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RESUMO

Peptideos membrano-ativos sdo classificados em trés grandes familias: peptideos
penetradores de células (CPPs), amiloides e peptideos antimicrobianos (AMPs).
Embora muitos desses peptideos apresentem cargas positivas, as familias de
peptideos membrano-ativos com cargas negativas despertam interesse especial.
Um exemplo notavel é o pHLIP, conhecido por sua capacidade de atuar
seletivamente em ambientes acidos, como os encontrados em tumores. Inspirados
por esses estudos, buscou-se identificar peptideos sensiveis ao pH no proteoma
humano, utilizando o software Kamal para filtrar sequéncias com caracteristicas
anidnicas e anfifilicas, capazes de se estruturar em a-hélice. Dessa forma, foram
desenvolvidos os peptideos intragénicos anidnicos de entrega (HsIDPs), em alusao
aos HslAPs, previamente estudados pelo grupo de pesquisa do laboratério. Esses
peptideos foram investigados quanto as suas interagdes com membranas por meio
de ensaios de dicroismo circular, utilizando vesiculas de DMPC e DMPC/DMPG 2:1
(m/m), em diferentes valores de pH. O peptideo HsIDP1, o primeiro a ser
sintetizado, demonstrou atividade dependente do pH, adquirindo estrutura
secundaria apenas em ambiente acido e na presenca de vesiculas anidnicas. Com
o0 objetivo de aprofundar a compreensao dos efeitos das propriedades fisico-
guimicas na atividade desses peptideos, duas geracdes adicionais de HsIDPs
foram sintetizadas, incluindo cinco novas sequéncias e dois analogos do HsIDP1.
Os estudos com essas novas moléculas revelaram que a sensibilidade ao pH e a
seletividade pela composicdo da membrana dependem de um delicado equilibrio
entre as caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos. Dentre eles, o HsIDP1 e
seus analogos HsIDP1.1 e HsIDP1.2 destacaram-se como promissores, exibindo
formacao de estrutura secundaria de maneira dependente do pH e de forma
diferencial em vesiculas de DMPC/DMPG. Esses peptideos serdo submetidos a
ensaios com células tumorais para avaliagdo de sua atividade in vitro. Por fim, os
resultados obtidos demonstram que o proteoma humano é uma fonte viavel de
peptideos sensiveis ao pH e seletivos a membranas anidnicas.

Palavras-chave: peptideos anibnicos membrano-ativos; dicroismo circular;
Peptideos Intragénicos de Entrega; dependéncia de pH.



ABSTRACT

Membrane-active peptides are classified into three major families: cell-penetrating
peptides (CPPs), amyloids, and antimicrobial peptides (AMPs). Although many of
these peptides exhibit positive charges, membrane-active peptide families with
negative charges are of particular interest. A notable example is pHLIP, known for its
ability to act selectively in acidic environments, such as those found in tumors.
Inspired by these studies, we sought to identify pH-sensitive peptides in the human
proteome using the Kamal software to filter sequences with anionic and
amphiphilic characteristics capable of forming a-helical structures. From this
approach, anionic intragenic delivery peptides (HsIDPs) were developed, a
nomenclature that references HsIAPs, previously studied by the laboratory's
research group. These peptides were investigated for their interactions with
membranes through circular dichroism assays using DMPC and DMPC/DMPG 2:1
(m/m), at different pH values. HsIDP1, the first peptide to be synthesized,
demonstrated pH-dependent activity, acquiring secondary structure only in acidic
conditions and in the presence of anionic vesicles. To further understand the effects
of physicochemical properties on the activity of these peptides, two additional
generations of HsIDPs were synthesized, including five new sequences and two
analogs of HsIDP1. Studies with these new molecules revealed that pH sensitivity
and selectivity for membrane composition depend on a delicate balance between
the physicochemical characteristics of the peptides. Among them, HsIDP1 and its
analogs HsIDP1.1 and HsIDP1.2 stood out as promising, exhibiting pH-dependent
secondary structure formation and differential behavior in DMPC/DMPG vesicles.
These peptides will be subjected to assays with tumor cells to evaluate their in vitro
activity. In conclusion, the results demonstrate that the human proteome is a viable
source of pH-sensitive peptides selective for anionic membranes.

Keywords: membrane-active anionic peptides; circular dichroism; intragenic
delivery peptides; pH dependence.
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1. INTRODUGAO

Peptideos sédo cadeias formadas por unidades monoméricas chamadas
aminoacidos, conectadas através de ligacoes amidicas conhecidas como ligagbes
peptidicas, caracterizadas pela unido entre um grupo amina e um grupo carboxila.
Eles podem ser encontrados em uma ampla variedade de organismos e
desempenham diversas fungdes bioldgicas, incluindo, mas nao se limitando,
atividades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, sinalizadora (hormonal)
e outras relacionadas a fungéo imunoldgica (FORBES; KRISHNAMURTHY, 2024).

A vasta gama de estruturas primarias possiveis combinada com a diversidade
de polaridade e carga dos aminoacidos confere aos peptideos uma variedade de
atividades bioldgicas. Muitas dessas atividades sao determinadas por sua estrutura
secundaria, hidrofobicidade e distribuicdo de cargas. Algumas dessas moléculas
podem apresentar multiplas atividades, como no caso das encontradas dentro de
proteinas presentes no leite bovino, variando desde acbes imuno e
citomodulatdrias, opioide, inibidores de enzima conversora de angiotensina e
ligantes de minerais (MEISEL, 2004).

Vale notar que as caracteristicas fisico-quimicas de um peptideo nem sempre
serdo associadas a um uUnico tipo de atividade, mas frequentemente influenciam
seu comportamento, como é o caso dos peptideos membrano-ativos.

1.1. Peptideos membrano-ativos

Peptideos com capacidade de atuar frente a membranas plasmaticas sao
denominados de peptideos membrano-ativos (LAST; SCHLAMADINGER,;
MIRANKER, 2013). Existem trés grandes familias dentro desse grupo: os peptideos
penetradores de células (CPPs), os amiloides e os peptideos antimicrobianos
(AMPs) (LAST; SCHLAMADINGER; MIRANKER, 2013). Apesar de todos interagirem
com membranas celulares, suas atividades diferem significativamente, variando
entre perturbagdo da membrana, atravessa-la por completo ou residir em seu
interior, fusionando com os fosfolipideos que a constituem (AVCI; AKBULUT;
OZKIRIMLI, 2018). Ademais, alguns desses peptideos sao capazes de agir
seletivamente em membranas negativamente carregadas, como a de procariotos.

Alguns dos atrativos por tras do estudo de peptideos membrano-ativos estdo na
tentativa de melhor compreensdao e descoberta de tratamentos de doencgas
neurodegenerativas (DOBSON; KNOWLES; VENDRUSCOLO, 2020), céanceres
(NOROUZI; MIRMOHAMMADI; HOUSHDAR TEHRANI, 2022), melhoria na eficiéncia



de diversos tratamentos a base de farmacos (AGRAWAL et al., 2016) e combate de
organismos resistentes a antibiéticos (HUAN et al., 2020).

Conforme mais exemplares peptidicos foram sendo estudados, alguns motivos
comuns passaram a ser notados e muito ponderou-se quanto a relagao entre tais
motivos e as atividades apresentadas. Peptideos membrano-ativos séo
frequentemente anfifilicos, relativamente curtos (<50 aminoacidos), e
desestruturados quando em solugao, porém adquirem uma estrutura secundaria
quando em presenga de membranas lipidicas. Existem algumas excegdes, como
nos casos de poliargininas e peptideos ciclicos capazes de penetrar células
(KABELKA; VACHA, 2021; LAST; SCHLAMADINGER; MIRANKER, 2013; MAGZOUB;
GRASLUND, 2004).

A caracteristica de anfifilicidade é, provavelmente, uma das principais para que
haja a interagao entre o peptideo e a membrana. Isso se da por permitir que a
porcao hidrofilica se mantenha em contato com o solvente e as cabecgas polares
que abrigam os fosfatos carregados dos fosfolipideos, enquanto a face hidrofdbica
encontra-se “enterrada” no interior da membrana, buscando interacdo com as
cadeias lipidicas apolares (HUANG, 2006). Em nosso grupo de pesquisa, peptideos
membrano-ativos anfifilicos catiénicos como o Hs02 (Figura 1) sdo explorados com
finalidade de entender melhor suas propriedades frente as membranas celulares
de procariotos e eucariotos, assim como modulacao de vias inflamatérias a partir
de interagdes com lipopolissacarideos (BRAND et al., 2019).
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Figura 1: mapa de Edmundson demonstrando a estrutura em hélice do peptideo Hs02
(KWAVRIIRKFIKGFIS), ilustrando seu carater anfifilico. Estruturas em circulos representam
aminoacidos identificados por cédigos de uma letra. Aminoacidos em verde: apolares.
Em vermelho: polares carregados positivamente. Em cinza: polares ndo carregados
(BRAND et al., 2019).



1.1.1. CPPs

Atualmente, classificam-se como CPPs os peptideos capazes de penetrar a
membrana plasmatica e alcangar o meio intracelular com alta eficiéncia e pouca
citotoxicidade associada (MAGZOUB; GRASLUND, 2004). Tal atividade permite o
transporte e internalizacao celular de moléculas conjugadas como proteinas,
peptideos, acidos nucleicos, moléculas hidrofilicas e nanoparticulas que, caso
contrario, seriam incapazes de ultrapassar a membrana celular. Contudo,
ultimamente tem se atribuido o mesmo titulo aos peptideos que conseguem
apenas atravessar a membrana, sem necessariamente apresentarem capacidade
de carreamento de moléculas conjugadas (HENRIQUES; MELO; CASTANHO, 2007).

Peptideos penetradores possuem como caracteristicas comuns curta
sequéncia (ndo mais que 35 aminoéacidos), sendo solluveis em agua e em geral
catidbnicos, apesar de, recentemente, terem sido sintetizados peptideos
penetradores com cargas negativas, podendo ser ou nao anfifilicos (KALAFATOVIC;
GIRALT, 2017; MAGZOUB; GRASLUND, 2004). Os primeiros representantes dessa
classe a serem descobertos foram os peptideos TAT (GRKKRRQRRRPQ) e
penetratina (RQIKIWFQNRRMKWKK), ambos derivados de fragmentos de proteinas
nativas e extensivamente estudados até hoje, servindo também como uma base
para a racionalizacao de novas sequéncias em busca de melhores capacidades de
penetracao, eficiéncia de escape de endossomos, resisténcia a protedlise e
especificidade de alvos (KALAFATOVIC; GIRALT, 2017).

Os mecanismos de translocacdo de membranas pelos CPPs podem variar de
meios endocitdticos dependentes de energia a translocacéao direta independente
de energia. O mecanismo esté sujeito nao so a fatores fisico-quimicos do peptideo
como quantidade de cargas e numero de residuos de amino acidos, mas também
do tipo de carregamento que esta sendo translocado, da composicao lipidica da
membrana, forca idnica do meio e temperatura (KABELKA; VACHA, 2021;
KAUFFMAN et al., 2015; NEVES-COELHO et al., 2017).

1.1.2. Amiloides

Amiloides sado agregados fibrilosos de folhas-3 derivados de proteinas naturais
do organismo, conhecidas como proteinas amiloidogénicas, originalmente
soluveis em agua (BUTTERFIELD; LASHUEL, 2010). Doengas como Alzheimer,
Parkinson, diabetes tipo Il e esclerose lateral amiotréfica compartilham da
presenca dessas fibrilas nos tecidos afetados (NGUYEN et al., 2021). O processo
de formacao dos amiloides inicia-se com a concepcao de oligdmeros de folhas-f3



das proteinas (fase lenta), formacao de protofibrilas flexiveis e curtas, com
posterior amadurecimento, alongamento e consolidacdo da fibrila de estrutura
insoluvel (fase rapida), ficando essa em equilibrio com os mondmeros ainda em
solucao (MEISL et al., 2018; REISS et al., 2018).

Estudos mostram que proteinas amiloidogénicas iniciam o processo de
formacao das fibrilas através de dois modos: nucleagao primaria e secundaria
(Figura 2b). A nucleacdo primaria é dirigida por interagbes com membranas
fosfolipidicas, ao agirem como uma espécie de catalisador permitindo que a
conformacdo necessdria para interagdo inicial dos monémeros de peptideos
acontega com mais frequéncia do que quando livres em solugao (Figura 2a). A
nucleagcdo secundaria necessita da existéncia prévia de fibrilas maduras e
alongadas, que podem se fragmentar e fornecer uma “semente” para outros
mondmeros ou oligdmeros desordenados crescerem em fibrilas rigidas, pulando a
fase lenta de formacao de protofibrilas e oligdmeros nao ordenados (Figura 2c)
(BUTTERFIELD; LASHUEL, 2010; NGUYEN et al., 2021; ZEINEDDINE; YERBURY,
2015).
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Figura 2: esquema ilustrando os principais processos de formacao de fibrilas amiloides.
(a) formacgéo de fibrilas a partir de nucleagao primaria, a qual € iniciada pela agregacéo de
mondmeros de fragmentos amiloidogénicos, constituindo a fase lenta, para entao
formacao de oligbmeros ordenados e amadurecimento em fibrilas. (b) comparacéao entre
os tipos de nucleacéo. (c) formacéao de fibrilas por nucleagao secundaria, a partir de
fragmentos de estruturas previamente formadas, servindo como um “modelo” de
estruturagdo. Adaptado de (ZEINEDDINE; YERBURY, 2015)

Galvagnion et al. (2015) ao estudarem a a-sinucleina — proteina de 14 kDa
capaz de agregar e formar fibrilas, associada ao aparecimento da doencga de
Parkinson —demonstram que a nucleacgao e formagao dos oligdmeros sé é iniciada
apds um valor critico da razado das concentragdes de lipideo e proteina, uma vez



que em valores mais altos ([vesiculas] > [proteina]), toda a a-sinucleina presente
em solugao estd associada com a membrana e adota majoritariamente a estrutura
de a-hélice. Outros estudos mostram que esse comportamento ndo é exclusivo da
a-sinucleina, mas também de outros peptideos capazes de formar estruturas
amiloides como amiloide-B (BOKVIST et al., 2004) e IAPP (islet amyloid polypeptide)
(WILLIAMSON; LORIA; MIRANKER, 2009). Antagonicamente, em valores menores
que a razao critica, a presenga de moléculas em solugao facilita a formacao das
fibrilas por nucleacao primaria (GALVAGNION et al., 2015). E importante notar que
a capacidade de formar estas estruturas ndo é caracteristica Unica de uma classe
especifica de proteinas como as envolvidas nas doencgas anteriormente citadas,
mas sim um motivo comum de uma série de peptideos quando em situagoes
adequadas para tal, sendo a penetratina um dos exemplos (DOBSON; KNOWLES;
VENDRUSCOLO, 2020; MAGZOUB; GORAN ERIKSSON; GRASLUND, 2002).
Condicdes como a razao das concentracdes de vesiculas e lipideos, densidade de
cargas negativas na membrana e forga ibnica do meio afetam a capacidade de
agregacao de peptideos (GALVAGNION et al., 2015; MAGZOUB; GORAN ERIKSSON;
GRASLUND, 2002).

Trabalhos acerca da toxicidade da amiloide-B (AB) — fragmento da proteina
precursora de amiloide (APP) presente em membranas de neurbnios, estando
associado com o desenvolvimento da doenca de Alzheimer - indicam que a
severidade da doencga (decadéncia cognitiva e morte neural) esta atrelada a acao
de oligbmeros soluveis, e nao as unidades monomeéricas ou fibrilas maduras (REISS
et al., 2018). A acao téxica esta relacionada a interagdo e capacidade de insercao
em membranas plasmaticas, com uma das consequéncias a viabilizagao da
formacao de poros capazes de desestabilizar o equilibrio neuronal de Ca?', ao
permitir o fluxo desse e outros ions de maneira desenfreada e impedindo o correto
funcionamento da célula (BUTTERFIELD; LASHUEL, 2010; SEPULVEDA et al., 2014).
Além disso, causam desestabilizacdo e afinamento da membrana, além de
provocar estresse oxidativo por diferentes mecanismos (GUNN et al., 2016).

