituto de Quimica da Unb. O peptideo Hs11 liofilizado foi
solubilizado em &gua ultrapura para uma concentracéo final de 2mM. Para o
ajuste do pH foi, foi utilizado o pHmetro (HI 2221 pH/ORP meter — HANNA
Instruments) e se adicionou HCI diluido a solucéo, para atingir o pH préximo a
4. E foi adicionado a solucdo 0,5% de 2,2,3,3-d4-3-trimetilsililpropionato de
sédio (TMSP-d,), substancia que serviu como padrao interno para referéncia
de deslocamento quimico (0 ppm). Foi preparado também uma solucéo
estoque de LPS (Sigma-Aldrich, USA) em agua ultrapura com concentracao
final de 0,5 mM, de onde sera retirada as devidas quantidades para se obter as
concentracbes de 10 puM, 20 uM e 30 pM para realizagcdo do ensaio de
interacdo com o peptideo.

Todos os experimentos de RMN de *'H foram realizados no
espectrometro Bruker Avance Il HD 600 operando a 600 MHz (14 T) para 'H, a
25 °C situado na Central Analitica do Instituto de Quimica (CAIQ) da UnB. O
sinal da agua foi atenuado com a sequéncia de pulso denominada excitation

sculpting.

40




4.8. DIFERENCIACAO DE MACROFAGOS MURINOS DERIVADOS
DA MEDULA OSSEA (BMDM)

As células de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) foram
obtidas a partir de camundongos machos C57/BL6 com aproximadamente 8 a
12 semanas de idade. Os protocolos foram aprovados pelo comité de ética
animal da Fundacdo Oswaldo Cruz (SElI n. 23106.068588/2022-30) e
realizados pelo Laboratorio de Imunologia e Inflamacdo (LIMI) no Instituto de
Biologia da UnB, orientado pela professora Dra. Kelly Grace Magalhdes e

realizados pela pés-doutoranda Raquel Almeida.

O processo de diferenciacdo foi realizado plaqueando as células
retiradas da medula 6ssea em placas de petri com meio de cultura R20/30
(50% RPMI 1640-Gibco®, 20% de Soro Fetal Bovino-Gibco®, e 30% LCCM,
1% de gentamicina). Apés o sétimo dia as células foram diferenciadas e
deixadas descansando por 48 horas a 37°C com 5 % de CO, .

Em seguida, as ceélulas foram contadas em camara de Neubauer e
plaqueadas em placas de 24 pocos tendo 5x10° células por pogo com 500 pL
de meio de cultura R 10/5 (50% de RPMI 1640, 10% SFB, 5 % LCCM)
mantidas a 37°C com 5 % de CO, e realizando os ensaios em sequéncia.

4.9. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR —= MTT

A viabilidade celular em relacdo aos peptideos Hs11, Hs12, Hs13, Hs14
e HsCtrll foram testadas em células BMDM. Para este experimento, as células
foram plagqueadas em placa de cultura de 96 pocos, tratadas por 24 horas e 48
horas com cada peptideo em diferentes concentra¢cées (0,1 uM, 1 uM, 10 uM e
100 uM). Apéds os tempos de estimulo, o sobrenadante foi substituido por uma
solugcéo de 10% de reagente MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio
brometo) (Sigma-Aldrich, USA) 5mg/mL diluido no préprio meio de cultura
celular. Em seguida, a placa foi incubada por 4h protegida da luz na estufa com
5% de CO,. O sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan formados
foram diluidos em 100uL de DMSO. A absorbancia lida foi de 570nm no
espectrofotometro SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA). Para o célculo da
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viabilidade, as células nao estimuladas foram consideradas como 100% viaveis

e os demais estimulos foram calculados proporcionalmente.

4.10. DOSAGEM DE CITOCINAS

As células BMDM depois de diferenciadas e plaqueadas foram
estimuladas pelos peptideos Hsl1ll, Hsl12, Hs13, Hsl1l4 e HsCtrll na
concentracdo de 1uM. Apds o periodo de 24 horas, as citocinas provenientes
do sobrenadante livre de células foram analisados pelo método de enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA), utilizando-se kits comerciais
(eBioscience e R&D System). O ensaio foi realizado seguindo-se as instrucdes
do fabricante e os niveis de citocinas foram demonstrados em valores
absolutos (pg/mL). Foram dosadas as citosinas IL-6 e TNF-a. A absorbancia
foi lida a 570nm no espectrofotbmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices,
USA).

4.11. BIOGENESE DE CORPUSCULOS LIPIDICOS

Para analisar e quantificar a biogénese de corpusculos lipidicos (CLs) foi
utilizado uma sonda fluorescente lipofilica, Bodipy 493/503 (Life Technologies),
para a identificacdo de lipidios neutros intracelulares (triglicerideos e ésteres de
colesterol) presentes em grandes quantidades em CLs.

Para a quantificacdo de CL por citometria de fluxo, células BMDM foram
estimulados com LPS ou com os peptideos Hs11, Hs12, Hs13, Hs14 e HsCtrll
a 1uM ou LPS (500 ng/mL) + peptideo (Hs11, Hs12, Hs13, Hs14 e HsCtrll) por
24 horas. Apés o estimulo, as células foram incubadas com uma solucédo de
Bodipy/PBS na concentracdo de 1/5000 por 30 minutos a 4°C protegido da luz.
Apods esse periodo as mesmas foram lavadas com PBS 3 vezes e feita a leitura
imediatamente por citometria de fluxo (FACS Calibur). O gate para a analise foi
plotado a partir da populacdo de células viaveis, excluindo-se os debris
celulares da analise. Os histogramas e meédias de intensidade de fluorescéncia

(MFI) foram feitos no software FlowJo V10 (Tree Star Inc).
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4.12. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando programa
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc). Os testes utilizados foram two-
way ANOVA para comparacdo de médias, seguido do pds-teste de Turkey ou
para test t student ndo pareado utilizou-se o teste Kruskal-wallis. A significancia

estatistica foi assumida com valor de p <0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. BUSCA DE POTENCIAIS IAPS NO PROTEOMA HUMANO

O software Kamal inspecionou o proteoma humano referéncia, que
continha aproximadamente 20.600 proteinas, por segmentos com periodicidade
alternada de residuos hidrofébicos/hidrofilicos e de carga positiva com o
objetivo de encontrar novos potenciais IAPs. O padrédo de busca foi
determinado para sequencias peptidicas onde ha uma alternancia de residuos
de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos, podendo comecar com um
aminoacido hidrofilico ou comecgar com um aminoacido hidrofébico (figura 11).
Dentre os parametros, também se determinou que as sequéncias deveriam ter
de 7 a 11 residuos de aminoacidos e que estas sequéncias apresentassem

uma carga liquida igual e superior a +2.

Residuos Polares:
O Cys, Asp, Glu, His, Lys, Asn,
Gln, Arg, Ser, Thr e Tyr

Residuos Apolares:
Ala, Phe, lle, Leu, Met,
Val, Trp e Tyr

Figura 11 - Representacdo esquematica para a prospeccao de potenciais IAPS,
podendo comecar tanto com residuos de aminoacidos polares (representados
em vermelho/circulos) e residuos de aminoacidos apolares (representado em
verde/losangos).

Apoés o processamento dessas informacdes no software Kamal, foram
encontrados 12783 potenciais IAPs provenientes de proteinas do proteoma
humano, sendo 8167 iniciando com aminoé&cidos hidrofilicos e 4616 iniciando

com aminoacidos hidrofdbicos. Isso corresponde a aproximadamente 0,023%
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de todos os segmentos internos de proteinas humanas com 7 a 11 residuos de
aminoacidos e as caracteristicas estipuladas no programa. Em média, os
fragmentos filtrados pelo Kamal tiveram massa molecular de 963 + 138 Da,
carga liquida 2,2 + 0,5, momento hidrofobico 1,30 £ 0,26, hidrofobicidade média
-0,48 £ 0,34 e indice de agregacdo Na4vSS = -2,0 + 22,4. Os histogramas
representando a distribuicdo dessas propriedades para todas as moléculas

encontradas podem ser encontrado na figura 12.
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Figura 12 - Histogramas representando a distribuicdo das propriedades fisico-
quimicas para todas as moléculas. A) Massa dos fragmentos; B)
Hidrofobicidade média; C) Momento hidrofébico D) Carga liquida E) Agregacao
NadvSsS;

Ao analisar o histograma, € possivel verificar algumas tendéncias dentre
os fragmentos expostos pelo software Kamal. A maior parte dos peptideos tém
massa entre 825 Da a 1101 Da. Quanto a hidrofobicidade média, sabe-se que
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quanto mais negativo o seu valor, menor sera a hidrofobicidade, e foi
observada uma variagcéo de -0,62 a -0,14, um valor negativo. Isso indica que,
na média, os segmentos filtrados sao hidrofilicos, mesmo tendo vérios residuos
hidrofébicos em sua composicdo. Isso se da porque ao limitar/fixar a carga
para maior e igual a +2, o software seleciona moléculas que apresentam lisina
e arginina em sua composi¢cdo, sendo esses aminoacidos muito hidrofilicos
(Simm et al., 2016; Zhao & London, 2006). O momento hidrofébico variou entre
1,2 a1,5 em um angulo de rotacdo de 160 graus, proprio para folhas-B, o que
demonstra que mesmo sendo hidrofilicas em média, as moléculas apresentam
separacdo de carga, sendo assim anfifilicas. Quanto a carga liquida, é possivel
ver uma preferéncia de carga para +2, seguida da +3, provavelmente por uma
guestdo estatistica, jA que € mais provavel a existéncia de estruturas com
menor numero de cargas. E por fim, o indice Na4avSS, que é um valor
mensurado pelo algoritmo Aggrescan, que serve para predizer propriedades de
agregacdo em variadas sequencias polipeptidicas (Conchillo-Solé et al., 2007).
Valores negativos de indice de Na4avSS correspondem a uma baixa
propensdo a agregacdo das sequencias de aminoacidos dos peptideos
fornecidos ao programa. No atual trabalho, o indice de agregacdo Nad4avSS
variou entre valores de -24,4 a 20,4, o que indica que as sequencias
polipeptidicas prospectadas apresentam uma ampla variancia em termos de

propensédo de agregacao (Conchillo-Solé et al., 2007).

A partir da analise das propriedades fisico-quimicas e de estrutura
primaria das 12783 possibilidades para peptideos encriptados, foram
selecionados de forma manual e aleatéria 6 potenciais IAPs curtos. Esta € uma
quantidade de moléculas dentro da realidade de producdo do laboratério e
tempo para realizacdo do trabalho. Esse numero de peptideos escolhidos
também representa diferentes propriedades fisico-quimicas, e
consequentemente variagdo em suas composicdes, 0 que permite
comparacdes dentre os segmentos de aminoacidos escolhidos. Os 6 peptideos

para sintese estdo apresentados abaixo, na Tabela 3:
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Tabela 3 - Relacdo de potenciais IAPs selecionados para sintese

guimica

Nome do peptideo

Estrutura primaria

Proteina de origem*

Hsll LRVRARLRL-NH; Proteina
transmembrana 200B
(Q69YZ2)

Hs12 KLRWYFKL-NH2 Proteina 1 de ativacéo
de guanilil-ciclase
(P43080)

Hs13 RAKVKFNVN-NH, Proteina nucleolar 56
(000567)

Hsl14 KVRVKASVT-NH, Proteina de ubiquitina-
ligase (095714)

Hs15 KFRVKVRVK-NH, Repeticdo contendo a
repeticdo do tipo Sushi
(P78539)

Hs16 KVKVKVRVN-NH, Proteina 4L de choque

térmico de

(095757)

70kDa

*Informacdes fornecidas pelo software Kamal

A tabela 4 destaca algumas propriedades fisico-quimicas dos peptideos

selecionados.

Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas dos
para sintese em fase solida.

peptideos selecionados

Peptideo | N° de Massa Carga | MH Hidrofobicidade | pl
Residuos | molecular | liquida meédia

Hs11 9 1151,773 | 4 1,214 | -0,331 12,476
Hs12 8 1152,681 |3 1,276 | -0,231 10,288
Hs13 9 1074.63 3 1,364 | -0.828 11,163
Hs14 9 986,624 3 1,199 | -0,62 11,163
Hs15 9 1158,771 |5 1,452 | -1,018 12,024
Hs16 9 1068,713 | 4 1,487 | -0,97 11,259

*Dados retirados do software KAMAL

Como o objetivo do trabalho é prospectar peptideos antimicrobianos

curtos com potencial estruturagcdo em fitas-f anfifilicas a partir da interagéo

com membranas, foram escolhidas moléculas que apresentam em torno de 9

residuos de aminoacidos, com exce¢ao do peptideo Hs1l2 que apresenta 8

residuos. A carga liquida destes peptideos tém um valor entre +3 e +5, sendo o

peptideo Hs15 o que apresenta a maior carga liquida, com valor de +5, e 0s

peptideos Hs12, Hs13 e Hs14 com menor carga, de valor de +3. O peptideo

Hs16 apresenta o maior momento hidrofobico, com valor de 1,487, enquanto o
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peptideo Hsll apresenta o menor, um valor de 1,214. Quanto a
hidrofobicidade, o peptideo Hs15 apresenta a menor hidrofobicidade média,
com um valor de -1,018, enquanto o Hs12 apresenta a maior, sendo um valor
médio de -0,231.

Para fins de comparacdo, foi criado e sintetizado um peptideo, o HsCtrl1,
gue nao segue o padréo, ou seja, ele é desprovido do padrédo de alternancia
hidrofébico/hidrofilico e ndo apresenta carga positiva na sua composicdo. Este
peptideo foi inspirado na estrutura primaria do peptideo Hs14, mas sem sua

periodicidade e os residuos carregados substituidos por treonina.

Tabela 5 - Relacdo do peptideo controle

Nome do | Sequéncia priméria | Nomero de | Massa
peptideo residuos molecular*(Da)
HsCtrll VTASTVVTT-NH, 9 876,4916

*Massa calculada por: http://rna.rega.kuleuven.be/masspec/pepcalc.htm.

5.2. SINTESE EM FASE SOLIDA E PURIFICACAO DE PEPTIDEOS
POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Dos potenciais IAPs encontrados pelo software Kamal, seis foram
selecionados e sintetizados em fase solida, onde se produziu peptideos
amidados, pois estes apresentam maior resisténcia a protedlise e sdo de
obtencdo mais facil por vias de sintese quimica. A rota de sintese utilizada foi
com Oxima/DIC devido a sua eficiéncia nos acoplamentos dos aminoacidos.
Apés a sintese, os peptideos foram clivados das suas respectivas resinas e
liofilizados.

Em sequéncia, os peptideos foram purificados por cromatografia de alta
eficiéncia. Os tempos de retencdo para os peptideos Hs1l, Hs12, Hs13, Hs14
e HcCitrll foram: 20,53; 24,14; 18,48; 17,36; 18,66 minutos, respectivamente.
Os cromatogramas de purificacdo de cada um desses peptideos podem ser
conferidos nas Figuras 9-13.
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Figura 13 - Cromatograma correspondente a purificacdo do peptideo Hs11l com
utilizacdo de um gradiente de acetonitrila + 0,1% TFA e agua + 0,1% TFA
(representado pela linha preta) e monitoramento do comprimento de onda em
216nm (representado pela linha vermelha) e 280nm (representado pela linha
verde), onde o peptideo eluiu em um tempo de retencéo de 20,53 min
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Figura 14 - Cromatograma correspondente a purificacdo do peptideo Hs12 com
utilizacdo de um gradiente de acetonitrila + 0,1% TFA e agua + 0,1% TFA
(representado pela linha preta)e monitoramento do comprimento de onda em
216nm (representado pela linha vermelha) e 280nm (representado pela linha
verde), onde o peptideo eluiu em um tempo de retencéo de 24,14 min
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Figura 15 - Cromatograma correspondente a purificacdo do peptideo Hs13 com
utilizacdo de um gradiente de acetonitrila + 0,1% TFA e agua +0,1% TFA
(representado pela linha preta) e monitoramento do comprimento de onda em
216 nm (representado pela linha vermelha) e 280nm (representado pela linha
verde), onde o peptideo eluiu em um tempo de retencéo de 18,48 min.
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Figura 16 - Cromatograma correspondente a purificacdo do peptideo Hs14 com
utilizacdo de um gradiente de acetonitrila + 0,1% TFA e agua + 0,1% TFA
(representado pela linha preta)e monitoramento do comprimento de onda em
216nm (representado pela linha vermelha) e 280nm (representado pela linha
verde), onde o peptideo eluiu em um tempo de retencéo de 17,36 min.
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Figura 17 - Cromatograma correspondente a purificacdo do peptideo HsCtrll
com utilizacdo de um gradiente de acetonitrila + 0,1% TFA e agua + 0,1% TFA
(representado pela linha preta) e monitoramento do comprimento de onda em
216nm (representado pela linha vermelha) e 280nm (representado pela linha
verde), onde o peptideo eluiu em um tempo de retencéo de 18,66 min.

A partir dos cromatogramas das Figuras 9 a 13, é possivel inferir que a
sintese e purificacdo foi realizada de forma satisfatoria para estes peptideos,
pois 0 pico majoritario corresponde ao peptideo desejado, o produto principal
da sintese, sendo apenas ele coletado e analisado. Além disso, € possivel
notar que ha poucas fracdes secundarias, decorrentes de subprodutos. Apenas
para o peptideo HsCtrl1 é visto um alargamento do pico majoritario, podendo
ser uma possivel propensdao a formacdo de agregados deste peptideo. Os
peptideos eluem em porcentagens variadas de acetonitrila, variando de 40%
até 60%, indicando uma hidrofobicidade suficiente para a adsorcdo na fase
estacionéria da coluna de fase reversa. Os cromatogramas dos peptideos Hs15
e Hsl16 nao foram apresentados, pois nao foi possivel obter peptideos com
grau aceitavel de pureza, sendo entdo desconsiderados para a continuidade do
trabalho.
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5.3. CONFIRMACAO DA ESTRUTURA PRIMARIA DOS IAPS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA

Apdés a etapa de purificacdo, os peptideos foram analisados por
espectrometria de massa. Destes 6 peptideos selecionados, apenas 4
peptideos (Hsll, Hsl12, Hsl1l3 e Hsl14) foram sintetizados de maneira
satisfatoria, e serdo eles os peptideos que serdo apresentados nas analises no
decorrer de todo o trabalho a partir deste momento. J& os IAPs Hs15 e Hs16
foram descartados apés a andlise cromatografica, pois apresentavam
subprodutos de sintese de dificil purificacdo. Os valores relativos a
massa/carga estdo de acordo com o valor esperado (Tabela 6), confirmando a
presenca dos peptideos sintetizados. Abaixo estdo representados os espectros
de massas e o espectros da fragmentacdo dos fons [M+H]" relativos a cada
peptideo.
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Figura 18 - Espectro de MS do peptideo HsCtrl1, com [M+H]" = 877,498 Da e
o espectro de fragmentacéo do ion. Espectro obtidos a partir de um ESI-MS.
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Figura 19 - Espectro de MS do produto bruto da sintese de Hs11l obtido em
modo refletor positivo em um MALDI-TOF MS no range de m/z de 800 a 1600.
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Figura 20 - Espectro de MS/MS do peptideo Hs11 obtido em modo LIFT em um
MALDI-TOF MS com o assinalamento dos ions das séries y e b (em vermelho).
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Figura 21 - Espectro de MS do produto bruto da sintese de Hs12 obtido em
modo refletor positivo em um MALDI-TOF MS no range de m/z de 800 a 1600
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Figura 22 - Espectro de MS/MS do peptideo Hs12 obtido em modo LIFT em um
MALDI-TOF MS com o assinalamento dos ions das séries y e b (em vermelho).
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Figura 23 - Espectro de MS do produto bruto da sintese de Hs13 obtido em
modo refletor positivo em um MALDI-TOF MS no range de m/z de 800 a 1600
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Figura 24 - Espectro de MS/MS do peptideo Hs13 obtido em modo LIFT em um
MALDI-TOF MS com o assinalamento dos ions das séries y e b (em vermelho).
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Figura 25 - Espectro de MS do produto bruto da sintese de Hs14 obtido em
modo refletor positivo em um MALDI-TOF MS no range de m/z de 800 a 1600.
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Figura 26 - Espectro de MS/MS do peptideo Hs14 obtido em modo LIFT em um
MALDI-TOF MS com o assinalamento dos ions das séries y e b (em vermelho).

A fim de comparacéo, a Tabela 6 lista a massa monoisotopica calculada
dos peptideos e sua massa experimental, conforme detectado. Os erros de
massa estao dentro do esperado para cada técnica, sendo a técnica de elétron
spray de maior acuracia, e que apresenta o menor erro envolvido entre o valor
calculado para a massa e o valor experimental de massa. Os valores de erro
em ppm sdo altos para alguns peptideos, contudo, isto pode ser

desconsiderado, pois o método foi utilizado apenas como confirmatério e com
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ele foi possivel verificar a estrutura primaria dos peptideos por MSMS. Por isso

também, s6 é mostrado uma regido do espectro de massas.

Tabela 6 - Relacdo de comparacdo entre massa calculada e a massa
obtida experimentalmente

Peptideo Massa calculada* Massa Erro (ppm)
[M+H]" (Da) experimental
[M+H]" (Da)
Hs1l 1151,796 1151,754 36
Hs12 1152,704 1152,682 19
Hs13 1074,653 1074,343 288
Hs14 986,647 986,533 115
HsCtrll 877,4990 877,4989 0,1

*Calculado por: http://rna.rega.kuleuven.be/masspec/pepcalc.htm.

A partir do perfil de fragmentacdo dos ions [M+H]" foi possivel confirmar
a estrutura primaria de cada peptideo. Isso foi feito com base nos ions das
series complementares y e b encontrados nos espectros, que sao fragmentos
frequentes em MS/MS gerados a partir da quebra de ligacbes peptidicas. A
série y é formada quando a carga residual estd presente na por¢cdo C-terminal
enquanto a série b é gerada por ions que retém a carga na regido N-terminal
(P. K. Ghosh, 2016). E comum n&o se observar a fragmentac&o de alguns ions,
ou que elas ndo sejam tdo evidentes, todavia, foi possivel observar os

conjuntos de ions fragmentos em pelo menos uma serie.

5.4. QUANTIFICACAO

Apos a confirmacdo da identidade dos peptideos sintetizados por
espectrometria de massa, para a realizacdo dos testes biolégicos, foi

necessaria a realizacao da quantificacdo do material purificado por UV-vis.
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Tabela 7 - Leitura dos comprimentos de onda de 205nm, 215nm, 225nm
e 280nm no UV-VIS para cada peptideo e o valor calculado para suas
concentragdes

Peptideo | 205 nm 215 nm 225 nm 280 nm CP(ug/mL)
Hs1l 0,123 0,042 0,019 - 1781,25
Hs12 0,247 0,198 0,157 0,028 2460,457
Hs13 0,177 0,077 0,023 - 3315,75
Hs14 0,083 0,031 0,014 - 1255,25
HsCtrll 0,214 0,079 0,036 - 3206,5

A partir desta concentracdo é possivel obter o valor da concentracéo
molar de cada peptideo a partir de suas massas molares, e assim, dimensionar

de acordo os proximos ensaios.

5.5. AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DOS
IAPS VERSUS BACTERIAS PATOGENICAS

A atividade antimicrobiana dos peptideos Hsl11l, Hs12, Hs13, Hsl4 e
HsCtrl1 foram testadas em relagdo a bactérias Gram-negativas (E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae) e Gram-positiva (S. aureus) em teste de
microdiluicdo em placa no Laboratério de Analise de Biomoléculas do
Programa de Pés-Graduacgdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da UCB.

Dentre estes peptideos, apenas o Hsl1l e Hs12 apresentaram atividade
antibacteriana dentro da faixa de concentracdo de 128 a 0,25 pM, inibindo
todas as cepas testadas. Os outros 3 peptideos ndo apresentaram atividade
inibitéria diante das cepas testadas. Para controle positivo foi utilizado
gentamicina em uma faixa de concentracdo de 20 uM a 0,039 uM. Os valores

de MIC estao representados na Tabela 8, dada abaixo:
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Tabela 8 - Concentracao inibitéria minima (MIC), dado em uM, para em
bactérias patogénicas humanas

Peptideos s . K. P.

. aureus E. coli . .

pneumoniae | aeruginosa
Hs11 1610/ >32 1610/ >32 128+0/> 128 8+0/>16
Hs12 1640 / 32+0 16+0/>32 64 +0/> 128 8+0/>16
Hs13 N/A N/A N/A N/A
Hs14 N/A N/A N/A N/A
HsCtrll N/A N/A N/A N/A
Gentamicina | 0,47+0,16 / 0,63+ 0/ 0,31+0/ 0,31+0/
0,47+0,16 0,63+ 0 0,47+0,16 0,47+0,16

N/A significa que n&o apresentou atividade dentro da concentracdo testada.

Os peptideos Hs13, Hsl4 e HsCtrll ndo apresentaram atividade
antibacteriana contra as cepas dentro das concentracbes testadas. Ja o0s
peptideos Hsll e Hsl1l2 apresentaram acdo antibacteriana de perfil similar,
exceto para a bactéria K. pneumoniae, para a qual o peptideo Hs12 apresentou
a melhor performance com uma inibig&o total do crescimento da bactéria em 64
uM. Ambos os peptideos inibiram o crescimento de bactérias Gram-negativas e

Gram-positivas.

Ao analisar as propriedades fisico-quimicas dos peptideos testados, 0s
que apresentaram atividade antimicrobiana foram aqueles que tém em sua
composi¢do os residuos de aminoacidos mais hidrofébicos, se compararmos a
tabela escala de hidrofobicidade do anexo 2. Tal fato fica evidente a partir da
comparacao da hidrofobicidade média das sequéncias, sendo a do Hsll = -
0,331 e do Hsl12 = -0,231, as duas maiores entre os peptideos testados.
Percebe-se que Hs13 e Hs14 apresentam um alto conteddo de Valina em sua
eventual face hidrofobica. Na escala TM (Zhao & London, 2006), dada no
Anexo 2, Valina € menos hidrofébica que Triptofano, Leucina, Isoleucina e
Fenilalanina, o que permite hipotetizar que peptideos apresentando a
periodicidade aqui investigada, mas com maior conteddo destes ultimos
aminoacidos, tenderdo a ser antimicrobianos. Tal hipotese devera ser
verificada no futuro. Contudo, a atividade antimicrobiana dos AMPs decorre da
insercdo de residuos hidrofébicos na bicamada lipidica que consiste em um
nacleo apolar, enquanto residuos hidrofilicos interagem com a parte externa da

membrana, o que contribui para ruptura da membrana como também para
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atingir alvos intracelulares. Quanto aos demais parametros, nao foi observada

uma correlagéo clara com os resultados obtidos.

Os valores do MIC sdo comparaveis a de outros AMPs e IAPs
conhecidos estruturados em a-hélice, 0os quais apresentam, porém, maior
namero de residuos. Dentre os Hs IAPs helicoidais conhecidos, podemos citar
0 Hs02, com MICs na faixa de 1 a 2 pM para S. aureus e P. aeruginosa.
Contudo, Hs01 e Hs03 tiveram um desempenho mais modesto em relagcéo a
estes mesmos microrganismos, com MICs variando de 4 a 128 uM para S.
aureus e inatividade contra P. aeruginosa (Guilherme D. Brand et al., 2019).
Além disso, comparando com os peptideos testados por Ong e colaboradores
(Ong et al., 2013), vemos que Hs11 e Hs12 possuem poténcia comparavel e as
vezes superior aos peptideos mais ativos testados nesse trabalho (tabela 9),
como no caso da bactéria S. aureus onde a menor concentracao foi de 20,7 uM
para o peptideo (IRVK)3 , enquanto para o Hsll e o Hs12 foi de 16 uM. Isso
indica que proteinas humanas possuem segmentos internos com padrédo

similar aos testados e com poténcia compativel como agentes antimicrobianos.