1.1.3. AMPs

O surgimento de organismos resistentes a antibidticos esta se tornando um
problema cadavez mais preocupante para as principais agéncias de saude emtodo
o mundo (CESARO et al., 2022). Estima-se que, nas proximas décadas, as mortes
causadas por bactérias resistentes a antibidticos estejam entre as principais
causas de o6bito (MAZURKIEWICZ-PISAREK; BARAN; CIACH, 2023). O uso
indiscriminado de antibidticos na medicina, agricultura e pecudria tem contribuido
para o surgimento de variantes de bactérias resistentes aos medicamentos mais



utilizados (HUAN et al., 2020). Bactérias resistentes a multiplas drogas (MDRs —
multidrug-resistant bacteria) desenvolveram mecanismos que lhes permitem
escapar da acao dos antibiéticos classicos. Estes mecanismos incluem a
desinibicao de enzimas envolvidas na desativacao dos antibiéticos, a presenca de
bombas de efluxo que removem os farmacos do meio intracelular e a alteragdo dos
sitios cldssicos de reconhecimento (DAVIES; DAVIES, 2010; Ll et al., 2021; WALSH,
2000). A partir desse cenario, AMPs surgem como uma das promessas para o
combate de MDRs, uma vez que sua atividade envolve a permeacao e desequilibrio
de membranas, dificultando aquisicdo de resisténcia, diferentemente de
antibidticos quimicos convencionais (MA et al., 2020). Com isto, sdo a familia com
maior numero de estudos dentre peptideos membrano-ativos (AVCI; AKBULUT;
OZKIRIMLI, 2018).

Peptideos antimicrobianos podem ser classificados de acordo com sua origem,
atividade e estrutura adotada. Existe também um grupo especifico composto por
peptideos ricos em um aminoacido especifico (HUAN et al., 2020). A Tabela 1
apresenta peptideos com atividade antimicrobiana encontrados dentro dos 6
reinos davida, conforme disposto na Base de Dados de Peptideos Antimicrobianos
(APD3 - Antimicrobial Peptides Database 3, disponivel em https://aps.unmc.edu),
com dados coletados até janeiro de 2024 (WANG; LI; WANG, 2016). Esses
peptideos, dentro de cada organismo onde sdo encontrados, fazem parte do
sistema imune inato atuando como primeira linha de defesa contra infecgdes
causadas por agentes exégenos (BARDAN; NIZET; GALLO, 2005). Estima-se que o
primeiro peptideo com atividade antimicrobiana de origem natural tenha sido
descoberto em 1939 por René Dubois: a Gramicidina. Antibidtico de origem
procariotica, foi isolada a partir de Bacillus brevis e demonstrou atividade contra a
maioria das bactérias Gram-positivas testadas na época (EPPS, 2006;
MAZURKIEWICZ-PISAREK; BARAN; CIACH, 2023).

Tabela 1: dados de jan/2024 sobre peptideos com atividade antimicrobiana de origem
natural (disponivel em https://aps.unmc.edu).

AMPs de origem natural

. Archaea 5
Procariotos
Monera 383
Animalia 2463
3138
. Plantae 250
Eucariotos -
Fungi 29
Protista 8




Dentre mamiferos, defensinas e catelicidinas sao familias de AMPs que
recebem grande destaque. Inicialmente, defensinas foram identificadas a partir de
extratos de leucocitos polimorfonucleares de coelhos e porquinhos-da-india, e
logo chamaram atencao por apresentarem abrangente atividade contra micro-
organismos (ZEYA; SPITZNAGEL, 1963). Posteriormente, passaram a ser
encontradas em diversos vertebrados, apresentando estruturas secundarias
semiconservadas que resultaram na divisdo em 3 familias: a, B e 6-defensinas, em
que apenas as duas primeiras sdo encontradas no organismo humano, enquanto a
ultima é exclusiva de macacos Rhesus (ADYNS; PROOST; STRUYF, 2023; GANZ,
2003). Com isto, estima-se que ha um precursor comum do gene dessas
defensinas, por apresentarem-se em uma série de vertebrados com estrutura de
gene similar, apesar de em invertebrados e plantas existirem sequéncias com
estruturas e atividades semelhantes, que acabaram recebendo o mesmo nome
(GANZ, 2003).

As catelicidinas derivam de uma pré-pro-proteina que possui uma porgao N-
terminal altamente conservada conhecida como catelina, devido a sua sequéncia
ser idéntica a de uma protease suina com o mesmo nome. A porgao C-terminal,
variavel entre diferentes organismos, contém a fracdo com atividade
antimicrobiana (WANG et al., 2019). Em humanos, ha apenas um gene que codifica
uma catelicidina, produzindo o peptideo LL-37. Este peptideo, expresso em uma
variedade de tecidos, possui uma estrutura helicoidal e carater anfifilico. O LL-37
demonstra atividade contra fungos, bactérias resistentes, biofilmes e virus, além de
atuar como sinalizador de dano celular e tecidual, destacando a gama de possiveis
atividades de AMPs (DURR; SUDHEENDRA; RAMAMOORTHY, 2006; KOSCIUCZUK
etal., 2012; VANDAMME et al., 2012).

Segundo a APDS3, dos peptideos encontrados em animais, 1079 sao
derivados de anfibios, tornando-os uma importante fonte para a descoberta de
novas moléculas e realizagcdo de estudos sobre os mecanismos de agdo contra
bactérias. Anfibios mantém uma producao e secrecdo constante de peptideos
bioativos em suas peles mesmo em estado de repouso e fora de perigo iminente,
em concentracao suficientemente capaz de inibir o crescimento de zoésporos de
alguns micro-organismos (RAMSEY et al., 2010). Isso ocorre porque 0 ambiente em
que vivem e a necessidade constante de manter suas peles hidratadas os expdem
continuamente a perigos provenientes de agentes exdgenos, condi¢gdes que podem
ter sido definitivas para o desenvolvimento do complexo arsenal de moléculas
bioativas que esses animais possuem (ROLLINS-SMITH, 2023). Os extratos da pele
ventral de Xenopus laevis foram a fonte dos primeiros AMPs descobertos em
anfibios, pertencentes a familia das magaininas, devido a sua semelhanca
estrutural. A magainina-Il (Mag2), um peptideo de 23 aminoacidos que adota uma
estrutura helicoidal ao interagir com membranas (BECHINGER; ZASLOFF; OPELLA,



1993), destacou-se especialmente por sua atividade inibitdria contra uma ampla
variedade de bactérias (ZASLOFF, 1987).

A racionalizagdo de novas sequéncias ou a modificacdo de AMPs
conhecidos com notdria atividade e baixa citotoxicidade tém sido estratégias
amplamente utilizadas. Dessa forma, surgiram grupos de mimeéticos, hibridos e
congéneres de AMPs, além de AMPs estabilizados, conjugados e imobilizados
(BROGDEN; BROGDEN, 2011). Peptideos como magainina-Ill (HAYASHI et al., 2022),
gomesina (HENRIQUES et al., 2017) e melitina (GUHA et al., 2021) sdo alguns dos
exemplos de peptideos que ocorrem naturalmente e que podem ser aplicados
como modelos para modificagdes.

A classificacdo de AMPs quanto a atividade vai além de atividade frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Um total de 18 categorias sao
disponibilizadas pelo APD3, podendo ser resumidas em antiviral, anti-HIV,
antibacteriana, antifungico, antiparasita e anticancer (Figura 3) (HUAN et al., 2020).
Peptideos antibacterianos representam mais de 60% de todos os AMPs,
provavelmente devido ao maior interesse da comunidade cientifica em explorar
alternativas para o tratamento de infecgdes bacterianas. E comum que peptideos
membrano-ativos apresentem mais de um tipo de atividade, permitindo que um
mesmo peptideo possa estar incluso em mais de uma categoria.

298
(4,78 %)

329
(5,22 %) B Antibacteriano
Bl Antifungico

B Antiparasita

(2::,?]23%) [l Anticancer
O Antiviral
O Anti-HIV

3847
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Total = 6308

Figura 3: distribuigéo de peptideos antimicrobianos por classificagdo de atividade. Dados
compilados até jan/2024 e retirados do APD3 (disponivel em: https://aps.unmc.edu)



Dentre as atividades apresentadas, destaca-se a atividade anticancer de
alguns peptideos antimicrobianos. Estes peptideos podem apresentar essa
atividade devido a similaridade das cargas nas membranas plasmaticas de
bactérias e células cancerosas (BARRETO-SANTAMARIA; PATARROYO; CURTIDOR,
2019; TORNESELLO et al., 2020). As membranas plasmaticas de bactérias sdoricas
em fosfatidilglicerol (PG), um fosfolipideo aniénico, enquanto as células
cancerosas possuem membranas ricas em fosfatidilserina (PS), que também é de
carater anionico (TORNESELLO et al., 2020). Por outro lado, as membranas das
células eucaridticas saudaveis sao assimétricas em termos de distribuicdo de
fosfolipideos. Na face externa, ha predominancia de fosfatidilcolina (PC) e
esfingomielina (SM), ambos de carater zwitteriénico, enquanto na face interna (ou
citoplasmatica) predominam principalmente fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina (PE), de carater anidnico e zwitteridbnico, respectivamente
(NAGATA et al., 2016). A perda da assimetria natural da bicamada da célula ocorre
pelo seu desregulamento, expondo moléculas de PS para o meio externo,
fendbmeno causado por hipdxia e reoxigenagao (contribui para a formagao de
espécies reativas de oxigénio), citocinas (TNF-a e IL-1 principalmente), trombina e
acidez do meio (RAN; DOWNES; THORPE, 2002).

Quanto as possiveis estruturas adotadas, os peptideos podem se apresentar
como a-hélices, folhas- (duas ou mais ligagdes dissulfeto), grampo B (uma ligagao
dissulfeto), ciclicos (ligacao dissulfeto nas extremidades, sem C- ou N-terminal) ou
em forma linear estendida. A estrutura adotada é determinada pela sequéncia de
aminoacidos presentes. Por exemplo, as estruturas de folhas e grampos f
dependem da existéncia de ligacdes dissulfeto a partir de cisteinas (BOPARAI;
SHARMA, 2019). Além disso, a formacdo de a-hélices pode ser influenciada por
aminoacidos estabilizadores (como Ala e pares ibnicos a distdncias adequadas) e
desestabilizadores (como Pro e Gly) (NELSON; COX; HOSKINS, 2022).

1.2. |APs: estratégia de busca de peptideos membrano-ativos
dentro de proteomas

Enquanto alguns dos peptideos participantes do sistema de defesa do
organismo sao secretados ja em sua forma ativa, outros sdo encontrados dentro de
precursores maiores, permanecendo em sua forma latente. Um exemplo é a
catelicidina LL-37, ja mencionada anteriormente, que esta contida dentro de uma
pré-pro-proteina. Peptideos com tais caracteristicas sdo nomeados de peptideos
encriptados (ou cryptides), por estarem integrados dentro de sequéncias proteicas,
podendo ter atividade bioldgica in vivo diferente ou relacionada a proteina parental
(IAVARONE et al., 2018). Para serem liberados, necessitam de um estimulo prévio



que gere uma cascata de sinalizacao permitindo a quebra da cadeia precursora por
hidrélise, acao proteolitica de micro-organismos ou agcao enzimatica (KASETTY et
al., 2011; LEMES et al., 2016; LIEPKE et al., 2003). Peptideos encriptados podem
surgir de diversas fontes, como alimentos ricos em proteina provenientes de
plantas e animais, juntamente com insetos, anfibios e vida marinha (LEMES et al.,
2016; RAMADA et al., 2017).

lavarone et al., classificaram os peptideos encriptados em trés diferentes
classes: |) detectados in vivo com funcao diferente de seu precursor, Il) detectados
in vivo com atividade relacionada, mas nao idéntica a de seu precursor e lll) gerados
in vitro por digestdo enzimatica de proteinas que podem ou nao existir in vivo
(IAVARONE et al., 2018). Uma nova perspectiva na busca por peptideos encriptados
comecou a ser explorada por Brand et al., ao pesquisar sequéncias com provavel
atividade antimicrobiana dentro de proteomas inteiros de organismos,
considerando proteinas maiores que nao tinham relagdo alguma com a atividade
frente a agentes exdégenos (BRAND et al., 2012). Isso trouxe uma mudanga na
abordagem de busca por peptideos encriptados, passando a considerar nao
apenas a existéncia desses peptideos apdés uma protedlise enzimatica, mas
também o potencial de fragmentos internos de proteinas de diversas fontes serem
membrano-ativos (COSTA et al., 2024). A légica se fundamenta em aproveitar a
vasta biblioteca de proteomas dos organismos para identificar sequéncias
supostamente membranoativas. Com isso, ha de se falar em uma quarta classe:
peptideos bioativos que, em sua maioria, ndo existem em meio bioldgico como
cadeias polipeptidicas separadas de suas proteinas precursoras (COSTA et al.,
2024).

Utilizando caracteristicas fisico-quimicas comuns de AMPs naturais, os
pesquisadores alimentaram esses parametros em conjunto com sequéncias de
proteinas disponiveis em bases de dados publicos para obter fragmentos proteicos
com presumida atividade antimicrobiana, calculada por meio de algoritmos
computacionais utilizando o software Kamal (BRAND et al., 2012, 2019; RAMADA et
al., 2017). Por serem provenientes do proteomas, sdo conhecidos como peptideos
intragénicos antimicrobianos (IAPs — intragenic antimicrobial peptides).

OIAP gb|ABM17058.1|(213-231), fragmento da enzima D-mio-inositol 3-fosfato-
sintetase € um dos pioneiros desse grupo de peptideos, com forte atividade
inibitéria para Phakopsora pachyrhizi, o fungo causador da ferrugem asiatica que
assola a principal espécie de soja cultivada no Brasil (Figura 4) (BRAND et al., 2012;
GODOY et al., 2016). Este achado marcou o inicio de um promissor caminho para a
prospecc¢ao de AMPs empregando essa metodologia.
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Figura 4: acao do IAP de G. max gb|ABM17058.1|(213-231) frente a ferrugem asiatica.
Mudas de G. max com um vetor que codifica o IAP (linhagens 72.14.5 e 72.14.9) e controle
(wt/+) foram borrifadas com esporos de P. pachyrhizi.

Estudos subsequentes, como o de Ramada et al.,, encontraram |IAPs em
proteinas de T. cacao, A. thaliana e G. raimondii, com alguns deles apresentando
atividade antimicrobiana em concentragodes similares a DS01 (BRAND et al., 2002)
e Asc-8 (CONLON et al., 2004), dois AMPs oriundos de anfibios (RAMADA et al.,
2017). Ao estudar a estrutura secundaria dos IAPs na presenca de vesiculas
unilamelares grandes (LUVs - large unilamellar vesicles) utilizando a técnica de
dicroismo circular, observou-se que alguns ja se apresentavam como a-hélices em
solucao, com a adicao de vesiculas promovendo um maior avango na estruturacao.
As vesiculas eram compostas por dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) e dimiristoil
fosfatidilcolina/dimiristoil fosfatidilglicerol 2:1 (m/m) (DMPC:DMPG), servindo
como modelos para mimetizar membranas celulares de eucariotos e procariotos,
respectivamente. A estruturagdo em a-hélice esta relacionada com a capacidade
de perturbacdo da membrana apresentada por esses peptideos (BRAND et al.,
2018a).

1.2.1. HslAPs: busca por peptideos membrano-ativos no proteoma
humano

Em trabalhos mais recentes, a busca por peptideos encriptados passou a
abranger também o proteoma humano, resultando na identificagcdo dos HslAPs
(peptideos intragénicos antimicrobianos de Homo sapiens). Seguindo a mesma
abordagem de estudos anteriores, o proteoma humano foi filtrado utilizando uma
série de caracteristicas fisico-quimicas através do software Kamal, retornando
sequéncias com caracteristicas catidnicas e anfifilicas que, supostamente, se
estruturariam em a-hélices ao adsorverem em membranas bioldgicas.
Inicialmente, quatro sequéncias foram escolhidas para avaliacdo (BRAND et al.,
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2019). Dentre elas, o Hs02 (Figura 1) obteve maior destaque ao apresentar atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, assim como
leveduras, inibindo o crescimento desses organismos em concentragdes na ordem
de 1 a 10 pM. A atividade hemolitica foi observada em concentragdes de 10 a 100
vezes maiores do que as usadas nos testes inibitérios. Além disso, o peptideo
também demonstrou atividade moduladora de mediadores de inflamacao causada
por lipopolissacarideos (BRAND et al., 2019).