Tabela 9 - Concentracao inibitéria minima (MIC), dado em uM, para 0s
peptideos testados pelo trabalho de Ong et al., 2013

Peptideos S. aureus E. coli P. aeruginosa | S. epidermidis
(VRVK); N/A 254,5 N/A 63,6
(IRIR), 28,6 7,1 71 3,5
(IKIK)2 127,2 31,8 31,8 2,0
(IRIK), 60,1 15,0 30,1 3,7
(IRVK), 247 4 61,8 61,8 7,7
(FRFK), 212,8 13,2 53,2 6,6
(WRWK), 46,9 11,7 93,9 5,8
(VRVK)3 42,6 10,6 42,6 0,6
(IRIK)3 40,3 80,6 322,7 0,6
(IRVK)3 20,7 10,3 41,4 1,3
Polimixina B 103,8 1,6 1,6 12,9

*N/A significa que ndo apresentou atividade na concentragéo testada

Ainda para fins de comparacdo, o IAP Hs10, um peptideo sintetizado
pelo grupo que apresenta 9 residuos de aminoacidos e caracteristicas
préximas aos peptideos deste trabalho, também foi avaliado e testado. Este
peptideo, na presenca de vesiculas de DMPC/DMPG (propor¢do 2:1),

demonstrou uma estruturacdo secundaria similar a folhas-p, e apresentou uma
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atividade antibacteriana média para E. coli e P. aeruginosa de 32 uM e 42 uM,
respectivamente (dos Santos, 2022). Os peptideos Hs1l e H12 apresentaram,
entdo, maior poténcia como agentes antimicrobianos diretos do que o Hs10.

E importante ressaltar que os peptideos testados tém no maximo 9
residuos de aminoacidos, logo, sdo menores que um aparente limite minimo
necessario para a manutencdo da atividade de peptideos antimicrobianos
helicoidais. O tamanho minimo para peptideos helicoidais ndo foi amplamente
investigado na literatura. Alguns trabalhos relatam que AMPs devem
apresentar no minimo 10 residuos de aminoéacidos, porém nao apresentam
uma referéncia clara para tal (Tossi et al., 2000). Em nosso grupo, o analogo
do IAP Hs02 com 10 residuos de aminoacidos perdeu completamente a
atividade antimicrobiana, sendo esta detectavel somente em analogos com 13
residuos (dos Santos, 2022). Assim, fica claro que o desenho atual, com base
em fitas-p anfifilicas, € capaz de resultar em peptideos antimicrobianos de
baixa massa molecular e atividade antimicrobiana significativa, correspondendo

entdo a um étimo custo-beneficio para este tipo de molécula.

5.6. EFEITO DOS IAPS CURTOS NA VIABILIDADE DE
MACROFAGOS MURINOS

Os ensaios bioldgicos, a seguir, foram realizados em colaboracdo com o
Laboratério de Imunologia e Inflamacéo (LIMI) no Instituto de Biologia da UnB.
Primeiro, foi necessario verificar se os peptideos avaliados possuem efeito na
viabilidade de células. Para tal, foi verificada a viabilidade celular de
macréfagos murinos (BMDM) em relacdo aos peptideos Hs11l, Hs12, Hs13,
Hs14 e HsCtrll nas concentragdes de 0,1 pM, 1 uM, 10 uM e 100 pM. O ensaio
de reducdo de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) € um método
guantitativo colorimétrico que tem por base a conversao deste reagente em
cristais de formazan (Grela et al., 2018). Estes cristais tém a coloracéo azul e
sdo solubilizados para a anélise por espectrofotometria. Quanto maior a
viabilidade celular, maior ser4 a absorbancia medida devido a maior formacao
dos cristais de MTT.
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O ensaio de MTT para viabilidade de macréfagos murinos tratados com
peptideos sugere que nenhuma das moléculas testadas modula a viabilidade
celular no periodo de 24h. O peptideo Hsll (figuras 27-A) ndo alterou a
viabilidade celular nos tempos de 24h e 48h nas concentracdes testadas,
entretanto, ele induziu o aumento da viabilidade celular na concentracdo de
100 pM. Esse dado, embora estatisticamente significativo, é de pouca
relevancia, sendo mais provavelmente devido a variancia biolégica inerente ao
ensaio. E assim, seria necessario uma futura repeticdo do ensaio para
verificacdo se este € um fato isolado ou uma tendéncia. Para o peptideo Hs12
(figura 27-B), no tempo de 48h, foi observada uma reducao significativa da
viabilidade celular a partir da concentracdo de 1 uM, indo para uma viabilidade
celular de 82,5%. J4 nas concentracdes de 100 uM e 10 uM h& uma queda
maior da viabilidade celular, apresentando uma Vviabilidade de
aproximadamente 65% das células. Os BMDM tratados com o peptideo Hs13
(figura 27-C), no tempo de incubacdo de 48h, apresentaram reducdo da
viabilidade celular quando tratados nas concentracfes de 10 uM e 100 uM,
apresentando uma viabilidade celular em torno de 85%. O peptideo Hsl14
(figura 27-D) a partir da concentracéo de 0,1 pM ja reduziu a viabilidade celular,
apresentando 89% da viabilidade. Na concentracdo de 10 puM reduz mais
significativamente, chegando a uma viabilidade celular de 74,51% de BMDM no
tempo de 48h de tratamento. Entretanto, na concentracdo mais alta de 100 uM
deste IAP né&o foi observada a reducédo da viabilidade celular, podendo ser um
erro analitico na realizagdo do experimento. O peptideo HsCtrll (figura 27-E)
ndo modula viabilidade celular de BMDM independente da concentracdo e

tempo.
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Figura 27 - Ensaio de viabilidade celular MTT para verificar o efeito dos
peptideos A)Hs1l, B)Hs12, C)Hsl1l3, D)Hsl1l4 e E)HsCtrll em células de
macréfagos murinos apos exposicdo de 24H e 48H. Os asteriscos (*), (**) e
(****) representam p<0,05, P<0,01, e P<0,0001, respectivamente. NE
corresponde as células nao estimuladas.
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O ensaio de MTT indicou que todos os peptideos possuem baixa
citotoxicidade para BMDM até 100 pM, visto que, no tempo de 24h ndo houve
alteracdo na viabilidade celular. Ja no tempo de incubagcdo de 48h, alguns
peptideos foram a causa da reducdo da viabilidade celular, entretanto, nenhum
dos peptideos chegou a reduzir mais de 50% da viabilidade na concentracdo
maxima de 100 uM. O peptideo Hs11, o qual apresenta atividade consideravel
como antimicrobiano, néo foi citotoxico nas concentracoes testadas. Esta baixa
citotoxicidade é interessante, pois 0 MIC do Hs11 encontra-se em valores de 8
UM para P. aeruginosa, bactéria Gram-negativa, e 16 pM para S. aureus,
Gram-positiva. Estas concentragbes sao 6x menores do que a maior
concentracéo testada aqui neste ensaio, de 100 uM, demonstrando uma boa

janela terapéutica para este peptideo.

5.7. QUANTIFICACAO DE CORPUSCULOS LIPDICOS EM BMDM
APOS TRATAMENTO COM PEPTIDEOS

Os corpusculos lipidicos (CL) sédo organelas celulares, usadas na
literatura como marcadores de ativacao celular e estdo intrinsecamente ligados
a resposta imunologica e inflamatéria (Bozza et al., 2009). A avaliacdo da
modulacdo da biogénese destas organelas serve para compreender o
estabelecimento do estado inflamatério local (Bozza et al., 2009). Para isso, foi
analisado por sonda fluorescente Bodipy 493/503 (Life technologies), que
consegue marcar lipidios neutros presentes nos CL, o comportamento de
BMDM a partir da adigdo dos peptideos Hs11, Hs12, Hs13, Hs14 e HsCtrll na
concentracdo de 1 pM. Também foi analisado o comportamento das células
aos serem estimuladas com 500 ng/mL de LPS e posteriormente tratados com
cada peptideo a 1 uM. E assim, realizar um simulador do comportamento das

células diante uma infeccao bacteriana.

Os dados apontam que o peptideo Hs11 (Figura 28) reduziu a biogénese
de corpusculos lipidicos em células BMDM, pois a porcentagem de células
apresentando o marcador Bodipy diminuiu, mesmo quando comparados as
amostras ndo estimuladas. Ao ser adicionado apds o periodo de incubacéo de
BMDM por 4h com LPS, o Hs1l também provocou uma reducéo da biogénese
de corpusculos lipidicos, sendo de 30,4 a média de intensidade de
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B)

fluorescéncia para células estimuladas com LPS e indo para 19,5 apés
tratamento com o Hs11. Esta acdo também é observada no grafico tipo dotplot,
onde se observa uma reducdo da porcentagem de células positivas para a
fluorescéncia de Bodipy dentro do quadrante ao se adicionar o peptideo nas
células nédo estimuladas e também apds o estimulo de LPS, correspondendo a

29% e 51% respectivamente. Indicando uma atividade anti-inflamatoria desse

peptideo.
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Figura 28 - Analise do efeito do peptideo Hsl1l na inducdo da biogénese de
corpusculos lipidicos em macrofagos por Bodipy A) histograma em relacdo ao
percentual da média de células B) Representacéo do tipo Dotplot

Ja o peptideo Hs12 (figura 29) ndo alterou a biogénese de corpusculos
quando adicionado aos BMDM em relacdo a células ndo estimuladas,
permanecendo em 17 a média de intensidade de fluorescéncia. Porém, ao ser
adicionado apo6s o periodo de incubacdo de 4h de BMDM com LPS, levou a

uma reducédo da intensidade média dos corpusculos lipidicos de 30,4 para 21,5,
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ou na representacao de dotplot, diminuindo de 92,3% para 65,3%. Isso indica

uma possivel atividade anti-inflamatoéria desse peptideo em células estimuladas

por LPS.
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Figura 29 - Analise do efeito do peptideo Hs12 na inducdo da biogénese de
corpusculos lipidicos em macrofagos por Bodipy A) histograma em relacdo ao
percentual da média de células B) Representacéo do tipo Dotplot