Em uma tentativa de entender alguns padrbes, como a possivel super-
representagdo de determinadas classes de proteinas como fonte de potenciais
HslAPs, foi observado que proteinas transmembranares, proteinas periféricas a
membrana celular e proteinas envolvidas no processo de fusao de lipossomos
apresentavam uma maior quantidade de potenciais IAPs com estrutura a-
helicoidal (COSTA et al., 2024). Peptideos de ambas as fontes foram sintetizados,
apresentando similaridade na atividade antibacteriana e anticancer. Isto sugere
que, embora haja uma super-representagcdo de IAPs oriundos de proteinas
transmembranares, a origem dos peptideos nao implica necessariamente em um
maior potencial para as atividades testadas (COSTA et al., 2024).

Um outro grupo, ao estudar fragmentos oriundos de estruturas proteicas
maiores, encontraram atividade antibacteriana e promoc¢é&o da redugéo no volume
de biofilmes. Esses AMPs, derivados da Apolipoproteina B humana, também
demonstraram sinergismo com antibiéticos classicos que interagem com a
membrana plasmatica das bactérias, assim como mostraram uma atuacgao aditiva
com antibiéticos que inibem a sintese proteica. Ademais, a terapia combinada
reduziu substancialmente a concentragcdo minima inibitéria tanto do antibiético
quanto do peptideo, além de diminuir o tempo necessario para o peptideo matar a
bactéria, de 1 a 3 horas para apenas 10 minutos (CESARO et al., 2022).

Atividade antimicrobiana nao é exclusiva de peptideos estruturados em a-
hélices. Um exemplo classico sao as defensinas, que se diferenciam em q, B e 6-
defensinas com base nas posicbes das ligacdes dissulfeto, o que altera a
conformacao de folha-B adotada (ADYNS; PROOST; STRUYF, 2023). Com isso, a
estratégia de prospeccao de IAPs foi adaptada por Santos et al. para o estudo de
peptideos intragénicos catidbnicos curtos com potencial atividade antimicrobiana,
estruturados como folha-B. O padrao ocorre através de repeticdes de aminoacido
hidrofilicos (h) e hidrofébicos (H), adotando uma sequéncia semelhante a HhHhHh
(Figura 5) (SANTOS et al., 2023a). Cinco IAPs foram sintetizados, dos quais trés
apresentaram atividade antimicrobiana. Um deles, batizado de Hs10 (KFDLKVTIK-
NH.) e proveniente do componente complementar da proteina humana C3 (Figura
6b), mostrou-se seletivo para bactérias Gram-negativas devido a sua estruturagao
na presenca de lipopolissacarideos (SANTOS et al., 2023a).

12



O

Y
Sy

NH,

Figura 5: estrutura ilustrando o motivo com residuos de aminoacidos hidrofilicos (h) e
hidrofébicos (H) utilizado como um dos critérios de busca para a prospeccao de IAPs
estruturados em folha-B (SANTOS et al., 2023a).

Destacam-se, na Figura 6, o conceito introduzido por Costa et al., que
menciona uma quarta categoria de peptideo encriptado: aquele que nao existe de
forma separada de sua proteina precursora, sendo parte de uma cadeia proteica
maior e ndo passando propriamente por processos enzimaticos para a liberacao do
fragmento encriptado (COSTA et al., 2024).

Figura 6: (a) estrutura tridimensional da proteina SOS1, com a sequéncia
GKAMKKWVESITKIIQ (Hs17) destacada em azul, evidenciando a estrutura helicoidal
adotada pelo fragmento na proteina parental (COSTA et al., 2024). (b) estrutura
tridimensional do componente complementar da proteina humana C3, com a sequéncia
KFDLKVTIK destacada em vermelho (SANTOS et al., 2023a).
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1.3. Peptideos cationicos e anfifilicos: propriedades e aplicagoes

Os CPPs, amiloides e AMPs sao classes pertencentes a familia dos peptideos
membrano-ativos, e geralmente se apresentam como anfifilicos e com carga
liguida positiva variando entre +2 e +13 (Figura 7) (BOPARAI; SHARMA, 2019;
KUMAR; KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018; LI et al., 2021; WIMLEY, 2010a). Entre
todos os peptideos apresentados nesse trabalho até o momento (Tabela 2), essas
caracteristicas sdo comuns para suas atividades frente a membranas bioldgicas
(LAST; SCHLAMADINGER; MIRANKER, 2013; SANI; SEPAROVIC, 2016). As faces
hidrofébicas de moléculas anfifilicas e catibnicas sdo responsaveis pela interacao
com a porgao apolar das membranas, sugerindo que a atividade dessas moléculas
esta diretamente ligada ao carater anfifilico adquirido quando estruturadas, mas
nao necessariamente a estrutura secundaria especifica que adotam (WIMLEY,
2010b). Contudo, o excesso de hidrofobicidade em AMPs catidbnicos demonstrou
aumentar a interacdo com membranas zwitteribnicas, elevando a atividade
hemolitica, por permitir que o peptideo se aprofunde mais na porgédo apolar da
membrana (CHEN et al., 2007). Paralelamente, essa caracteristica resultou na
diminuicdo da atividade antimicrobiana, devido a agregagcdo de peptideos ao
interagirem com membranas bacterianas, provocando a transicao de a-hélice para
folha-B (YIN et al., 2012).

Tabela 2: peptideos membrano-ativos exemplificados, com suas sequéncias, carga
liquida e tipo de atividade frente a membranas. Esquema de cores seguindo o padréo

Zappo.
NOME SEQUENCIA C?ARGA ATIVIDADE
LIQUIDA

TAT GRKKRRQRRRPQ +8 CPP
Penetratina RQIKM/FQNRRMKWKK +7 CPP
Magainina-II GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS +3 AMP
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ +5 AMP
Hs02 KWAVRIIRKFIKGFIS +5 AMP
Hs10 KFDLKVTIK +2 AMP
DSO01 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAALGAI +3 AMP
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLLRNLYPRTES +6 AMP
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Figura 7: mapa de Edmundson ilustrando a estruturagdo em a-hélice da magainina-2,
melitina e LL-37. Estruturas em circulos representam aminoacidos identificados por
coédigos de uma letra. Aminoacidos em verde: apolares; vermelhos: polares carregados
positivamente; azuis: carregados negativamente; cinzas: polares ndo carregados.

Estima-se que essas caracteristicas sejam cruciais para a seletividade em
relagdo a membranas negativamente carregadas no caso de AMPs (AVCI; AKBULUT;
OZKIRIMLI, 2018; KABELKA; VACHA, 2021). No entanto, uma carga liquida positiva
mais alta ndo necessariamente resulta em maior atividade antimicrobiana (KUMAR;
KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018). Estudos com a magainina-Ill mostraram que um
aumento na carga de +2 melhorou a atividade antibacteriana. No entanto,
aumentos de +3 ou +4, mantendo valores de hidrofobicidade, elevaram a atividade
hemolitica do peptideo. Em contrapartida, ao diminuir a hidrofobicidade do
analogo com cargas adicionais de +3, houve uma diminuicdo substancial da
hemolise. (DATHE et al., 2001). Esses resultados indicam que existe um equilibrio
entre a carga e hidrofobicidade, em que algum pardmetro a mais ou a menos pode
afetar a atividade do peptideo frente a membranas biolédgicas.

Peptideos podem, em alguns casos, apresentar estrutura secundaria
quando suspensos em solugdo. No entanto, a presenca de membranas celulares
fosfolipidicas promove essa estruturagdo de maneira mais eficaz. Esse efeito esta
diretamente relacionado a capacidade de perturbacdo da membrana: quanto mais
estruturado o peptideo, maior sua capacidade de interferir na membrana (BRAND
et al., 2018a; SANI; SEPAROVIC, 2016).

Enquanto alguns apenas perpassam a membrana sem necessariamente
alterar seu equilibrio (como CPPs), outros interagem com a mesma e interferemem
sua estruturacao padrao, afetando suas propriedades protetivas da célula contra o
meio externo e permitindo a passagem descontrolada de soluto para dentro ou de
material celular para fora (KABELKA; VACHA, 2021). Esse é o mecanismo mais
comum de AMPs, embora alguns estudos tenham concluido que em
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concentracoes sub-liticas esses peptideos podem servir como sinalizadores em
diversas vias bacterianas (YIM; WANG; DAVIES, 2007).

O modo de acéo de peptideos membrano-ativos pode ser por morte direta
ou modulagao do sistema imunologico (KUMAR; KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018).
No entanto, este trabalho focara nas interagdes com membranas. A interferéncia
dos peptideos na estrutura da membrana pode ser dividida em dois tipos de
mecanismos: dependentes ou independentes da formagao de poros (KUMAR;
KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018; SANI; SEPAROVIC, 2016).

Algumas das formacdes de poros existentes e extensamente explicadas na
literatura sao os poros tipo barril e poro toroidal. No modelo de poro tipo barril, ha
interagao lateral entre peptideos, formando uma estrutura compacta semelhante a
um canal ibnico, com minima perturbagéo da estrutura da membrana (Figura 8a)
(KABELKA; VACHA, 2021; TUERKOVA et al., 2020). Nesse modelo, a face hidrofébica
do peptideo se mantém em contato com a porcao apolar da membrana, enquanto
a face hidrofilica forma a parte interior do canal (AVCI; AKBULUT; OZKIRIMLI, 2018).
Em contraste, no modelo de poro toroidal, ndo ocorre interagdo entre as cadeias
peptidicas (Figura 8b); em vez disso, ha uma alteragédo na estrutura da membrana,
fazendo com que os fosfolipidios se curvem continuamente através do poro,
mantendo as cabecas polares em constante contato com o peptideo (SENGUPTA
et al., 2008; XIAO et al., 2015).

O modelo de dissolugdo da membrana, um dos modelos independentes da
formacao de poros, ocorre pelo chamado modelo carpete. Nessa representacao,
os peptideos aderem a membrana de forma paralela ao seu plano, cobrindo a
camada externa (Figura 8c). Essas interagcdes com a membrana desestabilizam sua
estrutura e, ao alcangar uma concentragao critica, os peptideos podem formar
micelas que desintegram a bicamada, gerando uma série de microporos na
estrutura (HUAN et al., 2020; KUMAR; KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018; ZHANG et
al., 2021).

16



Figura 8: modelos de agao de peptideos membrano-ativos catidnicos e anfifilicos
baseados em (a) formacgéo de poro tipo barril, (b) poro toroidal, (¢) modelo tipo carpete e
(d) dissolugao da bicamada por formacao de micelas. Peptideos catibnicos, anfifilicos e

helicoidais representados como cilindros avermelhados. Fosfolipidios em verde (WIMLEY,
2010b).

Os modelos independentes de formacgao de poro envolvem a agregacao e
fusao de vesiculas, formagcao de monocamadas, movimentagao de fosfolipideos
(flip-flop) e afinamento da membrana (WIMLEY, 2010). O ultimo ocorre por
permeabilizagdo do peptideo causando o afinamento da bicamada por gerar um
espaco vazio e obrigar as cadeias lipidicas a ocupa-lo (Figura 9) (GRAGE et al., 2016)

3@.@@.0{

10/6]0/0]0.0]0 8]

Figura 9: peptideos membrano-ativos (em vermelho) adsorvidos a uma bicamada
fosfolipidica, causando desestabilizagéo e afinamento por obrigar as porgdes lipidicas a
ocuparem o espaco vazio (GRAGE et al., 2016).

O processo de translocagdo do peptideo através da membrana é
influenciado pela propria composigcao da membrana. Além das cargas presentes
nos fosfatos, as caracteristicas das cadeias acila influenciam a curvatura intrinseca
da membrana, afetando a energia necessaria para que a translocacao ocorra.
Dados computacionais e experimentais indicam que membranas com curvatura
positiva (lipidios com formato cdnico invertido) facilitam a translocagao, enquanto
membranas com curvatura negativa (formato cOnico) dificultam o processo,
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quando comparadas com membranas de curvatura zero (Tabela 3) (KABELKA;
VACHA, 2021). Esse efeito ocorre devido ao empacotamento menos rigido em
bicamadas com curvatura positiva, que gera menor estresse lateral na interface
polar/apolar (LEBER et al., 2018).

1.4. Peptideos membrano-ativos anionicos

1.4.1. Peptideos antimicrobianos anionicos (AAMPs)

Em muitos trabalhos, é amplamente reportado que peptideos membrano-
ativos possuem em comum a presenga de cargas positivas, sendo necessarias para
que tenham atividade devido a complementaridade de cargas com membranas de
carga negativa. No entanto, uma pergunta intrigante surge: o que acontece quando
se volta a atencao para o outro lado do espectro? Como se comportam peptideos
anidnicos e anfifilicos frente a membranas celulares de diferentes tipos de
organismos?

Estudos tém mostrado que peptideos anidnicos podem interagir de maneira
distinta com as membranas celulares quando comparados aos seus equivalentes
catidnicos. A interacao de peptideos anidnicos com membranas depende de
diversos fatores, como a composicéo lipidica da membrana, modificagdes pds-
traducionais, a presencga de ions metalicos, e a concentragao do peptideo (HARRIS;
DENNISON; PHOENIX, 2009; TEIXEIRA; FEIO; BASTOS, 2012). Membranas celulares
possuem variagdes significativas em sua composicao lipidica, o que pode
influenciar sua interagdo com peptideos.

Alguns peptideos anibnicos podem apresentar atividade antimicrobiana.
Uma familia bem estabelecida de peptideos aniénicos antimicrobianos (AAMPs —
anionic antimicrobial peptides) sdo os lipopeptideos de origem procariética.
Consistem em estruturas acidas e ciclicas formadas por 10 aminoacidos que
contém uma “cauda” de 2 a 3 residuos, com um acido graxo covalentemente ligado
(STRIEKER; MARAHIEL, 2009). A daptomicina (Figura 10), um lipopeptideo acido
ciclico extraido de Streptomyces roseosporus, demonstra possuir atividade contra
uma gama de bactérias Gram-positivas e outras resistentes a antibidticos
convencionais, tendo sido recentemente aprovada para o tratamento de infecgdes
complicadas de pele (BALTZ, 2009; HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2011). Alguns
desses lipopeptideos exibem acdo antimicrobiana apenas na presengca Ca**
(STRIEKER; MARAHIEL, 2009).
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Figura 10: estrutura da daptomicina (R = n-decanoil), lipopeptideo ciclico aniénico. Em
sua estrutura existem alguns aminoacidos nao naturais, como ornitina (Orn), D-alanina
(D-Ala), D-asparagina (D-Asn), D-serina (D-Ser), 3-metilglutamato (3-MeGlu) e acido
quinurénico (Kyn) (BALTZ, 2009).

E comumente aceito que, em eucariotos, os peptideos antimicrobianos
anidnicos (AAMPs) atuem em conjunto com seus equivalentes catidbnicos como
uma linha de defesa contra micro-organismos (HARRIS; DENNISON; PHOENIX,
2011). Podem ser divididos em dois grandes grupos: ciclotideos (estruturas
similares a defensinas, com folhas- estabilizadas por Cys) e AAMPs encriptados
em proteinas maiores (HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2011).

AAMPs provenientes de fontes eucaridticas foram identificados em
vertebrados, invertebrados e plantas, com destaque para os anfibios (DENNISON
et al., 2018; HARRIS; DENNISON; PHOENIX, 2011). Xenopus laevis foi o primeiro
organismo secretor de AMPs anibnicos e catidnicos a ser descoberto, com trés
AAMPs, todos com alto conteudo do residuo de aminoacido Asp (Tabela 3). Estes
peptideos apresentaram atividade ampla contra bactérias Gram-positivas e
negativas e fungos, sendo que um deles (PYL — ADADDDDDK) possui atividade
dependente da presenca de Zn** no meio (ALMARWANI et al., 2020; BROGDEN;
ACKERMANN; HUTTNER, 1997). O peptideo XLAsp-P2 demonstrou ter atividade
aditiva com antibiéticos quimicos contra S. aureus RN4200 (cepa resistente a
cloranfenicol) e cepas de E. coli (ZHANG et al., 2017).
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Tabela 3: AAMPs derivados de X. laevis, suas sequéncias de aminoacidos, organismos
que possuem atividade contra e referéncias. Esquema de cores seguindo o padrao Zappo.