O peptideo Hs13 (figura 30) induziu um leve aumento na biogénese de
corpusculos quando avaliado individualmente. A média de intensidade de
fluorescéncia de CL que incorporaram o bodipy era de 17,7 e foi para 24,5. E
destas, dentro do dotplot, observa-se um aumento de 41,5% para 73,8%.
Entretanto, a adicdo do peptideo apds o periodo de incubacdo de 4h com LPS,
causou uma reducdo da biogénese de corpusculos lipidicos. Isso indica que

este peptideo também apresenta um potencial anti-inflamatério.
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Figura 30 - Analise do efeito do peptideo Hs13 na inducdo da biogénese de
corpusculos lipidicos em macrofagos por Bodipy A) histograma em relacao ao

percentual da média de células B) Representacéo do tipo Dotplot

O peptideo Hs14 (figura 31) ndo alterou a biogénese de corpusculos

lipidicos de maneira significativa quanto testado sozinho, diminuindo a média

de fluorescéncia apenas de 17,7 para 16, ou em relacdo ao dotplot, de 41,5%

para 34,1%. Porém, ao ser adicionado apds o periodo de incubacéo de 4h com

LPS, o Hsl1l4 também levou uma reducdo da biogénese. Indicando uma

atividade anti-inflamatoria deste peptideo.
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Figura 31 - Andlise do efeito do peptideo Hs14 na inducéo da biogénese de
corpusculos lipidicos em macrofagos por Bodipy A) histograma em relagéo ao
percentual da média de células B) Representacdo do tipo Dotplot;

O peptideo controle (figura 32), HsCtrl1, ndo apresentou inducdo na
biogénese de corpusculos lipidicos, e reduziu levemente a biogénese em
relacdo as células ndo estimuladas. Porém, ao ser adicionado apos o periodo
de incubacao de 4h com LPS, ele também levou uma reducéo da biogénese,
diminuindo a média intensidade de fluorescéncia de 30,4 para 23,7. Contudo,
em relacdo ao gating, a reducdo foi a menor dentre as moléculas testadas, de
92,3% para 76,0%. Indicando uma possivel atividade anti-inflamatéria deste

peptideo também.
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Figura 32 - Andlise do efeito do peptideo HsCtrl1l na inducédo da biogénese de
corpusculos lipidicos em macrofagos por Bodipy A) histograma em relacdo ao
percentual de média de células B) Representacéo do tipo Dotplot

Todos os peptideos diminuiram a biogénese de corpusculos lipidicos ao
serem adicionados apds o estimulo com LPS. Ou seja, os peptideos
conseguem reduzir os niveis inflamatérios induzidos previamente pelo LPS. As
células estimuladas com LPS e tratadas com os peptideos Hsl14 e HsCitrll
foram, contudo, aquelas que apresentaram menor reducdo na intensidade de
fluorescéncia de Bodipy apOs tratamento. Sendo assim, essas foram as
moléculas que apresentaram o menor efeito na reducdo da biogénese de CL
em células induzidas. Tomando esses dados como referéncia, Hs1ll e Hs13
foram os mais efetivos na redugdo da formacdo de corpusculos lipidicos
induzida por LPS. Entretanto, estes dados sdo indicativos e devem ser
confrontados com outros, advindos de outras técnicas, como a dosagem de

citocinas nesse mesmo modelo celular.
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5.8. DOSAGEM DE CITOCINAS EM BMDM TRATADOS COM OS
PEPTIDEOS E ESTIMULADOS COM LPS

A fim de investigar a capacidade anti-inflamatéria dos peptideos Hs11,
Hs12, Hs13, Hsl14 e HsCrl1, foi verificado como os BMDM se comportam ao
serem tratados com estes peptideos antes e apéds estimulo com LPS. Para
isso, analisou-se a secrecao de algumas citocinas pro-inflamatorias, como IL-6
e TNF-a. Assim, os BMDM foram plaqueados e incubados com os peptideos a
uma concentracdo fixa de 1 pM e os resultados foram comparados com
agueles obtidos para células estimuladas com 500 ng/mL de LPS. Em seguida,
foi coletado o sobrenadante livre de células e foi dosada a quantidade de

citocinas presentes pela técnica de ELISA.

Os dados demonstraram que os peptideos Hs1l, Hs12, Hs13 e Hsl14
reduziram a secrecado de TNF-a (figura 33-A) e IL-6 (figura 33-B) em BMDM
quando comparados a células ndo estimuladas (NE). Contudo, o peptideo
HsCtrl1l, sendo o peptideo controle, ndo apresentou modulacdo da secrecdo
das citocinas, pois o tratamento de células com esta molécula apresentou

quantidade de citocinas comparavel as células ndo estimuladas.
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Figura 33 - A Analise da modulacdo da secrecao de citocinas de macrofagos
murinos por ELISA, apds incubacdo com os peptideos Hs11, Hs12, Hs13, Hs14
e HsCtrl1, e com LPS. Dosagem de A) TNF- a e B) IL-6; NE corresponde a
células ndo estimuladas, ou seja, livre de peptideo ou LPS; Os asteriscos (**),
(***) e (****) correspondem a p<0,01, p<0,001 e p<0,0001, respectivamente; ns
corresponde a nao significativo; A significancia disposta sobre as barras é
relativa a testes versus o grupo NE.

Neste primeiro resultado € possivel verificar a acdo pro-inflamatoria do
LPS, pois este macrolipidio, ao estimular os BMDM, aumentou a secre¢ao das
citocinas analisadas. Ja os peptideos Hsl1l, Hs12, Hs13 e Hsl14 reduziram a
secrecao de citocinas no meio ao entrarem em contanto com as células BMDM
mesmo sem estimulo com LPS, reduzindo o nivel basal de liberacdo de
citocinas. O peptideo Hs11l demonstrou ter o melhor potencial para acao anti-
inflamatoria, sendo o que mais reduziu TNF-a e IL-6. J& o peptideo Hs14 teve o
menor efeito de reducéo na secrecao das citocinas avaliadas, entretanto, ainda
apresentando uma quantidade de citocinas significativamente menor que a
observada em células ndo estimuladas. O peptideo HsCtrll ndo modulou a

guantidade da citocinas avaliadas, como esperado.
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Em seguida, foi verificada como é a secrecdo de mediadores pro-
inflamatoérios, TNF-a e IL-6, quando células estimuladas com 500 ng/mL de
LPS sao tratadas com os IAPs curtos, a 1 pM. Foram utilizados como
comparativo células estimuladas com LPS, e posteriormente tratadas com o
peptideo e também a ordem contraria, contando primeiro com a incubacao do

peptideo e posterior estimulo com LPS.

O peptideo Hs11, em relacdo a secrecdo de TNF-a (figura 34-A), ao ser
incubado com células pré-estimuladas com LPS, demonstrou efeito anti-
inflamatorio. Isso porque o peptideo causou uma reducao da secrecao de TNF-
a induzida por LPS ao mesmo nivel que as células ndo estimuladas. Este dado
corrobora com os resultados de quantificacdo de corpusculos lipidicos, onde
células estimuladas com LPS em seguida tratadas com Hsl1ll diminuiram a
porcentagem média de CL (Figura 28). J& nas células pré-tratadas com o Hs11
e posteriormente estimuladas com LPS, houve uma secrecdo de citocinas um
pouco maior que a observada em células ndo estimuladas, resultando em uma
diferenca nao significativa em relagédo ao grupo somente estimulado com LPS.
Em relacédo a IL-6 (figura 34-B), tanto em células estimuladas com LPS antes
ou depois da adi¢do do peptideo apresentaram concentracdes similares de IL-6
e estatisticamente ndo-significativas em relacdo ao grupo tratado com LPS sem

adicdo de peptideo.
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Figura 34 — Analise do efeito do peptideo Hs11 sobre a secrecdo de citocinas
(A) TNF-a e (B) IL-6 de macréfagos BMDM estimulados com LPS por ELISA.
Este experimento € representativo de triplicatas. Asterisco (**) representa
P<0,01; ns corresponde a n&o significativo.

Os peptideos Hs12, Hs13, Hs14 e HsCtrll (Figura 35) ndo reduziram a

liberagédo de TNF-a e IL-6 em BMDM estimulados com LPS, antes ou depois da
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adicdo de peptideo, quando comparado a células apenas estimuladas com

LPS. Ou seja, nenhuma dessas moleculas apresentaram atividade anti-

inflamatoria significativa na concentracao testada de 1 uM.
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Figura 35 - Analise do efeito dos peptideos (A)Hs12, (B)Hs13, (C)Hsl4 e
(D)HsCtrl1 sobre a secrecdo de citocinas TNF-a e IL-6 de macréfagos BMDM
estimulados com LPS por ELISA. Estes experimentos sdo representativos de

triplicatas;
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Em suma, somente o peptideo Hsll demonstrou resultados
significativos na inibicdo de citocinas em BMDM estimulados com LPS na
concentragdo testada. Além disso, o efeito foi observado somente para TNF- q,
sendo que o mesmo ndo foi visto para IL-6. Talvez o efeito anti-inflamatério
deste peptideo esteja ligado ao mecanismo de acdo do TNF-a, que tem como
mecanismo direto a apoptose ou necrose (Horiuchi et al., 2010). Contudo,
nestes ensaios de ELISA, utilizou-se uma concentracdo fixa de 1 pM, uma
concentracdo relativamente baixa, se considerar que o efeito de MIC para este
peptideo a partir de 8 puM. Como comparativo, temos o AIP-6 (estrutura
primaria:. RLRWR), um peptideo pequeno que foi desenhado para suprimir
inflamacé&o a partir da inibicdo da sinalizacdo de NF-kB (Wang et al., 2009).
Esta molécula, em um ensaio utilizando macrofagos estimulados com zimosan,
comecou a demonstrar efeito significativo na diminuicdo da secrecao de TNF-a
a partir de 15 ymol/L (Wang et al., 2009). Esta concentracdo € 10x maior do
que a utilizada nos ensaios aqui descritos com os IAPs curtos. Logo, novos
testes utilizando concentracfes mais altas destes peptideos serédo capazes de
confirmar o efeito de supressédo de inflamacao gerada por LPS observada para
Hsll e indicar o real potencial dessas moléculas como agentes anti-

inflamatorios.

59. AVALIACAO PRELIMINAR DA INTERACAO DO PEPTIDEO
HS11 COM LIPOPOLISSACARIDEOS POR RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR

Dados anteriores do grupo indicam que um dos alvos moleculares mais
provaveis dos Hs IAPs sdo os LPS (dados submetidos para publicacdo). Para
analisar a interacdo entre o peptideo Hsll e micelas de LPS, foram feitos
ensaios de RMN com Hsl1l a 2 mM e concentragbes crescentes do lipideo.
Buscou-se observar as mudangas conformacionais do peptideo em
concentracOes de LPS incapazes de produzir sinal intenso, assim, facilitando a
interpretacéo do espectro. A figura 39 apresenta as regides que correspondem
a porcdo amidica de Hsll em um espectro de uma dimensdo com

concentracOes crescentes de LPS.
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Figura 36 - Espectros de RMN de uma dimensdo demonstrando a interacao
entre o LPS e o peptideo Hs11utilizando o espectrometro Bruker Avance Ill HD
600 operando a 600 MHz (14 T) para 'H, a 25 °C. A) Espectros completos de
uma dimensdo B) Zoom nos espectros entre 10 — 6 ppm; Em roxo corresponde
0 espectro com o peptideo puro a 2 mM. Em verde corresponde ao espectro de
Hs11l nesta mesma concentracdo com 10 uM de LPS. Em vermelho, Hs11l com
20 uM de LPS e em azul, Hs11 com 30 uM de LPS.

Estes dados demonstram que a medida que se aumenta a concentragcao
de LPS, ocorre perda de resolugdo dos picos, o que pode ser interpretado
como uma interacdo entre o Hs1l e os agregados de LPS. Este fenémeno, de
alargamento dos picos, pode ser explicado pelas rapidas trocas
conformacionais que intermediam o estado livre do peptideo e o estado ligado
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ao LPS dentro da escala de tempo de aquisicdo de dados de RMN (Post,
2003). Os espectros de TOCSY e NOESY, espectros bidimensionais, também
foram adquiridos e estdo apresentados no anexo 4. A partir deles néo foi
possivel determinar a estruturacdo do peptideo, pois poucos sinais de NOE
foram observados, e apenas residuos de aminoacidos N+1 foram observados.
Assim, ndo foi possivel verificar especificamente como é interacdo do Hsll

com o LPS, que se constata nos espectros de uma dimensao.
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6. CONCLUSAO

Seis potenciais |IAPs foram selecionados dentre o0s peptideos
prospectados a partir do proteoma humano referéncia com o auxilio do
software Kamal usando como molde fitas-$ catibnicas e anfifilicas. Tal padréo
constitui um segundo molde para a busca de moléculas encriptadas
antimicrobianas, pouco explorado na literatura. Dentre os potenciais IAPs
encontrados no proteoma humano, quatro peptideos foram sintetizados e
purificados com éxito (Hs11, Hs12, Hs13 e Hs14). Também foi sintetizado um
peptideo (HsCtrll) que foi desenhado com caracteristicas fisico-quimicas
diferentes dos demais e sintetizado para fins de comparacéao.

Em seguida, os peptideos tiveram seus MICs determinados. Apenas 0s
peptideos Hsll e o Hsl1l2 apresentaram atividade antibacteriana. Estes
peptideos tiveram acdo contra bactéria Gram-negativas e Gram-positivas, e
seus MICs foram similares entre si e comparaveis com outras moléculas de
mesmo padrao encontradas na literatura. Os demais Hs IAPs (Hs13 e Hs14)
nao apresentaram atividade, possivelmente pela sua menor hidrofobicidade
meédia, 0 que indica que novas restricdes fisico-quimicas podem ser impostas
para aumentar o indice de acerto na predicdo de novas moléculas
antimicrobianas de mesmo padrdo em filtragens futuras. Coletivamente estes
dados indicam que algumas proteinas humanas apresentam o padrdo buscado
em sua estrutura primaria, € que uma vez sintetizados, estes apresentam
potencial como agentes antimicrobianos de pequeno tamanho.

Além da atividade antimicrobiana, foi verificado que macrofagos murinos
ndo apresentam viabilidade celular reduzida ap6s incubagédo por 24h com os
Hs IAPs testados. Esse dado indica uma baixa citotoxicidade para estes IAPs
curtos. O peptideo Hs11 foi 0 que demonstrou ter a melhor janela terapéutica,
pois ndo foi citotoxico nas concentracdes testadas independente do tempo de
incubacéo, 24 ou 48h.

A acao anti-inflamatoria dos Hs IAPs curtos aqui descritos foi também
avaliada a partir da andlise de mediadores pro-inflamatérios secretados por
macrofagos murinos estimulados com LPS. Primeiro, com o ensaio de Bodipy,
foi possivel constatar uma reducéo da atividade pro-inflamatéria do LPS nas
células BMDM ao serem tratas com os peptideos, pois todos os IAPs
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diminuiram a biogénese de corpusculos lipidicos. O Hsll e o Hs13 foram os
mais efetivos na reducédo da formacao de corpusculos. Ja o Hs14 e o HsCtrll
foram os que tiveram menor redugdo na intensidade de fluorescéncia de
Bodipy. Subsequentemente, foi mensurada a quantidade de citocinas TNF-a e
IL-6 usando o mesmo modelo experimental. Em células ndo estimuladas,
verificou-se que os peptideos Hs1l, Hs12, Hs13 e Hs14 reduzem a liberagéo
das citocinas jA em seu nivel basal, indicando acdo anti-inflamatoria mesmo
sem inducdo de inflamacédo. Contudo, em BMDM pré-estimulados com LPS,
somente o peptideo Hs11 apresentou, na concentracdo de 1 uM, atividade anti-
inflamatédria significativa. Novos ensaios, utilizando concentra¢gdes mais altas
dos peptideos, serédo feitos para verificar o efeito do Hs11 e melhor caracterizar
o potencial anti-inflamatério dessas moléculas no modelo proposto.

Por fim, foi avaliado por RMN se existem evidéncias da interacdo do
peptideo Hs11 com agregados de LPS. Os espectros mostraram o alargamento
dos picos a medida que se aumenta a concentracdo de LPS, indicando
interacdo direta. Entretanto, os dados de NOESY e TOCSY demonstraram
poucos sinais, e assim, ndo foi possivel verificar especificamente como é a
estrutura do peptideo Hs11 ao interagir com agregados de LPS.

Em suma, o presente trabalho demonstra um novo molde para a busca
de peptideos intragénicos em proteinas, usando como base a estrutura de
fitas-B. Estes peptideos apresentam um custo-beneficio favoravel, pois
apresentam até 9 residuos de aminoacidos, sendo menores que grande parte
dos peptideos antimicrobianos a-helicoidais. Além disso, os IAPs curtos aqui
descritos apresentaram atividade antimicrobiana, baixa citotoxicidade e acéo
anti-inflamatéria. Conclui-se que estas moléculas, em especial o peptideo
Hsll, s&o potenciais alternativas farmacolégicas no combate a

microrganismos.
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Tabela de aminoacidos

ANEXO 1

Aminoécido Simbolo de | Simbolo de trés | Massa
uma letra letras monoisotopica
Acido aspartico | D Asp 115,026
Acido glutamico | E Glu 129,042
Alanina A Ala 71,037
Arginina R Arg 156,101
Asparagina N Asn 114,042
Cisteina C Cys 103,009
Fenilalanina F Phe 147,068
Glicina G Gly 57,021
Glutamina Q GIn 128,058
Histidina H His 137,058
Leucina L Leu 113,084
Isoleucina I Iso 113,084
Lisina K Lys 128,094
Metionina M Met 131,04
Prolina P Pro 97,052
Serina S Ser 87,032
Tirosina Y Tyr 163,063
Treonina T Thr 101,047
Triptofano W Trp 186,079
Valina V Val 99,068
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ANEXO 2

Estruturas dos aminoacidos

Grupos R apolares, alifaticos
{IJOO" (IJOO_ (|JDD" (i?()()"
+ + H +
HN—C—H  HN-—C—H . CC H:N—C—H
CH
H CH, [ 2 CH
CH A
CH; CH;
Glicina Alanina Prolina Valina
{EDO_ {|300_ {IJOO
Haﬂq—ﬂ:—ﬂ Haﬂr—(l:—H HSN—(IU—H
(|3H2 H—(II—CHQ, (I'JHQ
/C“I:\I {FHz (I'JH2
CH;; CH3 CHg S
I
CHj
Leucina Isoleucina Metionina
Grupos R aromaticos
(FOD_ flﬂOO_ I[|3C)D'_
+ + +
H;;N—(|J—H HaN—(ll—H H.-;N—(I?—H
CH, CH, (l'JH2
C=CH
N
NH
OH \ /
Fenilalanina Tirosina Triptofano