AAMP Sequéncia Atividade Referéncia
Gram-positiva, (BROGDEN;
PYL ADADDDDDK Gram-negativa ACKERMANN;

(mediada por Zn?*) HUTTNER, 1997)

Gram-positiva,
XLAsp-P1 DEDDD . (LIetal., 2016)
Gram-negativa

Gram-positiva,

Gram-negativa, ZHANG et al.,
XLAsp-P2 DEDLDE g (
fungos, S. aureus 2017)
RN4200

Outro peptideo membranoativo anidnico promissor e extensamente
estudado é a maximina-H5 (ILGPVLGLVSDTLDDVLGIL-NH,), proveniente de B.
maxima, anfibio natural da regido sudoeste da China (DENNISON et al., 2018). Este
peptideo apresentou atividade antibacteriana (DENNISON et al., 2016), anticancer
(DENNISON; HARRIS; PHOENIX, 2017) e agao antinociceptiva como neuropeptideo
(LIU et al., 2011). Contudo, a atividade antibacteriana da maximina-H5 se limita
apenas a Staphylococcus aureus com valores de MIC de 90 uM (DENNISON et al.,
2016). Ao interagir com Escherichia coli, a alta concentracdo de moléculas de
fosfatidiletanolamina (PE) na membrana inibiu a acdo da maximina-H5, devido a
sua alta afinidade por esses lipidios, impedindo que demonstrasse atividade
membranolitica significativa (DENNISON et al., 2013).

Ensaios com gradiente de pH de 6 a 8 realizados por Dennison et al.
mostraram que, na presencga de vesiculas miméticas da membrana plasmatica de
S. aureus, a maximina-H5 apresentou um aumento na porcentagem de estrutura a-
hélice de 48% em pH 8,0 para 58% em pH 6,0, tornando-se o primeiro AAMP a
mostrar melhora na atividade antibacteriana em funcao do pH (DENNISON et al.,
2016). A atividade de superficie aumentou com a diminuig¢ao do pH, sugerindo que
em meio acido ocorre estabilizacao da estrutura de “a-hélice dobradica”, facilitada
pela presenga de uma glicina no interior de seu esqueleto, permitindo interagcao
com a membrana de S. aureus pelo modelo carpete e gerando defeitos néao
especificos (DENNISON et al., 2016, 2018).

A dependéncia da presenca de Zn?* para adquirir ou potencializar a atividade
antimicrobiana é uma caracteristica comum de AAMPs. Peptideos anibnicos
encriptados encontrados em extratos de liquido broncoalveolar, surfactantes
pulmonares e células epiteliais do trato respiratdrio de ovelhas e humanos também
dependem da presenca do cation metalico para exercerem atividade frente a
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membranas. Todos apresentam um motivo similar aos AAMPs extraidos de X. laevis,
com grande repeticdo de residuos de Asp (BROGDEN et al., 1996, 1999; BROGDEN;
ACKERMANN; HUTTNER, 1997; FALES-WILLIAMS et al., 2002; HARRIS; DENNISON;
PHOENIX, 2011). Analogamente, ciclotideos também se coordenam com cations
divalentes (SHENKAREV et al., 2008). Estudos indicam que o papel do metal é
formar pontes entre os grupamentos acidos, criando estruturas peptidicas
complexas, e também entre as cargas negativas da membrana, facilitando a
interacao peptideo-membrana (Figura 11) (ALMARWANI et al., 2020; BECUCCI et
al., 2014; BRANGO-VANEGAS et al., 2024).

DCD-1L Dimeros Trimeros, um canal hexamérico
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Figura 11: formacé&o de complexos do peptideo DCD-1L com Zn*', derivado da
dermicidina. Os dtomos de Zn?* agem como ponte salina entre residuos de Asp,
facilitando a interagdo do peptideo com membranas procariéticas. A juncao de trimeros
permite a formagao de um canal hexamérico, composto por seis mondémeros do
peptideo, resultando na formacéo de poros similares aos poros tipos barril tipicos de
AMPs catidonicos (BRANGO-VANEGAS et al., 2024).

Assim como os peptideos catibnicos, AAMPs podem apresentar atividade
contra células cancerosas devido a similaridade de cargas entre as membranas
bacterianas e tumorais. A maximina-H5 foi um dos poucos AAMPs testado para
atividade antitumoral (DENNISON; HARRIS; PHOENIX, 2017). Ela demonstrou
atividade citotéxica contra a linha de células cancerosas de glioblastoma T98G,
comICsode 125 uM para o peptideo com C-terminalamidado. Além disso, ao avaliar
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a citotoxicidade frente a células saudaveis, a maximina-H5 apresentou apenas 10%
de diminuicdo da viabilidade em concentragcoes de até 180 pM, mostrando
atividade téxica consideravel apenas contra células tumorais (DENNISON; HARRIS;
PHOENIX, 2017). A presenca de amina em ambas extremidades é chave para a
atividade, pois o C-terminal amidado estabiliza a estrutura de a-hélice por meio de
uma ligacao de hidrogénio adicional, mantendo a anfifilicidade necessaria para a
interacdo membranolitica contra células cancerosas. (DENNISON et al., 2005;
DENNISON; HARRIS; PHOENIX, 2017).

1.4.2. Peptideos anidnicos sensiveis ao pH: caracteristicas e
aplicacoes

No organismo, é possivel encontrar membranas plasmaticas em ambientes
acidos em duas ocasioes: dentro de endossomos e na periferia de tecidos doentes.
A acidez extracelular € comum em condi¢gdes como cancer, inflamacao, artrite,
derrame e isquemia (RESHETNYAK et al., 2020). Devido ao seu metabolismo
acelerado, células cancerosas produzem uma alta quantidade de didoxido de
carbono, gerando hipdxia como resultado da glicdlise constante para obtencao de
energia (ANDREEV; ENGELMAN; RESHETNYAK, 2009; SWIETACH, 2019). As altas
concentragdes de didxido de carbono levam a expressao de anidrases carbdnicas,
elevando consideravelmente a acidez por meio da conversdo de CO, em
bicarbonato e protons (POTTER; HARRIS, 2003). Além disso, a acidez
citoplasmatica é prejudicial para a célula, o que provoca um fluxo de cations contra
o0 gradiente de concentracdo para o meio extracelular, gerando um potencial
eletrostatico através da membrana, contribuindo ainda mais para a acidez nas
adjacéncias da bicamada (DAMAGHI; WOJTKOWIAK; GILLIES, 2013; RESHETNYAK
et al., 2020). O pH de ambientes tumorais é reportado de variar entre 6,1 a 6,9, em
comparacgao ao valor de 7,4 para tecidos saudaveis (ANDERSON et al., 2016). A
diminuicdo do pH € dependente da agressividade do tumor, pois taxas maiores de
metastase causam maior acidificagdo das adjacéncias imediatas da membrana
(ANDERSON et al., 2016).

Outro ambiente onde se encontram membranas em meio acido é o dos
endossomas: vesiculas formadas a partir da membrana plasmatica envolvidas no
transporte de materiais internalizados pela célula para degradacao (LALAN;
BAGCHI; MISRA, 2011). A hemaglutinina (HA) do virus influenza € um exemplo de
proteina que se aproveita do meio acido endossomal, sendo determinante para o
processo de infeccao do hospedeiro. O virus se liga a membrana e € endocitado, o
que resulta na passagem para um meio acidificado. Essa mudanca de pH leva a
estruturagcado da HA em uma a-hélice anfifilica, permitindo que a proteina fusione a
membrana do virus com a do endossomo, inserindo a carga viral e iniciando a
replicagcdo (STEGMANN, 2000).
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A caracteristica de diminuicao de pH nos microambientes biolégicos citados
pode ser explorada por peptideos contendo grupos titulaveis com diferentes
valores de pKa. Aminoacidos como His, Lys e Arg apresentam caracteristicas
basicas com valores de pKa de 6,0, 10,53 e 12,48 respectivamente, enguanto
aminoacidos como Asp e Glu apresentam caracteristicas acidas com valores de
pKa de 3,65 e 4,25 respectivamente (NELSON; COX; HOSKINS, 2022). Utilizando o
principio de titulagcado de residuos de aminoacidos em pH baixo, Subbarao et al.
racionalizaram e sintetizaram uma sequéncia que pudesse agir de forma
semelhante a HA, criando o GALA (WEAALAEALAEALAEHLAEALAEALEALAA)
(SUBBARAO et al.,, 1987). Em pH neutro, os residuos de Glu do peptideo
permanecem desprotonados, causando repulsdo e impedindo a estruturacao.
Porém, ao atingir pH 5, as cargas negativas sdo neutralizadas e o peptideo assume
a estrutura de a-hélice, permitindo a interagdo com membranas devido ao seu
carater anfifilico (GOORMAGHTIGH et al., 1991; LI; NICOL; SZOKA, 2004).

Seguindo o padrao dos peptideos anidbnicos membrano-ativos, o GALA
mostrou uma maior estruturacdo na presenca de cations divalentes em pH 7,5.
Com a adicao de 100 mM de Ca?, houve um aumento na estruturagao do peptideo
em a-hélice, passando de 7% para 41%, apresentando resultados semelhantes
com 15 mM de Mg?* e Zn?* (LI; NICOL; SZOKA, 2004; SUBBARAO et al., 1987). Em
contrapartida, em pH 5,0, a adigao de cations divalentes teve pouco efeito sobre o
percentual de hélice, indicando que os residuos de Glu ja estavam neutralizados e
impedindo que o metal agisse como ponte salina.

Estudos de interagdo com vesiculas miméticas de eucariotos realizados
com GALA mostraram que a dependéncia de pH também influencia na
estruturacdo do peptideo em bicamadas, bem como sua capacidade de
desestabiliza-las. Observou-se uma maior estruturagcdo em membrana em pH
acido do que em pH neutro. Além disso, a elevagao do pH de 5,0 para 7,5 durante a
associacao do peptideo com a membrana resultou no mesmo desfecho que
quando realizado diretamente em pH neutro, evidenciando a capacidade do
peptideo de se dissociar da membrana de forma reversivel (PARENTE et al., 1990).
Ensaios de extravasamento de ANTS/DPX com LUVs de PC também resultaram em
ganho de estruturacdo e atividade membranolitica com a diminui¢do do pH,
resultando na externalizagcdo dos compostos de marcacao através de umavia "tudo
ou nhada", ou seja, ou 100% dos marcadores eram extravasados ou 0% (LI; NICOL;
SZOKA, 2004; PARENTE; NIR; SZOKA JR, 1990).

Com o entendimento de que o GALA é sensivel ao pH e possui atividade
frente a membranas modelo zwitteribnicas, sua capacidade para servir como um
veiculo de entrega de plasmideos de DNA e oligonucleotideos foi avaliada. GALA,
ligado covalentemente a DNA complexado com um dendrimero (polimero
poliamidoamina catidnico), resultou em um aumento na expressdo do gene
pretendido (HAENSLER; SZOKA, 1993). Uma vez endocitados, esses complexos
encontram-se em um ambiente acidificado (pH 5~6) e, de forma semelhante a
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hemaglutinina (HA) do virus influenza, o GALA se estrutura em a-hélices e fusiona
com a membrana plasmatica do endossomo, liberando o material genético no
citoplasma da célula alvo (LI; NICOL; SZOKA, 2004)(LI; NICOL; SZOKA, 2004).

Outra familia de peptideos amplamente estudados sdo os pHLIP (pH-low
insertion peptide - peptideo de insercdo em pH baixo, https://phlipinc.com),
composta por peptideos membrano-ativos anidbnicos com meédia de 28 a 40
residuos de aminoacidos de comprimento (SILVA et al., 2023). O primeiro
representante (referido como wt-pHLIP), com a estrutura primaria
GGEQNPIYWARYADWLPTTPLLLLDLALLVDADEGT, €& proveniente da porgao
transmembranar mais duas sequéncias flanqueadoras da hélice C da
bacteriorodopsina (Figura 12) (HUNT et al., 1997). Em pH neutro, o pHLIP nao
apresenta estrutura definida, mantendo-se desordenado, mas com a acidificagao
do meio adota uma estrutura de a-hélice, permitindo sua insercdo em membranas
celulares de modo pH-dependente (RESHETNYAK et al., 2006).

TYR
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Figura 12: estrutura transmembranar da hélice C da bacteriodopsina com duas
sequéncias flanqueadoras, posteriormente batizado de wt-pHLIP. Estdo destacados na
sequéncia os aminoacidos polares carregados Asp, Glu e Arg, assim como as cadeias
laterais indélicas dos Trp (HUNT et al., 1997).
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O pHLIP pode ser caracterizado em trés estados relativos a estrutura
adotada no meio (Figura 13). Em pH neutro, o peptideo € monomérico em
concentracoes abaixo de 7 pM e soluvel em agua, sem estrutura secundaria
definida (estado I). Na presenca de bicamadas fosfolipidicas, ele adsorve a
superficie ainda desestruturado (estado Il). Com a diminuigao do pH, parte de seu
esqueleto se estrutura como a-hélice e se insere na membrana (estado lll),
liberando energia (de 1,6 a 1,8 kcal/mol) durante o processo de translocacédo da
bicamada e tornando-o energeticamente favoravel, o que aumenta em 10 a 20
vezes sua afinidade por membranas quando em pH 5,0 comparado a pH 8,0.
(RESHETNYAK et al., 2006, 2007, 2008). A insercao do pHLIP ocorre de forma
unidirecional: o N-terminal permanece exposto ao ambiente extracelular, enquanto
apenas o C-terminal transloca para a porgao intracelular (ANDREEV; ENGELMAN;
RESHETNYAK, 2009). Na maioria dos analogos de pHLIP, o C-terminal é uma
sequéncia penetradora de membranas transiente com um grande numero de
grupos anibnicos (VILA-VICOSA et al.,, 2018). Portanto, ao inserirem-se no
citoplasma, encontram um ambiente alcalinizado em comparacdo ao exterior,
desprotonando as cadeias laterais acidas e ancorando o peptideo 8 membrana de
forma rigida (WYATT et al., 2018).

estado | estado |l estado lll
e
(’r.\ pH>6.0 7(-’)7. = . pH<6.0 e
0 ¢ *> lipideo:peptideo>100 ('"" >
S e ST 1S

Figura 13: esquema representando os estados do pHLIP desestruturado quando livre em

solucao (estado |) e adsorvido em membrana (estado Il) em pH 6,0, e por fim inserindo-se

na bicamada ao estruturar-se como a-hélice sob acidificagdo do meio (estado lll). Figura
adaptada de (RESHETNYAK et al., 2007).

Diferentemente de outras a-hélices anfifilicas extensivamente
demonstradas neste trabalho, o pHLIP nao causa perturbagdes estruturais nas
membranas. Isso se deve ao fato de se estruturar concomitantemente com sua
insergdo, ndo assumindo uma estrutura helicoidal enquanto estd adsorvido a
superficie das células. Dessa forma, evita a agregacao, a formacao de poros e
outras formas de desestabilizagdo (RESHETNYAK et al., 2007, 2008; ZOONENS;
RESHETNYAK; ENGELMAN, 2008).
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Analogamente ao GALA, a dependéncia de pH do pHLIP é determinada pela
titulacao de residuos de aminoacidos negativamente carregados em ambiente
fisiolégico. As caracteristicas fisico-quimicas e a interacao do peptideo com
membranas tornam-no um candidato promissor para o direcionamento de tecidos
em ambientes acidos, especialmente células tumorais. Ainsergao unidirecional do
pHLIP permite duas formas distintas de agao do peptideo em ambientes de baixo
pH: a conjugacao de agentes fluorescentes no N-terminal através de ligagdes
estaveis para o imageamento de tumores, € a entrega de compostos (farmacos,
nanoparticulas) para o meio intracelular por meio de conjugagao no C-terminal a
partir de ligagcbdes dissulfeto, prontamente reduzidas no citoplasma (Figura 14)
(ANDREEV; ENGELMAN; RESHETNYAK, 2009; RESHETNYAK et al., 2006).
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Figura 14: insercdo de corante dansil conjugado ao C-terminal do pHLIP para o meio
intracelular de forma pH dependente. (a) Ensaio de fluorescéncia de células cancerosas
humanas (HelLa) incubadas por 15 minutos com pHLIP-S-S-dansila 7 uM em valores de
pHde 7,4,7,0,6,5e 5,5 e posteriormente lavadas com PBS pH 7,4. (b) Intensidades de

fluorescéncia medidas, utilizando o valor em pH 5,5 como 100% para comparacao,

demonstrando uma tendéncia de decrescimento com o aumento do pH (RESHETNYAK et
al., 2006).

A conjugacao de compostos como faloidina (AN et al., 2010), doxorrubicina
(SONG et al., 2016), inibidor de diacilglicerol O-transferase (enzima responsavel
pelo armazenamento de acidos graxos na célula tumoral) (DESKEUVRE et al., 2024)
e caligueamicina (DUPONT et al., 2024) no C-terminaldo pHLIP resulta naliberacédo
desses compostos apenas no ambiente citoplasmatico, devido a reducao das
ligacdes dissulfeto que os prendem ao peptideo. A sensibilidade do pHLIP ao baixo
pH do ambiente tumoral permite a entrega desses agentes terapéuticos altamente
citotoxicos sem efeitos colaterais em células saudaveis, demonstrando o potencial
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do peptideo como uma estratégia de tratamento contra o cancer (DESKEUVRE et
al., 2024; DUPONT et al., 2024).

Estudos indicam que a sensibilidade do pHLIP a ambientes acidos é devido
as protonacoes dos aspartatos negativamente carregados presentes na porgao que
se insere na membrana (Figura 15). Os residuos de aspartato presentes nas
posicdes 14 e 25 sao chave para a estruturacdo da molécula, uma vez que a
substituicdo desses aminoacidos por Asn ou Lys resultou na perda da dependéncia
de pH para a estruturacao (ANDREEV et al., 2007). Ao tempo que os residuos de Asp
tém suas cargas neutralizadas, uma rapida insercao da porcao C-terminal para o
meio intracelular ocorre em seguida, pois a protonacdo de um aminoacido
negativamente carregado diminui sua polaridade, portanto diminui a penalidade
energética gerada pela sua presenga em um meio altamente apolar como a porgao
interna de uma bicamada fosfolipidica (VILA-VICOSA et al., 2018).

Consequentemente, o pK de insergcao (pKins) do peptideo esta diretamente
relacionado com o pKa dos residuos de Asp presentes na porgao transmembranar
da molécula, composta pelos aminoacidos entre a 102 e 302 posicao (SILVA et al.,
2023). Destaca-se o efeito do Asp14, por estar apenas parcialmente inserido no
nucleo da bicamada e ter um maior contato com o solvente, sendo o principal ator
para a desestabilizagao do peptideo no estado lll em valores de pH mais alto (Figura
15) (VILA-VICOSA et al., 2018). De fato, o valor de pKi,s do wt-pHLIP é de 6,0, mesmo
valor esperado para Asp em um ambiente de fronteira entre a membrana e o
solvente, quando o peptideo estd no estado Il, adsorvido em sua forma
desestruturada (MUSIAL-SIWEK et al., 2010; VILA-VICOSA et al., 2018). Destarte,
estimou-se a possibilidade de modulagao do pKi.s do peptideo através de uma série
de possiveis modificagdes envolvendo o Asp14.
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Figura 15: localizacdo das cadeias laterais acidas do wt-pHLIP em relacao a bicamada
fosfolipidica. (a) Mapa de probabilidade de densidade da localizagcdo dos aminoacidos
negativamente carregados, com a membrana representada pela segdo em cinza e seu
centro destacada por uma linha tracejada. (b) Estrutura secundaria do pHLIP em cinza
escuro inserido em membrana. Porgéo lipidica em cinza claro translicido, porgdo com
fosfatos representada em esferas. Os aminoacidos negativamente carregados estao
destacados, com atomos de oxigénio em vermelho (VILA-VICOSA et al., 2018).

Estudos com mutacdes nos Asp14 e Asp25 foram conduzidos por Musial-
Siwek et al. para investigar a hipotese da possivel atividade modulatéria de insergao
conferida a esses aminoacidos. Substituicdes de Asp por Glu através da criagéo
dos analogos D14E e D25E indicaram alteragdo no valor do pKais de
aproximadamente +0,5 unidades, valor similar a diferenca de pKa entre esses
aminoacidos (Figura 16) (MUSIAL-SIWEK et al., 2010). Analogamente, substituicdes
por Ala nas mesmas posi¢coes mostrou perda da dependéncia de pH, apresentando
estruturagcdo em a-hélice na presenca de vesiculas zwitteribnicas mesmo em pH
8,0 (MUSIAL-SIWEK et al., 2010).
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Figura 16: titulagdo de wt-pHLIP (WT) e analogos com substituigdes de Asp por Glu nas
posicoes 14 (D14E) e 25 (D25E) e Asp por Ala na posicao 14 (D14A) através de
experimento de fluorescéncia de Trp. Observa-se variagdes no pKis (ponto médio da
sigmoide) de aproximadamente 0,5 unidades na substituicdo de aminoacidos polares
negativamente carregados, indicados pela diminuigcdo do comprimento de onda de
emisséo do Trp com a diminuigao do pH. No analogo D14A nao ha mudanga no perfilde
emissdo com a variagao de pH, pois encontra-se estruturado mesmo em pH 8,0 (MUSIAL-
SIWEK et al., 2010).

Por outro lado, o grau de exposi¢cdo do Asp14 em relacdo ao solvente quando
o peptideo estainserido na membrana também é capaz de modular o pKi,s. Quando
o0 Asp é movido para mais perto da porgao N-terminalda sequéncia (Asp14 > Asp13)
ocorre diminuigcdo do pKa, enquanto isso quando movido para mais perto da porgéo
C-terminal (Asp14 > Asp15) resulta no aumento do pKa (FENDOS; BARRERA,;
ENGELMAN, 2013). A mudanca de posicdo desse aminoacido na sequéncia,
movimentando-o na dire¢cao N- ou C-terminal, altera seu microambiente proximal.
Ao ser movido para Asp15, encontra-se mais profundamente inserido no ambiente
hidrofébico da bicamada, aumentando seu pKa, pois o préton da carboxila esta
menos disponivel para o meio hidrofilico necessitando de um maior potencial para
remové-lo (FENDOS; BARRERA; ENGELMAN, 2013; MEHLER et al., 2002). Um outro
teste foi feito movendo o Asp14 em direcdo ao N-terminal, duas posi¢cdes “acima”
daoriginal para Asp12. Todavia, ensaios de fluorescéncia de Trp indicaram aumento
do pKins em comparagédo com o analogo com Asp13, de forma oposta ao esperado.
Esse comportamento pode ser atribuido a saida desse aminoacido da porgao
efetivamente inserida na membrana, segundo simulagdes, habitando a adjacéncia
imediata e ndo sendo mais crucial para a estruturagcao e insercao do peptideo,
apesar de ainda apresentar atividade pH-dependente (MUSIAL-SIWEK et al., 2010).

Por fim, ao realizar o mesmo experimento com Asp25, notou-se um
comportamento inesperado em relacdo ao apresentado por Asp14. Ensaios de
fluorescéncia de Trp e dicroismo circular indicaram maior estruturagao helicoidal
nos estados | e Il em ambos analogos com Asp24 e Asp26, indicando que
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fendmenos de agregacido podem estar envolvidos e possivelmente sdo modulados
pela presenca de Asp na posicao 25 (FENDOS; BARRERA; ENGELMAN, 2013).

Um estudo com alteracao da estrutura primaria do pHLIP foi realizado por
Vasquez-Montes et al., focando no papel da prolina na insergao do peptideo. Para
isso, foi criado o andlogo P20G, no qual a Pro20 foi substituida por Gly. Devido a
restricdo angular causada pela estrutura da prolina, a presenga desse aminoacido
é conhecida por desestabilizar a-hélices (NELSON; COX; HOSKINS, 2022). Nas
simulag¢des da estrutura transmembranar do pHLIP, observa-se a presenca de uma
torcao, dividindo o peptideo em duas hélices (Figura 15b). A substituicdo da prolina
por glicina (Pro20 > Gly20) resultou no aumento da insergao e do percentual de
estruturagdo em hélice do peptideo (VASQUEZ-MONTES et al., 2018). Em ensaios
com vesiculas de diferentes composigoes lipidicas, observou-se uma alteragao de
até uma unidade de pH entre o pKis do wt-pHLIP e do analogo P20G (Figura 18)
(VASQUEZ-MONTES et al., 2018).

Outro fator capaz de afetar a interagdo do pHLIP com membranas é sua
composigao lipidica. Estudos com LUVs compostas por grupos anidbnicos como
fosfatidilglicerol, fosfatidilserina e cardiolipina demonstraram inibir a adsorcéo
profunda do peptideo a membrana em pH neutro (estado Il), provavelmente por
interacoes eletrostaticas desfavoraveis com a membrana negativamente carregada
(KYRYCHENKO et al., 2015; VASQUEZ-MONTES et al., 2018). De fato, o estado Il €
observado apenas em ensaios com LUVs compostas por fosfatidilcolina
(KYRYCHENKO et al., 2015). Enquanto isso, em ensaios com outras composi¢oes
de membrana, Vasquez-Montes et al. encontraram que a particdo do peptideo a
membrana ocorre de uma maneira mais rasa, sem a insercdo de suas cadeias
laterais, resultando em nenhuma diferenca perceptivel nos espectros de
fluorescéncia de Trp entre o estado | e Il, uma vez que esses aminoacidos nao estao
inseridos na membrana como ocorre com vesiculas de POPC em pH neutro (Figura
17) (VASQUEZ-MONTES et al.,, 2018). Entretanto, ensaios com vesiculas com
fosfatidiletanolamina em sua composicao, que ndo possui carga liquida negativa,
também mostraram que o peptideo ndo adsorve profundamente na membrana,
mostrando que a repulsdo eletrostatica ndo € o unico fator envolvido (VASQUEZ-
MONTES et al., 2018).
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PHLIP em solucio
Estado II - Interfacial Estado IT*-- Interfacial
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Figura 17: estruturacao do pHLIP em diferentes composigcoes de lipideos. O primeiro
modelo de trés estados apresentado por Reshetnyak et al. ocorre apenas para LUVs
compostas apenas por POPC, enquanto para vesiculas com composi¢cdes mistas, um
estado Il “raso” melhor representa o tipo de interagcao do peptideo com membranas in
vivo. Em ambos os modelos, o peptideo se estrutura apds acidificagdo no meio,
apresentando-se inserido na membrana (estado lll) (VASQUEZ-MONTES et al., 2018).

De outra forma, a composicao lipidica da membrana também é capaz de
alterar o pKins do pHLIP. Ensaios realizados por Vasquez-Montes et al. resultaram
em valores de pKi,s de 6,1 em POPC (Figura 18a), 5,7 em POPC/POPE 3:1 (m/m)
(Figura 18b) e 5,4 em POPC/POPS 3:1 (m/m) (Figura 18c) para o wt-pHLIP,
concluindo que ambientes mais acidos sédo necessarios para a insercao do
peptideo em membranas com composi¢cdes mistas de fosfolipideos (VASQUEZ-
MONTES et al., 2018). Os mesmos ensaios foram realizados com o analogo P20G e
os resultados obtidos foram similares (Figura 18). Todavia, a presenca de cations
divalentes reverte esse efeito, promovendo a estruturagcdo e insercdo em
membranas por estabilizarem a estrutura helicoidal e agirem como ponte salina
entre os residuos acidos do peptideo e os grupos negativamente carregados da
superficie celular (Figura 19) (VASQUEZ-MONTES et al., 2019, 2022a, 2022b).
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Figura 18: efeito da composicao da vesicula sobre o pKi,s do wt-pHLIP (cinza) e de seu
analogo P20G (laranja). Ensaios com (a) POPC, (b) POPC/POPE 3:1 (m/m) e (c)
POPC/POPS 3:1 (m/m) demonstram a variacdo do pH necessario para que o peptideo se
insira na bicamada fosfolipidica (VASQUEZ-MONTES et al., 2018)

Figura 19: coordenacdo mediada por Ca?* entre os grupamentos acidos das cadeias
laterais anionicas do pHLIP e da fosfatidilserina, resultando na diminuigao da repulséo
eletrostatica causada pela aproximacao desses grupos (VASQUEZ-MONTES et al., 2022a).

Ao mencionar sobre os estados adquiridos do pHLIP em solugdo, um
detalhe importante é a sua existéncia como monémero em concentragdes abaixo
de 7 uM. A tendéncia de agregacdo do peptideo é algo acompanhado por alguns
estudos e atribuida a alta hidrofobicidade da molécula. E modulada por
temperatura, forga ibnica e pH principalmente, pois meio acido aumenta sua
hidrofobicidade ao protonar os residuos negativamente carregados (RAO et al.,
2018; RESHETNYAK et al., 2007). A formacao de estruturas oligoméricas pode ser
benéfica em alguns casos como de alguns AAMPs que agregam na presenca de
cations divalentes, potencializando suas atividades membranoliticas (ALMARWANI
et al., 2020). Entretanto, devido a natureza do pHLIP e ao que é proposto para o
peptideo, a oligomerizagcao pode interferir na interagdo com vesiculas e
membranas em ensaios in vitro, além de ser indesejada em situagdes in vivo por
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diminuir a quantidade de mondmeros ativos capazes de alcancar e agir sobre o sitio
de interesse (FENDOS; BARRERA; ENGELMAN, 2013; RAO et al., 2018).

A agregacao do pHLIP pode ser acompanhada por meio da técnica de
dicroismo circular, com espectros adquiridos em concentragbes crescentes de
peptideo em solugao. Reshetnyak et al. averiguaram a agregacao do peptideo em
concentracdes variantes de 15 a 180 mg/mL (aproximadamente 3,5 a 42 mM) em
tampéao fosfato 10 mM e pH 8,0, concluindo que devido a presenca de residuos de
aminoacidos aromaticos, a agregacao do peptideo ocasiona no empilhamento das
cadeias aromaticas. Com isso, provoca interagdes entre as nuvens eletrénicas e
confere ao complexo uma absorcao caracteristica a 232 nm, conhecido como
éxciton (Figura 20a) (RESHETNYAK et al., 2007). Entretanto, nesse mesmo trabalho
foi reportado que a agregacéo do pHLIP se desfaz ao diminuir sua concentragao,
em que ao alcancar valores menores que 30 pg/mL (7uM) ao menos 94% das
moléculas de peptideo presentes no meio estdo em sua forma monomeérica
(RESHETNYAK et al., 2007).

Analisando o estudo realizado por Reshetnyak et al. citado anteriormente,
observa-se que foram adotadas concentragcdes excessivamente maiores do que as
trabalhadas em demais ensaios com bicamadas fosfolipidicas. Dessa forma, Rao
et al. realizaram pesquisas utilizando concentragcdes de 3 e 12 uM, sendo referidas
como pHLIP monomérico e agregado, respectivamente. Experimentos feitos com
fluorescéncia e dicroismo circular revelaram que mesmo em baixas concentragdes
como 12 puM, o peptideo encontra-se agregado em pH 8,0. Este apresentou maior
percentual de estruturagdo em a-hélice nesta concentragdo de 12 uM do que de 3
UM, indicado pela presencga de bandas negativas dicroicas a 222 e 208 nm, tipicas
dessa estrutura secundaria (Figura 20b) (DODERO; QUIROLO; SEQUEIRA, 2011;
RAO et al., 2018).