Grupos R carregados positivamente

COO~ COO~ COO~
HSITI—{IJ—H Haﬁ—é:—H Hﬁ—{'}—H
CH, CH, cH,
b b dow
CH, CH, H 2!
t':Hﬂ NH H
+1~|JH3 (ljzimz
NH,
Lisina Arginina Histidina
Grupos R polares, nao carregados
COO~ COO~ COO~
H,N—C—H HBET—(!?—H H,N—C—H
(:JHz H—(:}‘ —OH (:3H2
OH CH; SH
Serina Treonina Cisteina
COO~ COO~
HBITI—J:—H H-dl;T—(|3—H
H:N XC‘%D EHE
HENK %0
Asparagina Glutamina
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Grupos R carregados negativamente
COO~ COO"
H,N— O—H HJI—('J—H
{Isz (lJHE
£00- oH,
(|]00_
Aspartato Glutamato

Retirado de ‘Principios de bioquimica de Lehninger’ (Nelson, David L. ; Cox, 2014);
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ANEXO 3

Tabela de hidrofobicidade

Aminoacidos Escala de tendéncia TM
Lys -3,46
Asp -3,27
Glu -2,90
Arg -2,57
GIn -1,84
Asn -1,62
Pro -1,44
His -1,44
Ser -0,53
Thr -0,32
Cys -0,30
Gly -0,19
Ala 0,38
Tyr 0,49
Met 1,40
Val 1,46
Trp 1,53
Leu 1,82
lleu 1,97
Phe 1,98

Escala montada do mais hidrofébico para o menos hidrofébico de acordo
com a escala de tendéncia transmembrana (TM) — Retirado e adaptado de
(Zhao & London, 2006)
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ANEXO 4

Espectros de TOCSY e NOESY do IAP curto Hs11

F1 [ppm]

10

0 F2[ppm]

Figura Al - Espectro de *H-'H TOCSY do Hs11 (2 mM) interagindo com 20 uM

de LPS a 25 °C e pH 4.
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ANEXO 5

Peptideos antimicrobianos (AMPS) podem possuir também atividade
antiviral Esta atividade esta correlacionada com o fator discriminatorio de
peptideos catibnicos membrano-ativos em relagdo composi¢cdo das membranas
fosfolipidicas normalmente carregadas negativamente (lvanova et al., 2016). A
estrutura tipica de um virus consiste em uma cobertura proteica, denominada
capsideo, que pode apresentar diversas formas dependendo de cada virus.
Este capsideo tem como fungdo proteger o genoma viral, que se encontra
dentro dele, mas também funciona no reconhecimento de receptores,
direcionando o virus para um hospedeiro em potencial. Alguns virus
apresentam adicionalmente um envelope sobre este capsideo, sendo essa uma
estrutura composta de fosfolipideos e glicoproteinas que sdo codificadas por
cada virus, tendo como funcdo o reconhecimento de receptores, facilitar a
fusdo com membranas e também no tropismo viral. A figura 5 h4 uma

ilustracdo da composicao tipica dos virus (Goulding & London, n.d.).

Envelope de

fosfolipideos Acido nucleico

Genoma

Capsideo

Figura B1 - Representacdo da estrutura tipica de virus. Extraido e adaptado de
Goulding & London;

A acdo dos AMPs sobre os virus consiste em interagdes eletrostaticas
e/ou hidrofébicas com a camada fosfolipidica e/ou com a superficie polar das
proteinas que sdo expostas durante o processo de fusdo com a célula do

hospedeiro (Huang et al., 2020). Muitos dos peptideos com acao antiviral agem
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com propriedades tipo detergente, e sua seletividade esta ligada com as
diferengas entre as composigdes lipidicas da membrana viral e a membrana do
hospedeiro (Huang et al., 2020). O SARS-CoV-2 € um virus envelopado, ou
seja, apresenta fosfolipideos estruturando sua membrana externa, com um
grande numero de proteinas glicosiladas do tipo S, que sdo responsaveis pelo
reconhecimento de receptores, o ataque viral e a entrada do virus na célula do
hospedeiro (Huang et al., 2020). E devido a sua composi¢do de superficie &
possivel assumir que AMPs poderdo ser capazes de desestabilizar a

membrana e terem acéo antiviral também contra este patdgeno.
ENSAIOS DE ATIVIDADE INIBITORIA CONTRA SARS-COV-2

Para a realizacdo desta parte do trabalho, os peptideos Hs1l1, Hs12 e
Hs13 foram enviados para Sdo Paulo para que todos os procedimentos
envolvendo o virus de SARS-CoV-2 fossem realizados em um laboratorio de
biosseguranga nivel 3 do instituto de ciéncias biomédicas da Universidade de
Sao Paulo (USP). O SARS-CoV-2 (HIAE-02: SARS-CoV-
2/SP02/human/2020/BRA, GenBank Accession No. MT126808.1) foi obtido a
partir do isolamento do virus de uma amostra nasofaringeal de um paciente
diagnosticado com COVID-19. A metodologia de ensaio é similar a reportada

na literatura (Freire et al., 2021).

- Preparo do virus:

O virus, depois de isolado, foi submetido a duas passagens em uma
linhagem celular Vero (Vero CCL-18, retirada do macaco verde africano adulto
natural, fornecido pelo laboratério de secéo de colec¢édo de culturas do instituto
Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasil) e foi mantido em DMEM (do inglés Dulbecco's
Modified Eagle Medium) com alta concentragdo glicose (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO,USA) suplementado com 2% de soro fetal bovino inativado por calor
(FBS, do inglés Fetal Bovine Serum; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). As células foram mantidas a 37°C com 5% de
CO.. O sobrenadante coletado da cultura de células infectadas foi reservado e

armazenado em aliquotas a -80°C.
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Para o plaqueamento, 1x10° células Vero CCL-81 foram adicionadas em
cada poco contendo DMEM em alta concentragdo de glicose suplementada
com 10% de FBS a 37°C com 5% de CO,. Apés 24 horas, o meio foi removido
e substituido por 400 L do meio sem suplementacdo e contendo varias
diluicdes de SARS-CoV-2. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C com
5% de CO, para a adsorcao do virus. Entdo, o meio foi removido novamente e
substituido por 500 uL de DMEM com alta concentracédo de glicose (2% FBS)
contendo 2% de carboximetil celulose. Em seguida as placas foram incubadas
por mais 72 horas. Passado este tempo, o meio foi removido e as placas foram
fixadas com 4% de paraformaldeido em PBS (m/v) com pH 7,4 por 15 minutos
e colorido com violeta cristal 1% em 10% de metanol (m/v/v) por 5 minutos. O
namero de placas foram visualmente avaliadas e contadas, e o virus titulado foi

calculado por formacao de unidades de placa (PFU)/mL.

- Triagem de inibicao fenotipica

Em cada poco das placas de ensaio (Greiner Bio-One, Frichenhansen,
Alemanha) foram semeadas 6000 células Vero em 120 uL de DMEM com alta
concentracdo de glicose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementada
com 10% de FBS inativada por calor (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) a 37°C com 5% de CO, por 24 horas. Depois 0
meio foi removido e se adicionou 60 pL de DMEM com alta concentracéo de
glicose DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a cada poco. Os peptideos
foram manualmente transferidos para uma placa de 96 poc¢os de polipropileno
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) e diluidos com tampéao de fosfato
salino (PBS) pH 7,4 estéril, para uma dilui¢do final de 33.33x. Entéo, 30 pL de
cada poco foram transferidos para uma placa de ensaio contendo as células,
seguido pela adicdo de particulas virais de SARS-CoV-2 para as
multiplicidades de infeccdo (MOI) 0,1 em 30 pyL de DMEM com alta
concentracéo de glicose por poco.

As células infectadas e tratadas com Dimetilsulfoxido (DMSO) e as
células ndo infectadas tratadas com DMSO foram usadas como controles. As
placas de ensaio foram incubadas por 1 hora a 37°C com 5% de CO, para a

adsorcdo do virus e em seguida foi adicionado 60 pL de DMEM com alta
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concentracdo de frutose suplementada com 6% de FBS por poco. As
concentracOes finais das placas de ensaio foram 0,5% de DMSO e 2% de
FBS(v/v). Ap6s 33 horas de incubacdo, as placas foram fixadas em 4% de
paraformaldeido em PBS pH 7,4 e submetido a uma determinacédo indireta
imunofluorescente da infeccao viral celular. Depois as placas foram lavadas
duas vezes com PBS pH 7.4. Em seguida, as células foram bloqueadas
utilizando com 5% de soro de albumina bovina (BSA, do inglés bovine serum
albumine) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS (BSA-PBS) por 30
minutos em temperatura ambiente e lavado duas vezes com PBS.

Soro hiperimune de um paciente brasileiro em convalescéncia de
COVID-19 foi diluido em razao 1:1000 em 5% de BSA em PBS (v/v) e usado
como anticorpo primario. Apés 30 minutos de incubacdo, os pocos foram
lavados e a solucdo contendo anti-lgG humano conjugado (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) com 5 pg/mL de DAPI (4,6 diamidino-2-
fenilidola; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido em raz&o 1:1000 em 5%
BSA (v/v) foi adicionado em cada poco. Apos a Ultima incubacdo de 30
minutos, as placas foram lavadas duas vezes com PBS e submetidas a
imageamento no sistema de imagens de alto contedado Operetta (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) usando a magnitude objetiva de 20x. As imagens
adquiridas foram analisadas pelo software Hasmony (Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA), versao 3.5.2.