33



>
15 mg/mi =
o
-10 4 k= \
3% op
w g
SE
[«
=
-20 - WS
z
<
180 mg/mi £ -0

-30 4

T T T T v T 200 220 240 260
200 210 220 230 240 250 260

Comprimento de onda, nm Compiimento, de 6u0a, am

Figura 20: espectros de dicroismo circular longe da regido ultravioleta (Far-UV-CD) do
peptideo pHLIP em pH 8,0 (a) nas concentracoes entre 15 e 180 mg/mL, evidenciando a
presenca de banda negativa crescente em 232 nm, proveniente do empilhamento de
estruturas aromaticas devido a formagao de agregados (RESHETNYAK et al., 2007). Em (b)
espectros do peptideo nas concentracdes de 3 uM (linha continua vermelha) e 12 uM
(linha tracejada azul), evidenciando a estruturagao em a-hélice na maior concentragéao
indicados pelas bandas negativas em 222 e 208 nm, caracteristicas dessa estrutura
secundaria (RAO et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O trabalho visa prospectar do proteoma humano fragmentos internos de

proteinas com caracteristicas anibnicas e anfifilicas e explorar suas aplicacoes.
Além disso, visa compreender a interagao de alguns destes peptideos frente a
membranas de composicdo diversa, assim como as condi¢cdes de estruturagdo em
diferentes cenarios de vesiculas fosfolipidicas e pH.

w

2.2. Objetivos especificos

Prospeccao do proteoma humano de segmentos internos de proteinas com
carga liquida negativa e carater anfifilico.

Sintese de peptideos anibnicos encriptados por SPPS.

Caracterizagao por espectrometria de massa;

Avaliar e estruturagao do peptideo por dicroismo circular, com a presenga de
vesiculas fosfolipidicas de DMPC, DMPC/DMPG 2:1 (m/m) em diferentes
valores de pH.

Avaliagao de atividade antimicrobiana e hemolitica.

Estudar quais caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos estdo mais
relacionadas a sensibilidade a pH, assim como seletividade frente a
composicdo de membrana.

Buscar por sequéncias capazes de agir de forma pH-dependente, dentro de um
intervalo de pH especifico para possiveis aplicagdes in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao de fragmentos de proteinas negativamente
carregados

O proteoma humano referéncia, composto por 20598 proteinas, obtido pelo
site do EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/reference_proteomes/), foi submetido ao

software Kamal (disponivel em http://www.cenargen.embrapa.br/kamal/) para a

filtragem de peptideos anibnicos, anfifilicos e helicoidais com sequéncia variando
entre 16 e 24 aminoacidos. Os parametros utilizados para filtragem foram similares
aoutros trabalhos desenvolvidos pelo laboratério, porém com a diferenga de serem
selecionados apenas fragmentos com carga liquida negativa. Portanto, os
pardmetros foram: Ala, Phe, lle, Leu, Met, Val e Trp eram permitidos na porcao
apolar, enquanto Ala, Cys, Asp, Glu, Gly, His, Lys, Met, Asn, Gln, Arg, Ser, Thr e Tyr
eram permitidos na porgao polar. Os angulos polares considerados foram de 128°,
160° e 1929, e a carga liguida total < -2.

3.2. Sintese, purificacao e quantificacao dos peptideos

3.2.1. Sintese de peptideos em fase solida

A sintese dos peptideos selecionados foi realizada seguindo o método de
Sintese de Peptideos em Fase Soélida (SPPS) utilizando como base a metodologia
proposta por Chan e White (CHAN; WHITE, 2000). Por tratar-se de um método
simples, direto, de facil automacéao e realizado todo dentro de um mesmo meio
reacional, € amplamente utilizado como procedimento de sintese quimica de
peptideos (HANSEN; ODDO, 2015).

Para garantir uma sintese completa e com presenga minima de produtos
secundarios indesejados, todos os reagentes sao utilizados em excesso,
descartando a necessidade de etapas de purificagcdo apds cada acoplamento de
um novo aminoacido. Contudo, gera uma maior quantidade de residuos.

A primeira etapa para a sintese de um peptideo é a escolha da resina. A
resina de poliestireno € um suporte para a ancoragem da cadeia polipeptidica
através de um linker e, ao interagir com um solvente organico, incha e aumenta sua
superficie de contato (HANSEN; ODDO, 2015). Os principais tipos de linker
utilizados sdo de Wang (WANG, 1973) e Rink (RINK, 1987), gerando um peptideo
com C-terminal acido e amidado, respectivamente.
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Foram utilizados 0,15 mmol da resina Rink amide (100-200 mesh,
Novabiochem, Merck), a fim de ter como produto final peptideos com o C-terminal
amidado. Para garantir o “inchaco”, a resina é submersa em diclorometano (DCM)
por 30 minutos sob agitagdo. Em seguida, para a derrubada dos grupos protetores
Fmoc e desprotecéo da resina, utilizou-se solucdo de 20% 4-metilpiperidina em
N,N-dimetilformamida (DMF) através de dois ciclos de 15 minutos sob agitagcao de
200 rpm.

O método utilizado para verificar o sucesso da desprotecéao foi descrito por
Kaiser et al., e baseia-se na reacdo da ninhidrina, resultando na formacao de
moléculas capazes de absorver radiagdo na faixa visivel, apresentando coloracao
visivel a olho nu (KAISER et al.,, 1970). Resumidamente, quando ocorre a
desprotecao, a ninhidrina reage com aminas primarias, formando o composto
conhecido como azul de Ruhemann. No caso especifico em que o ultimo
aminoacido da sequéncia é uma prolina, que possui uma amina secundaria, o
composto formado pela reagcdo com a ninhidrina apresentara uma coloragao
marrom-amarelada. O teste de Kaiser é utilizado para confirmar tanto a
desprotecao (remocao dos grupos protetores dos N-terminais dos aminoacidos)
quanto o acoplamento. Isso ocorre porque um aminodacido recém-acoplado ainda
tera os grupos protetores, impedindo que a ninhidrina acesse uma amina livre,
resultando na auséncia de coloragao no teste.

Apés a confirmagao da desprotecao da resina, a sintese do peptideo pode
ser iniciada seguindo o sentido do C-terminal para o N-terminal. A metodologia de
acoplamento empregada faz uso dos reagentes diisopropilcarbodiimida (DIC)
como ativador e sequestrador de préton da carboxila do aminoacido a ser acoplado
e o etil(2Z2)-2-ciano-2-hidroxiiminoacetato (Oxyma®) como preventor de
epimerizacdo de aminoacidos durante a saida da O-acil-isoureia (SUBIROS-
FUNOSAS et al., 2009). Para dar inicio ao protocolo de acoplamento, pesou-se 4
equivalentes (0,6 mmol) do peptideo inicial, DIC, Oxyma® e 2 mL de DMF. A mistura
foi entdo deixada sob agitacdo em 200 rpm por 90 minutos, para entao
posteriormente ser feita a lavagem para retirada dos reagentes em excesso,
aplicando trés ciclos de lavagens com 3 a 4 mL de DMF seguido por DCM g, por fim,
confirmacao do acoplamento por teste de Kaiser. Havendo a confirmacéao,
prossegue-se para a desprotecdo de forma analoga a feita com a resina para o
acoplamento de um novo aminoacido, até o término da sequéncia do peptideo.

Uma vez finalizados os acoplamentos de todos os aminoacidos, torna-se
necessario desacoplamento do peptideo a resina e de todos os grupos protetores
de cadeias laterais. Esse procedimento é realizado através de uma clivagem acida,
empregando Aacido trifluoroacético (TFA), triisopropilsilano (TIS) e &gua nas
proporgdes 95:2,5:2,5 com volume final de 10 mL e deixados sobre agitacéo por 90
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minutos a 200 rpm. Apds o tempo reacional, o TFA foi evaporado sob fluxo de
argbdnio até que nao houvesse notodria redugao do volume de solucao, seguido de
adicao de éter diisopropilico gelado para precipitar o peptideo. Posteriormente, a
mistura foi levada a filtragédo a vacuo utilizando um funil com placa sinterizada e
papel de filtragem, sendo submetida a lavagens com agua e acetonitrila 50:50.
Ambas as fragcoes aquosa e etérea foram coletadas. Apesar de a maior parte do
peptideo estar presente no extrato aquoso, o extrato organico é coletado por poder
possuir quantidades, mesmo que infimas, de peptideo presentes que podem ser
purificadas e aproveitadas. Finalmente, todas as fragcdes coletadas foram
armazenada em congelador para procederem para a retirada do solvente e
purificagao. Os extratos aquosos tiveram a fragao de acetonitrila seca sob vacuo
utilizando equipamento Centrivap em colaboracdo com o Laboratério de
Toxicologia, e a fracdo de agua foi seca através de liofilizagdo colaboracdo com o
Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada (NuPMIA), ambos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

3.2.2. Purificacao por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os peptideos foram submetidos a purificacao através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, utilizando um cromatografo Shimadzu em colaboragao
com o NuPMIA. A coluna empregada para a separagao cromatografica foi uma
preparativa de fase reversa Jupiter C18 (250 x 2,12 mm, 10 um, 300 A) fabricada pela
Phenomenex, utilizando um sistema binario de bombeamento e detector de arranjo
de diodo (DAD, SPD-M20A). Usou-se o software de analise e processamento de
dados LabSolutions versdo 9.52 para acompanhamento da aquisicdo do
cromatograma.

A injecao no cromatdgrafo foi feita manualmente, com volume de 1 mL de
peptideo solubilizado em agua com concentragao final de 20 mg/mL. Quando os
peptideos a serem purificados possuiam menor solubilidade, a concentragéo final
utilizada era de 10mg/mL. Em todos os casos, as solugdes necessitaram ser
levemente alcalinizada com 50 yL de NaOH 1 mol/L, para melhorar a solubilidade
dos peptideos em meio aquoso através da desprotonacao dos aminoacidos de
cadeia lateral acida. O cromatograma seguiu com fluxo constante de 10 mL/min
(para peptideos de concentragcdo 20 mg/mL) e 2,5 mL/min (para peptideos de
concentracao 10 mg/mL) de fase mével composta por agua + 0,1 % TFA (solvente A)
e acetonitrila (ACN) + 0,1 % TFA (solvente B), com variagdo da composicao total
através de um crescente gradiente de concentracdo do solvente B, conforme a
Tabela 4 e como mostra a Figura 21:
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Tabela 4: gradientes de concentragdo da fase movel para purificagédo dos peptideos por

CLAE.
Intervalo % solvente B (ACN)
0-5min 5
5-50 min 5-95
50 - 55 min 95
55-56 min 95-5
56 - 60 min 5

100

80

60+

% solvente B

40

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Tempo (min}

Figura 21: método utilizado para purificagdo do peptideo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, com coluna de fase reversa. Apresentado em termos de % solvente B (ACN) vs
tempo de corrida em minutos.

Os comprimentos de onda de 216 e 280 nm foram monitorados, referentes a
absorcao da ligagao peptidica e de cadeias laterais dos aminoacidos Trp, Tyr e, em
menor grau, Cys, respectivamente. Apesar de possuir cadeia lateral aromatica, a
Phe absorve em comprimentos de onda menores (240 - 265 nm), ndo contribuindo

substancialmente para identificagdo utilizando o ultimo (THERMO SCIENTIFIC,
2013).

Afracao deinteresse foi coletada manualmente e liofilizada, para seguir para
identificacao por espectrometria de massa.

3.2.3. Identificagao dos peptideos por espectrometria de massa

A confirmacao da sintese do peptideo foi realizada através de
espectrometria de massa acoplada a um cromatdgrafo liquido (LC-MS) e anédlise de
fragmentos gerados (LC-MS/MS), para elucidagcdo da composicdo da molécula
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através da comparagcdo entre a massa molecular tedrica e a obtida
experimentalmente. O estudo foi realizado com um espectrémetro de alta
resolucao do tipo TripleTOF 5600+ (Sciex, Ontario, Canadd) da Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (CAIQ — UnB). O instrumento é
equipado com fonte de ionizacao por electrospray (Esl — Electrospray lonization),
separador de ions do tipo triplo quadrupolo, médulo de colisdo e producao de
fragmentos por dissociacdo por colisdo com gas inerte, analisador de massas
tempo de voo (TOF - time of flight) e acoplado a um cromatégrafo liquido (Eksigent
UltraLC 100, Sciex) para injecao automatica da solugdo do analito em vazao
constante de 0,3 mL/min. Os ensaios foram executados com o espectrometro
ajustado ao modo positivo e utilizando o modo de aquisicado IDA (Information
Dependent Acquisition), que seleciona automaticamente os ions a serem
fragmentados baseado em parametros previamente definidos.

Para a analise, uma ponta de espatula contendo os peptideos liofilizados
foram solubilizados em 1000 pL de metanolcom 0,1 % acido férmico. Os espectros
de massa obtidos foram analisados e processados pelo software PeakView v2.1,
enguanto os espectros de fragmentacao (MS/MS) foram processados utilizando a
ferramenta online Interactive peptide spectral annotator (BRADEMAN et al., 2019).

3.2.4. Quantificacao por espectrofotometria ultravioleta-visivel

Os peptideos solubilizados foram quantificados aproveitando-se das
propriedades de absorgcdao de comprimentos de onda da faixa do ultravioleta-visivel
(UV-Vis). Para os peptideos selecionados que possuem triptofano em sua
composicao, a quantificagcao foi feita utilizando a absorgcdo no comprimento de
onda de 280 nm. Para as sequéncias que nado possuem tal aminoacido, os
comprimentos utilizados foram de 205, 215 e 225 nm, responsaveis pela excitacao
dos elétrons 1 da ligacao peptidica, através de uma relagcdo que utiliza as trés
absorbancias medidas (SCOPES, 1974; WADDEL, 1956):

Ug) _ ((Azos - 31) + ((Az1s — Agzs) - 144)) - Fd

[peptideo] (m— > (1)

Em que Fd = fator de diluicao.

O ensaio foi realizado em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-1280, em
parceria com o NuPMIA. Utilizou-se uma cubeta de quartzo com caminho éptico de
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1 cm. Antes de todas as medidas, descontou-se o branco utilizando solucéao de
igual composicao a que o peptideo purificado foi ressolubilizado.

3.3. Ensaios de interacao de peptideo com vesiculas por dicroismo
circular

3.3.1. Preparacao de vesiculas unilamelares grandes (LUVs) de
DMPC e DMPC/DMPG 2:1 (m/m)

A preparagcdo de vesiculas unilamelares grandes (LUVs) seguiu a
metodologia descrita por Brand (BRAND; BLOCH, 2007), sendo necessarios 20 mg
de fosfolipideos a depender da composicao final desejada. Dessa forma, pesou-se
20 mg de DMPC e 20 mg DMPC/DMPG (13,3 mg e 6,6 mg respectivamente). Os
fosfolipideos liofilizados (Avanti Polar Lipids, CA, EUA) foram inicialmente
solubilizados em 2 mL de cloroférmio, com volume completado para 20 mL em um
baldo de fundo redondo. Em seguida, o solvente foi evaporado sob vacuo através
de um rotaevaporador, sob banho de agua a 40 °C por aproximadamente 35
minutos, a fim de alcancar um filme translucido e uniforme no fundo do balao. Para
evaporar ainda mais o solvente, os fosfolipideos foram deixados sob vacuo por mais
150 minutos, com o balado envolto em papel aluminio. Em seguida, apds ter o
solvente volatilizado, os fosfolipideos secos foram ressolubilizados em 2 mL de
solucdo tampao fosfato (PBS 12,12 mM fosfato de sddio dibasico, 7,88 mM fosfato
de sédio monobasico, 150 mM NaCl, pH 7,4 ajustado com NaOH e HCl) e
submetidos a um processo de extrusdo, consistindo na passagem forcada
utilizando uma membrana de policarbonato com poros de 100 nm de didmetro por
19 vezes, modificando as vesiculas multilamelares (MLVs) em unilamelares, que
foram armazenadas em temperatura ambiente e sem contato com luz.

3.3.2. Construcao de curvas de calibracao e quantificacao das LUVs
por espectrofotometria UV-Vis

A quantificacdo de LUVs utiliza-se da complexacao de oxigénios dos grupos
fosfato com atomos de ferro, sendo capazes de absorver em um comprimento de
onda especifico e, a partir da lei de Lambert-Beer, estimar a concentragcdo de
vesiculas com o uso de uma curva de calibracao. Como fonte de ferro, utilizou-se
solucao de ferrotiocianato de aménio (Fe(SCN); — 27g de FeCl;.6H,0O e 30g de
NH,SCN em 1 L de agua).
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Primeiramente, faz-se necessaria a construgao da curva de calibragao. Para
isso, preparou-se uma solugdo com a vesicula a 150 mg/mL com a composicao
desejada (DMPC ou DMPC/DMPG) em cloroférmio. Outras concentragdes
necessarias para a criagdo da curvasaode 100, 50, 25e 12,5 mg/mL, as quais foram
obtidas a partir de diluicdo seriada derivada da primeira solugido preparada. Em
seguida, misturou-se 1000 pL da solucao de vesicula com 500 pL da solucao de
Fe(SCN);, seguido de agitacao vigorosa com emprego de um vortex para garantir o
maior contato entre as duas fases. Em seguida, retirou-se uma aliquota da fase
organica para que fosse realizada a leitura em comprimento de onda de 488 nm
utilizando um espectrofotdmetro.

A quantificagao das vesiculas preparadas foi realizada utilizando as curvas
de calibragcdo para calculo das concentracdes. Inicialmente, retirou-se uma
aliguota de 10 pL da solugédo de vesiculas e colocadas sob aguecimento para
evaporacdo do solvente. Em seguida, foram ressolubilizadas em 1000 pL de
cloroférmio e adicionou-se 500 pL da solugdo de Fe(SCN)s;, posteriormente a
mistura foi homogeinizada vigorosamente por meio de vértex e a fase organica
coletada, para medir a absorcdo por espectrofotometria.

3.3.3. Dicroismo circular

A utilizagéo da técnica de dicroismo circular para a elucidagéo da estrutura
secundaria de proteinas baseia-se na capacidade de uma molécula assimétrica
interagir com luz circularmente polarizada. Um dos grandes beneficios dessa
técnica é permitir o uso de pequenas quantidades de amostra, ndo ser destrutiva e
possibilitar o acompanhamento de efeitos como variacdes de temperatura, forgca
idbnica do meio e pH (DODERO; QUIROLO; SEQUEIRA, 2011). A luz circularmente
polarizada pode ser decomposta em dois vetores que giram para a direita e para a
esquerda, com diferencas de fase de /2 (GREENFIELD, 2007). A interacdo com
uma proteina resulta na absorcao diferencial desses componentes, tornando a luz
transmitida elipticamente polarizada. Cada tipo de estrutura secundaria de uma
proteina possui uma absorg¢éo especifica, que € uma caracteristica tipica como
assinatura, permitindo identificar como a proteina se comporta em solugado em
relagao a estrutura adotada. (GREENFIELD, 2007).

Peptideos e proteinas podem absorver luz circularmente polarizada nas
faixas de UV-distante (170-250 nm) por meio da ligagdo amidica ou UV-préximo
(250-300 nm) por meio das cadeias laterais aromaticas (DODERO; QUIROLO;
SEQUEIRA, 2011). A absorcéo de luz nessas faixas de comprimento de onda séo
responsaveis por transicoes do tipo n > t* e t > * (WHITMORE; WALLACE, 2008).
Para o presente trabalho, apenas as faixas de UV-distante foram utilizadas. As
absorgoes caracteristicas de cada estrutura secundaria séo dispostas na Figura 22:
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Figura 22: espectros de dicroismo circular na regiao “Far-UV” de diferentes proteinas e
peptideos com trés tipos de estruturas secundarias (DODERO; QUIROLO; SEQUEIRA,
2011).

Nota-se que proteinas com a-hélices apresentam duas bandas negativas
em 222 e 208 nm e uma positiva em 193 nm. Folhas-B antiparalelas apresentam
uma banda negativa em 218 nm e uma positiva em 195, enquanto estruturas
desordenadas apresentam apenas uma banda negativa proxima de 200 nm
(GREENFIELD, 2007).

O estudo das estruturas secundarias adotadas pelos peptideos foi realizado
com a técnica de dicroismo circular, utilizando o espectropolarimetro J-815 (Jasco
Analytical Instruments, Toquio, Japao) conectado a um sistema de controle de
temperatura Peltier e bomba d’agua. Este estudo foi realizado em colaboracdo com
o Laboratério de Biofisica Molecular do Departamento de Biologia Celular, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, UnB. Os experimentos foram realizados variando condigdes
de pH e composicao das vesiculas, e em alguns casos suas concentragdes, com
temperatura fixada em 37 °C. Tampodes de acetato de soédio (20 mM, 150 mM NaCl,
pH 5,0), MES (acido (2-(N-morfolino)etanosulfénico) (20 mM, 150 mM NaCl, pH 6,0)
e PBS foram utilizados no experimento, com o peptideo e LUVs em concentracao
constante de 2 mol % (25,6 uM de peptideo e 1280 uM de vesicula). A faixa de
comprimentos de onda utilizada foi de 200 a 260 nm, com intervalos de 0,2 nm,
velocidade de escaneamento de 100 nm/min, tempo de resposta de 0,5 segundos,
largura da banda de 0,85 nm e cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 mm. Os
resultados foram analisados no software Spectra Manager Il.

Os espectros foram obtidos a partir da média de 5 leituras consecutivas e da
subtracao dos valores do sinal dicroico do espectro do tampao utilizado como
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branco. As elipticidades (mdeg) obtidas no ensaio foram convertidas em
elipticidade molar ([0]) (deg.cm2.dmol') baseado na massa molecular média
calculada por residuo de 115 Da, segundo a equacgao 2:

115«

0] =107 (2)

onde, a é o sinal dicroico em mdeg, C é a concentragdo da amostra (mg/mL)e lé o
trajeto 6ptico (cm) da cubeta utilizada.

O calculo de percentual de estruturagcao em a-hélice foi feito a partir dos
espectros ajustados com o programa online BeStSel, por meio de um algoritmo que
aplica uma combinagédo linear de um conjunto de oito estruturas base,
considerando diferentes conformacdes de a-hélices e folhas-B (MICSONAI et al.,
2015).

3.4. Estudos de atividade antimicrobiana: ensaio de concentracao
inibitoria minima (MIC)

O potencial de atividade frente a micro-organismos foi elucidado a partir de
testes de suscetibilidade contra cepas selecionadas, em colaboragcdo com o
Laboratério de Analise de Biomoléculas do Programa de Pds-graduacao em
Ciéncias Genbmicas e Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB).
Para o experimento, o peptideo foi incubado juntamente com E. coli, S. aureus, C.
albicans, A. baumanii e S. epidermis, obtidos a partir da biblioteca de micro-
organismos da UCB. Foi realizado ensaio de microdiluicdo em caldo conforme o
protocolo M07-A10 do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2015). Inicialmente, bactérias foram
mantidas em -80 °C até o uso. 10 pL do estoque de cada cepa suspensa em meio
Mueller-Hinton (MH) caldo sendo realizado em placas de 96 pogos de fundo chato,
emvolume finalde 100 yL. A concentracao do peptideovarioude 128 a 1 uM através
de diluicado seriada, enquanto para a gentamicina — antibidtico empregado para
controle —variou de 20 a 0,039 uM. A concentracao final de células bacterianas por
poco foi de 5 x 10° células/mL. Para controle positivo, utilizou-se apenas 100 pL de
meio MH no poco estéril, enquanto para controle negativo, pogcos contendo apenas
meio MH e bactérias na mesma concentragao descrita.
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As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas, e 0 ensaio foi
efetuado em duplicata técnica e triplicata bioldgica. Apds o periodo de incubacgao,
as placas foram submetidas a leitura visual comparando a turbidez do meio, em
que meio turvo indica o crescimento bacteriano e limpido indica a inibicdo do
mesmo.

Para analisar o efeito de cations divalentes na atividade antimicrobiana do
peptideo, foi realizado um ensaio com meio cation ajustado. O ensaio consiste no
mesmo meio base utilizado para os ensaios padrboes, com metodologia descrita
anteriormente, ocorrendo apenas a adigédo de 0,5 mM Ca?, 0,4 mM Mg*? e 20 uM
Zn?,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Filtragem dos peptideos

O proteoma humano, contendo 20598 proteinas, foi utilizado como
referéncia e submetido ao software Kamal para a filtragem de peptideos com carga
liguida = -2, carater anfifilico ao estruturarem-se em a-hélice e com valores de
momento hidrofébico, hidrofobicidade média e indice de agregagao apresentados
na secao 3.1. A partir deste procedimento, foram obtidos 2697 fragmentos unicos
com carga liquida negativa e caracteristicas fisico-quimicas desejadas, com alguns
exemplos demonstrados na tabela 5. A esse grupo foi dado o nome de Intragenic
Delivery Peptides, do portugués Peptideos Intragénicos de Entrega, de Homo
sapiens (HsIDPs), em alusao aos HslAPs, complementares catidnicos ja estudados
por grupos do laboratério (BRAND et al., 2019; SANTOS et al., 2023b). Dentre os
angulos polares avaliados de 128, 160 e 192°, a maioria dos peptideos encontrados
portavam a angulagao polar de 192°, porque dessa forma a face hidrofilica € mais
ampla, e por ser mais permissiva, admite um maior numero de sequéncias
peptidicas.

Tabela 5: peptideos encriptados aniénicos e anfifilicos obtidos através do software
Kamal, apds filtragem com pardmetros previamente mencionados, com suas cargas,
ponto isoelétrico e proteina origem, em conjunto com seu respectivo codigo UniProt.

Esquema de cores seguindo o padrao Zappo.

.. Ponto ; .
Sequéncia Carga | . L. Proteina de origem
isoelétrico
RVLNELIGDFDELLSK -2 4,313 Adenilato ciclase tipo 9 | 060503
RLLNEIIADFDELMEK -3 4,177 Adenilato ciclase tipo 1 | Q08828
RLLNEIIADFDEIISE -4 3,835 Adenilato ciclase tipo 6 | 043306
HALTLLSEVLAHLLDMV -2 5,147 Proteina DOP1A | Q5JWR5
EHAIYVWDHFIAQAAA Dy 5,147 Regulador Cotranscripcional ARB2A |
Q8WUF8
GDLEHRLWHIMNEILD 5 5,216 Dedicador 4 de proteina de citocinese
| Q8N1I0
EVLED!IGFALALFM 3 3,575 Complexo 3 de proteina superkiller
| Q6PGP7
LNVIEEVIRMMLEIINS -2 4,259 Dimeclina | Q7RTS9

E possivel fazer uma comparacéo de alguns parametros dos potenciais IDPs
com |IAPs estudados em trabalhos prévios do grupo (BRAND et al., 2019; COSTA et
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al., 2024). Os |IAPs utilizam propriedades fisico-quimicas de AMPs catidnicos e
anfifilicos como base para pardmetros de busca do proteoma. Dessa forma,
levantou-se a hipdtese se peptideos com as mesmas caracteristicas fisico-
quimicas, porém com cargas negativas, apresentariam atividades bioldgicas
comuns entre si, similarmente ao que ocorre com IAPs. Com isso, o esforgo inicial
desse trabalho foi de buscar peptideos com o mesmo motivo, porém com carga
liguida negativa. Consequentemente, os pardmetros baseados em hidrofobicidade
(hidrofobicidade média e momento hidrofdbico) obtidos para HsIDPs séo
estatisticamente iguais aqueles dos HslAPs, uma vez que foram utilizadas as
mesmas regras para aminoacidos componentes da face hidrofébica durante a
filtragem (Figura 23a,b). Como esperado, o valor médio de ponto isoelétrico (pl) das
sequéncias obtidas sao diferentes entre IDPs e IAPs. O pl médio foi de 3,97 = 0,42
para IDPs e 10,59 + 0,93 para IAPs, p<0.0001, teste t nao-pareado (Figura 23c). Os
valores de pl dos HsIDPs filtrados variam de 3,151 até 5,735, em que os peptideos
com diferentes valores estdo elencados na Tabela 5.

O perfil de agregacao de IDPs e IAPs também se mostrou diferente
(p<0.0001, teste t ndo-pareado). A agregacao ¢é calculada através do indice Na4vSS
pelo algoritmo Aggrescan, que considera a propensdo de agregacdo dos 20
aminoacidos naturais em ensaios in vivo utilizando a AB como referéncia
(CONCHILLO-SOLE et al., 2007; PRABAKARAN et al., 2021). Valores negativos do
indice Na4vSS indicam menor tendéncia de interacdo entre monémeros do
peptideo (CONCHILLO-SOLE et al., 2007). Os valores médios obtidos foram -0,26 +
19,65 para IDPs e 9,84 = 23,59 para IAPs, apontando que os peptideos aniénicos
possuem menor tendéncia de agregacdo em comparacdo a seus analogos
catidnicos (Figura 23d).
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Figura 23: comparagdes de histogramas de (a) hidrofobicidade média, (b) momento
hidrofoébico, (c) ponto isoelétrico e (d) agregacéo utilizados para a filtragem de HsIDPs
(azul) e HslAPs (preto).

Conforme reportado por Costa et al., os potenciais HslAPs estao
significativamente representados em segmentos de proteinas transmembranares e
periféricas de membrana no proteoma humano (COSTA et al., 2024). Logo, surgiu a
hipétese de uma possivel super-representacdo de sequéncias anibnicas e
anfifilicas em alguma classe proteica. Para investigar isso, as proteinas que eram
fonte de pelo menos um HsIDP foram analisadas no site Panther. Um total de 653
proteinas foram identificadas como precursoras de IDPs e submetidas a PantherDB
para teste de enriquecimento seletivo em comparagdo ao genoma humano total,
utilizando o teste exato de Fisher com corregao para a taxa de descobertas falsas.
Os resultados mostraram uma super-representacdo de algumas classes de
proteinas, especialmente as adenilato ciclases. Ao comparar o percentual de
segmentos proteicos da classe adenilato ciclase no proteoma humano com o
percentual de IDPs dessa classe entre as 653 proteinas precursoras, observou-se
um enriquecimento de 25 vezes em relagao ao esperado (Figura 24).

48



Classe de proteinas

™ Encontrado
W% Esperado
m= Enriquecimento

N° de proteinas

N A S DDA A DD S S A DD SN S S DD S
R I R Rt g SRR
S F PSS S S E S S S

O 607 407 407 o007 07 J07 407 407 07 J07 07 07 O7 O7 O
& . c\e oqoqkqosﬂqe\qﬁ\qe\qo *\Q@

o L™

P ST T T 9 0 o8 8 P S T S
GOQ‘OO\{@‘O\

£
[
7
7
/A
7
Iz

Figura 24: histograma das classes de proteinas precursoras de IDPs. Em azul esta o
numero de proteinas encontradas que encaixam nos critérios de filtragem, enquanto em
cinza esta o nimero esperado baseado no percentual relativo da classe de proteinas em
frente a todo o genoma humano. Em vermelho, o enriquecimento (multiplicado) entre o

encontrado e o esperado, com destaques nas familias das adenilato ciclase, ciclase e
aminoacil-tRNA sintetase.

4.2. Primeirageracao de HsIDPs:

Dentre os |IDPs apresentados na Tabela 5, o de sequéncia
RVLNELIGDFDELLSK, proveniente de adenilato ciclase 9 (060503.4, residuos de
1083 a 1098) (Figura 25) foi escolhido como prova de conceito para ser sintetizado
e seguir com testes de atividades biolégicas e estruturacao frente a vesiculas,
sendo batizado de HsIDP1. Esse fragmento corresponde a uma hélice anfifilica
negativamente carregada, com a porg¢ao hidrofébica projetada para o interior da
proteina e a porcgéo hidrofilica, composta com aminoacidos carregados Arg1, Glu5,
Asp9, Asp11, Glu12 e Lys16, projetada para a face exterior (Figura 25b). Dessa
forma, apresenta caracteristica anfifilica ao estruturar-se em a-hélice, com os
residuos hidrofébicos e hidrofilicos separados em diferentes faces (Figura 25c).
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Figura 25: (a) estrutura tridimensional da AC9 complexada com subunidade a da proteina
Gs (Gas) em ciano. (b) Destaca-se em azul a estrutura RVLNELIGDFDELLSK
correspondente ao HsIDP1. (c) Mapa de Edmundson representando o carater anfifilico do
peptideo ao estruturar-se em a-hélice, com aminodacidos retratados por esferas e
identificados por seus cddigos de uma letra. Em verde aminoacidos apolares, em cinza
polares nao carregados, em vermelho carregados positivamente e em azul,
negativamente.