- Analise dos dados

As analises das imagens, incluindo a identificacdo e contagem das
células Vero, foram baseadas em segmentacdo nuclear, e a infeccéo viral foi
baseada na mancha citoplasméatica como as detectadas nos ensaios de
imunoflourescéncia. Segmentacdo automatizada de células e identificacdo de
células infectadas por SARS-CoV-2 foram visualmente confirmados. A razao de
infeccdo (IR) foi calculada como a razéo entre 0 numero de células infectadas e
o numero total de células contadas em cada poco. A avaliagdo de
sobrevivéncia elular foi calculada pelo numero de células contidas em cada
poco dividido pelo valor médio do numero de células controle positivo (células
infectadas tratadas com DMSO) multiplicado por 100. A atividade antiviral foi

determinada pela normalizac¢éo do IR do controle negativo (células infectadas e
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nao infectadas com DMSO). A curva de concentracdo resposta foi plotada
usando a normalizacdo da atividade e a sobrevivéncia celular em cada
concentracdo com uma analise de regressdo nao linear em funcédo de dose
resposta sigmodal (declive variavel) usando GraphPad Prism versdo 7.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os valores de ECsy e CCsp foram
determinados como a concentracdo dos compostos que reduzem a taxa de
infeccdo e a sobrevivéncia celular em 50%, respectivamente, comparado com

os controles infectados néo tratados de cada composto.

- Ensaios de concentracao fixa 10 uM

Primeiramente, os compostos foram diluidos para 2 mM em DMSO.
Destas solucfes foram preparados os compostos em diluicbes 33,33x em PBS
e adicionado 10 uL em cada poco das placas de ensaio, obtendo uma diluicdo
final de 200x. As Células Vero E6 foram plagueadas em placas de 384 pocos
em meio DMEM em alta concentracdo de glicose (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Apés 24 horas, as células receberam os compostos, e em seguida,
o virus foi adicionado em um MOI de 0,05. Apds 36 horas de infeccéo, as
placas foram fixadas e analisadas por imunofluorescencia. As imagens foram
adquiridas e analisadas pelo Operetta (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).
Para a analise de dados, os parametros medidos em cada um dos poc¢os
foram: numero total de células e numero total de células infectadas. A partir dos
controles infectado e néo infectado, a atividade de cada um dos compostos e a

taxa celular foram normalizadas.

- Ensaios de determinacéo de dose-resposta

A colecdo de compostos (os peptideos) foi reformatada para uma placa
de 384 pocos seguindo o mesmo procedimento anterior de preparacao.
Entretanto, nesta parte do experimento foi utilizado como controle a cloroquina.
As Células Vero E6 foram plagueadas em placas de 384 pog¢os. Apos 24 horas,
as células receberam os peptideos e em seguida o virus foi adicionado em uma
multiplicidade de ensaio (MOI) de 0,1 particulas virais por célula. A
concentracéo final de DMSO nas placas de ensaio foi 0,5% (v/v). Apos 33
horas de ensaio, as placas foram fixadas, a imunofluorescéncia foi realizada

com soro de pacientes de Covid-19. As imagens foram adquiridas e analisadas
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pelo equipamento de HCS Operetta (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Os
parametros medidos em cada um dos pocos foram: o niumero total de células e
0 numero total de células infectadas. A redu¢cdo no numero de células
infectadas indica a porcentagem de atividade viral das amostrar. A partir dos
controles infectados e néo infectados, a atividade de cada composto e a taxa

de sobrevivéncia celular foram normalizadas.

TESTE DE ATIVIDADE ANTIVIRAL

Dado o potencial de alguns dos IAPs aqui descritos em inibir o
crescimento bacteriano, provavelmente por meio da desestabilizacdo de
membranas bioldgicas, alguns peptideos selecionados foram testados contra
SARS-CoV-2. O SARS-CoV-2 é um virus envelopado, ou seja, composto uma
camada externa formada por fosfolipideos, que irdo interagir com IAPs em
potencial (Huang et al., 2020). A literatura traz indmeros AMPs com atividade
antiviral direta contra virus envelopados, capazes de desestabilizacdo da
particula viral, e portanto, € razoavel testar os Hs IAPs aqui descritos para tal
atividade (Cheng et al., 2008; Jung et al., 2019; Q. Li et al., 2011). O nosso
parceiro nestes ensaios foi o Instituto de Ciéncias Biomédicas na Universidade
de S&o Paulo

O primeiro teste consistiu em uma varredura utilizando uma
concentracédo fixa de peptideos de 10 uM em células Vero-E6 infectadas com

SARS-CoV2. A tabela A.1 traz uma compilagéo dos resultados obtidos.

Tabela A.1- Resultados da varredura para concentracédo fixa de 10 uM
dos peptideos testados

Nome do | NUmero Células Razdo de | Sobrevivéncia | Atividade

peptideo |de infectadas | infeccdo | celular (%) antiviral
células (%)

Hsl1l 1998 904 0,4525 125 12

Hs12 1152 534 0,4635 72 10

Hs13 1665 816 0,4901 104 5
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Esses dados demonstram que os peptideos na concentracdo de 10 uM
mantiveram boa parte das células vivas, mais de 72%, o que mostra uma baixa
citotoxicidade destas moléculas. Esse € um dado interessante, que deve porém
ser expandido para testes de citotoxicidade utilizando concentragdes mais altas
dos peptideos. O Hs1l2 se mostrou mais toxico, apresentando uma
sobrevivéncia celular de 72%, e o Hs11l o que manteve a melhor porcentagem
de células vivas, com um valor de 125%. Entretanto, nesta concentracéo de 10
UM a atividade antiviral foi modesta, pois o peptideo com melhor atividade, o
Hsl11, inibiu somente 12% do processo infeccioso. Isso indica que, embora
pouco toxicos, os Hs IAPs aqui testados sdo pouco efetivos na neutralizacao
do processo de infeccao viral por SARS-CoV-2.

Apos esse ensaio preliminar, foi feito um segundo ensaio com dose
variavel, onde foi mensurada a viabilidade celular e a atividade antiviral para o
peptideo Hs1l, o peptideo que apresentou a melhor performance no ensaio
anterior. Neste ensaio foi realizado um teste variando as concentracfes até a
concentracdo de 10 uM (Tabela A.2). A cloroquina foi utilizada como referéncia
(Freire et al., 2021) e foram medidos dois parametros, o ECsy, sendo essa a
concentragéo que inibe 50% da infectividade viral, e CCsp, a concentragédo que
mata 50% das células.

Tabela A.2 - Testes dose resposta para a determinacéo de ECsp e CCsg

Nome do | ECsp (UM) CCso (UM) Sl Atividade
composto maxima (%)
Cloroquina 9,22 >50,00 >5,4 99

Hsll >10,00 >10,00 ND 4

A cloroquina foi utilizada como molécula padrdo que apresenta uma boa
acdo antiviral in vitro, conforme demonstrado na literatura (Freire et al., 2021).
Esta molécula, com uma concentracdo menor que 10 uM conseguiu reduzir em
99% o0 processo infeccioso e apresentou baixa toxicidade. A inibicdo de 50%
do processo infeccioso viral foi obtida em uma concentracdo de 9,22 uM de
cloroquina, enquanto a CCsy ndo foi atingida dentro da faixa de concentragdes
testadas. Esta andlise da atividade viral e sobrevivéncia celular € representada

na figura 23a.
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a

Antiviral Activity, %

O peptideo Hs1l1, por sua vez, também manteve boa parte das células
vivas, contudo, apenas apresentou 4% de atividade antiviral até sua
concentracdo maxima de teste de 10 pM. Isso indica que o Hsll ndo foi
antiviral na faixa testada. Porém, dado que a atividade antibacteriana destes
peptideos € manifesta entre 8 e 128 uM, € razoavel esperar que a atividade
antiviral também se manifeste nesta faixa, a qual ndo foi avaliada por motivos
técnicos. Tais dados devem ser adquiridos no futuro em uma faixa superior de
concentracdo, para melhor compreenséo da atividade antiviral desse peptideo.
Outros IAPs helicoidais testados pelo grupo demonstraram resultados
promissores dentro da faixa testada (dados ndo mostrados). A figura 23b

apresenta como foi a atividade viral e a sobrevivéncia celular.
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Figura B2 - Representacdo da atividade antiviral e a porcentagem de
sobrevivéncia celular em uma faixa de concentracdo até 10 uM. A) Atividade
relativa a cloroquina; B) Atividade do peptideo Hsll. Em vermelho, curva
relativa ao % de sobrevivéncia celular, e em azul, para o % de atividade
antiviral

104

% '|BAJAING 18D



DECLARACAO DE ORIGINALIDADE DE DISSERTACAO DE MESTRADO OU
TESE DE DOUTORADO

Declaro que a presente dissertacdo/tese € original, elaborada especialmente
para este fim, ndo tendo sido apresentada para obtencédo de qualquer titulo e
que identifico e cito devidamente todas as autoras e todos 0s autores que
contribuiram para o trabalho, bem como as contribuigbes oriundas de outras
publicacdes de minha autoria.

Declaro estar ciente de que a cépia ou o plagio podem gerar responsabilidade
civil, criminal e disciplinar, consistindo em grave violagéo a ética académica.

Brasilia, 17 de outubro de 2022.

fomandq %ﬂ‘m’d Qilwg_

Programa: Programa de Pds Graduacdo em Quimica (PPGQ)

Assinatura do/a discente:

Nome completo: Fernanda Leonel Silva

Titulo do Trabalho: ‘Prospeccio, sintese e avaliacdo de Peptideos Intragénicos
Antimicrobianos curtos derivados de proteinas humanas como agentes
antimicrobianos e anti-inflamatorios’

Nivel: ( X) Mestrado () Doutorado

Orientador/a: Guilherme Dotto Brand

105