4.2.1. Sintese, purificacao e caracterizacao por espectrometria de
massa

Escolhido o HsIDP1, prosseguiu-se para sua sintese seguindo a metodologia
de Sintese de Peptideos por Fase Sélida. O peptideo foi sintetizado utilizando resina
Rink sem contratempos. A fracdo aquosa obtida da clivagem foi levada a
purificagao através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia utilizando uma
coluna preparativa de fase reversa. Para o procedimento, o peptideo foi solubilizado
em agua para uma concentracao de 20 mg/mL, sendo necessaria a adicao de um
pequeno volume de NaOH para desprotonacdo das cadeias laterais acidas,
melhorando sua solubilidade. Foram realizadas um total de 5 corridas
cromatograficas, sendo as trés primeiras realizadas com concentragdes de 20
mg/mL e a duas ultimas (coletas provenientes da fase etérea da clivagem)com 17,5
mg/mL, totalizando 95 mg de peptideo e impurezas para purificacdo. Contudo,
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houve perda dos peptideos purificados provenientes das duas primeiras corridas
por erro procedimental.

Todos os cromatogramas obtidos apresentaram um pico majoritario
contendo o peptideo de interesse com tempo de retengao de t = 31,35 min, com a
fase movel composta por 52,7% de ACN, sendo esse o pico coletado (Figura 26).

HsIDP1

6x10° 185

Intensidade (MAU)

Tempo (min)

Figura 26: cromatograma do HsIDP1 monitorado a 216 nm em vermelho. O pico principal
coletado, referente ao peptideo de interesse possui tempo de retengéo t = 31,35 min.
Gradiente de concentracao do solvente B (ACN) em funcéo do tempo em azul-claro.

Os espectros de massa das fragcdes eluidas da cromatografia do HsIDP1
foram adquiridos em um Esl Q-ToF (Triple Tof 5600+) para a confirmagé&o da sintese
da sequéncia RVLNELIGDFDELLSK-NH,, com massa tedérica [M+H]" = 1860,0230
Da. Todavia, o HsIDP1 foi identificado com a presenca de dupla e tripla carga, com

massas tedéricas [M+2H]* = 930,5154 Da e [M+3H]** = 620,6795 Da,
respectivamente.

Para a molécula com duas cargas, a massa medida foi m/z = 930,5179 Da,
gerandoumerrode 2,69 ppm (Figura 27), enquanto para a molécula com trés cargas
a massa medida foi 620,6802, gerando erro de 1,13 ppm (dado ndo mostrado).
Esses dados indicam o sucesso da sintese do peptideo.
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Figura 27: espectro de massa de dupla carga representando [M+2H]** =930,5179 Da e
sua série isotépica, com um erro de massa de 2,69 ppm calculado a partir da massa
tedrica exata.

O espectro de fragmentagcao do peptideo foi adquirido tendo como ion
precursor a tripla carga [M+3H]* = 620,6790 Da. O ion a ser fragmentado foi
selecionado automaticamente conforme pré-configuragdo do modo IDA
(Information dependent acquisition) e apresentou fragmentos das séries a, b, xey
majoritariamente (Figura 28) com os erros de massa em ppm de cada fragmento
disposto no quadro abaixo. Os dados obtidos foram processados pela ferramenta
online Interactive Peptide Spectral Anotator (BRADEMAN et al., 2019).
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Figura 28: espectro de fragmentagédo (MS/MS) obtido e modo IDA do ion tripla carga
[M+3H]*. Os fragmentos obtidos a partir das séries estao destacados em roxo (série a),
azul (série b), vermelho (série y), verde (série c) e amarelo (série x).

4.2.2. Dicroismo circular

O estudo da estruturagcdo do HsIDP1 e interagcdo com fosfolipidios foi
realizado com membranas modelo a partir de vesiculas de diferentes
composic¢des. Foram realizados estudos com LUVs de DMPC e DMPC/DMPG 2:1
(m/m), respectivamente, para elucidar os efeitos da composi¢ao de fosfolipidios na
estruturacao do peptideo. O propdsito era compreender se ha alguma seletividade
dependente dacomposi¢do da membrana, caracteristica de peptideos membrano-
ativos, como os HslAPs, permitindo que a atividade biolégica ocorra de forma
seletiva (BRAND et al.,, 2019; COSTA et al.,, 2024; SANTOS et al.,, 2023).
Analogamente, foram realizados estudos com alteragdo do pH do meio para avaliar
se o HsIDP1 apresenta atividade pH-dependente, similar a peptideos anidnicos
membrano-ativos descritos na introdugao (LI; NICOL; SZOKA, 2004; ZOONENS;
RESHETNYAK; ENGELMAN, 2008).

Inicialmente, a concentragao de peptideo foi mantida constanteem 40 pM e
atemperatura da cubeta em 25 °C. Afim de padronizar as condigdes experimentais
e garantir a reprodutibilidade dos resultados, o peptideo foi adicionado ao frasco
reacional contendo as vesiculas cerca de 3 a4 minutos antes da analise. Tomou-se
o cuidado quanto ao tempo de interagcdo do peptideo com as vesiculas pois, em
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estudos com diferentes analogos do pHLIP, o tempo de insergcdo dos peptideos
variou de 4 a 60 segundos (SILVA et al., 2023).

Primeiramente, estudou-se a afinidade do peptideo em pH neutro com
membranas zwitteribnicas e anibnicas, compostas por DMPC e DMPC/DMPG 2:1
(m/m), respectivamente, em concentragao de 1280 uM (Figura 29a). Nota-se que
em pH neutro, o HsIDP1 ndo apresentou estrutura secundaria definida em tampéo,
mantendo-se dessa forma apds a adicdo de vesiculas, uma vez que 0s sinais
dicroicos negativos caracteristicos de uma a-hélice a 222 e 208 nm nao estao
presentes. Diferentemente dos HslAPs, que sao capazes de formar a-hélice nesses
valores de pH, o HsIDP1 mantém-se com estrutura deesordenada (BRAND et al.,
2019). Entretanto, ndo se pode afastar a hipotese de que o HsIDP1 possa se manter
apenas adsorvido a superficie da membrana, analogamente a peptideos similares
(RESHETNYAK et al., 2007). De acordo com a literatura, a presenca de grupos
anidnicos carregados impede a translocacao de peptideos pela membrana, pelo
alto custo energético necessario para manter atomos carregados no meio
interfacial altamente apolar (FENDOS; BARRERA; ENGELMAN, 2013).
Similarmente, as cargas negativas desestabilizam a estruturagdo do peptideo em
hélice por repulsdao eletrostatica. Os mesmos ensaios foram repetidos com
concentracoes variadas de vesicula no meio, de 0 a 1280 uM (Figura 29b,c), para
averiguar se haveria algum efeito na interacao peptideo-vesicula, porém nenhum
resultado diferente foi observado e o HsIDP1 manteve-se na condigao inicial.
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HsIDP1 + DMPC e DMPC/DMPG 2:1 pH 7,4
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Figura 29: espectros de dicroismo circular em pH 7,4 de HsIDP1 (a) com DMPC (em
vermelho) e DMPC/DMPG 2:1 (m/m) (em azul), apresentando sinal negativo a partir de 210
nm, caracteristico de estruturas desordenadas. Em (b) e (c) ensaios realizados com
DMPC e DMPC/DMPG 2:1 (m/m), respectivamente, com concentracao de vesiculas de 0
(azul), 40 (vermelho), 80 (verde-claro), 160 (lilas), 320 (laranja), 640 (preto) e 1280 uM
(marrom), sem alteracéo da estrutura adotada pelo peptideo nas diferentes
concentragdes da vesicula.

A partir dos dados obtidos, observa-se que em pH neutro ndo ha qualquer
estruturacao do peptideo. Dessa forma, prosseguiu-se para testes com vesiculas
em valores de pH de 5,0 e 6,0. A diminuic&o do pH foi executada para permitir que
0os grupamentos acidos sejam protonados, mitigando a penalidade de cargas
negativas existentes durante a translocacado do peptideo pela membrana. Os
ensaios foram realizados com as mesmas composig¢des de vesiculas, porém com
concentracao fixa em 1280 uM. (Figura 30).

55



HsIDP1 + DMPC HsIDP1 + DMPC Est. Sec.

100
o a
S 201 b
x
z 754
£ — pH5.0 [}
o Q
T Y T 8 s
— pH7.4 * 3
S ﬁ"—-——‘— p b
£ X
5--20- 25+
200 220 240 260 °'4 5: == g !
Comprimento de onda (hm)
pH
HsIDP1 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m) HsIDP1 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m) Est. Sec
100
2 201
X 75
e @
5 — pH5.0 __o_
“g 0 — pH 6.0 S 50
g — pH7.4 2
3
— 25—
2.20
T ; ! 0 T T L
200 220 240 260 4 5 6 7 8
Comprimento de onda (nm) pH

Figura 30: espectro de dicroismo circular do HsIDP1 em presenca de (a) DMPC e (b)

DMPC/DMPG 2:1 (m/m) a 1280 uM em valores de pH 7,4 (verde), 6,0 (vermelho) e 5,0

(azul). Em (b) e (d), em azul, percentual de estruturagdo em a-hélice calculados pelo
software BeStSel.

A diminuicdo do pH para 5,0 resultou na estruturagdo em a-hélice do
HsIDP1, em especial na presenca de vesiculas de DMPC/DMPG (Figura 30c),
evidenciado pelos valores apresentados calculados pelo software BeStSel (Figura
30d). Conforme mencionado por Brand et al., a estruturagcdo de um peptideo esta
diretamente ligada a sua capacidade de interacdo com a membrana plasmatica,
devido a natureza anfifilica do ambiente da membrana (BRAND et al., 2018).

Os resultados com o aumento do percentual de estruturacdo podem sugerir
que o ponto isoelétrico (pH em que a carga liquida total do peptideo é nula) do
HsIDP1 pode estar proximo de 5,0 e que, para esse peptideo, o pl e o pKis (valor de
pKa critico para que o peptideo se estruture e se insira na membrana) podem estar
proximamente relacionados. Utilizando a calculadora de ponto isoelétrico de
peptideos, disponibilizada por Bachem (disponivel em
https://www.bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator/, acessado em
jun/2024), o valor estimado foi de 4,67. Este valor corrobora com o observado no
experimento realizado com pH 5,0 (Figura 30c), uma vez que apenas nessa
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condicdo o peptideo foi capaz de adquirir estrutura secundaria. Entretanto,
tomando o valor teérico como verdadeiro, a molécula pode ainda ter carga liquida
negativa, por essa estar em um ambiente de pH acima de seu ponto isoelétrico.
Apesar disso, ndo hd ainda confirmacéao de que o HsIDP1 efetivamente se insere na
membrana, ou apenas adquire estrutura enquanto adsorvido a mesma, abrindo o
caminho para que novos ensaios sejam realizados posteriormente.

Os ensaios realizados com pH 6,0 apresentaram dados similares aos
obtidos para pH 7,4 (Figura 30a,c), indicando que ha desestabilizacao da estrutura
helicoidal pela presenga de cargas negativas, causando repulsdo eletrostatica.
Esse dado corrobora, mais uma vez, com o valor calculado do ponto isoelétrico, ao
demonstrar diminuicao da estrutura helicoidal do peptideo com a diminuicao da
acidez do meio (Figura 30b,d).

Para estudar a influéncia da concentragao das vesiculas na estruturagao do
peptideo, os ensaios utilizando-as na composicao DMPC/DMPG 2:1 (m/m) foram
repetidos, porém com concentracao variando de 0 a 1280 uM (Figura 31).
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Figura 31: espectros de dicroismo circular de HsIDP1 em DMPC/DMPG 2:1 (m/m) com

concentragoes de vesicula de 0-1280 uM e diferentes valores de pH, juntamente com %

de hélice calculadas utilizando o software BeStSel. (a) pH 5,0, (b) pH 6,0, (c) pH 7,4 e (d)
percentual de hélice do HsIDP1 em pH 5,0.
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Observa-se que o aumento gradual na concentracdo das vesiculas resulta
em aumento também da estruturacao do peptideo quando em pH 5,0 (Figura 31a).
A partir dos resultados acima, nota-se que as concentracdes de 640 e 1280 uM sao
saturantes, indicando que todos os monémeros do peptideo estao estruturados,
conforme explicitado pelo platd gerado no grafico de percentual calculado de
estruturagcdao do mesmo em a-hélice, a partir de 640 pM de vesicula (Figura 31d).
Com esse resultado, todos os ensaios seguintes foram feitos com concentracao
fixa de vesiculas em 1280 pyM, com o intuito de saturar as membranas com
peptideos.

Os resultados aqui apresentados para o HsIDP1 permitem inferir que o
peptideo apresenta seletividade para membranas plasmaticas negativamente
carregadas, um diferencial entre os peptideos anidnicos pH-dependentes
apresentados na literatura até o momento. Essa seletividade pode, em testes in
vivo, colaborar para que o unico alvo dos HsIDPs sejam células com carater
anidénico em sua membrana, caso particular de células tumorais, por exporem o
conteudo do folheto interno da membrana, rico em fosfatidilserina
(BALASUBRAMANIAN; SCHROIT, 2003). Entretanto, mais experimentos devem ser
realizados para confirmar essa hipoétese.

Membranas fosfolipidicas sao estruturas complexas que possuem
diferentes estados, de forma anéaloga aos estados principais da matéria. Dois dos
principais estados sdo a fase gel e liquido-cristalino, em que a difusao e
empacotamento dos fosfolipideos se comportam de formas distintas entre as duas
fases. Para vesiculas de DMPC/DMPG, a literatura descreve que em temperaturas
de 25 °C ocorre um alargamento do estado de transicdo entre as fases dos
fosfolipideos. Consequentemente, perde-se o controle sobre o tipo de interagao
desejada entre o peptideo e a vesicula, visto que ndo ha forma de predizer em qual
estado a bicamada se encontra, e nem se existe algum fenédmeno de concentracao
de fosfolipideos e, por fim, de cargas (RISKE; AMARAL; LAMY-FREUND, 2001). Dessa
forma, para mitigar o erro referente a incerteza da fase em que a bicamada se
encontra e para melhor representar condi¢gdes encontradas no corpo humano,
passou-se a utilizar como temperatura da cubeta para realizacdo dos ensaios 37
0C, temperatura na qual predomina a fase liquido-cristalino.

Outro parametro que foi alterado para os experimentos seguintes foi a
concentracao do peptideo. Em outros ensaios realizados com o HsIDP1 e néao
demonstrados aqui nesse trabalho, o mesmo apresentou tendéncias de agregacao,
formando estruturas visiveis a olho nu e espectro com indicacédo de alta presencga
de estruturacdo como folha-B. Considerando esses resultados e, a partir de dados
do pHLIP sobre agregacdo, usou-se como hova concentragdo para novos ensaios
25,6 uM, de forma a alcancar 2 mol % de relacdo de concentracédo
peptideo/vesicula.
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Com ambos os pardmetros temperatura e concentragdo do peptideo
alterados, os ensaios com as vesiculas compostas de DMPC e DMPC/DMPG 2:1
(m/m) foram refeitos, com valores de pH 5,0, 6,0 e 7,4 (Figura 32).
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Figura 32: espectros de dicroismo circular em pH 5,0 (azul), 6,0 (vermelho) e 7,4 (verde)
de HsIDP1 em tampao (a) com DMPC (b) e DMPC/DMPG 2:1 (m/m) (c). Nos ensaios
realizados com presenga de vesiculas, a concentragao foi mantida em 1280 uM. Em (a) e
(b) nota-se espectro caracteristico de estrutura randomizada, enquanto em (c) observa-se
estruturagcdo em pH 5,0. Em (d) foi realizada quantificacao das estruturas secundarias
preditas pelo software BeStSel.

A partir da analise dos espectros é possivel observar que o HsIDP1 manteve-
se seletivo a membranas carregadas negativamente, porém apresentando um
espectro caracteristico de estruturagdo em folha-f (Figura 32c,d). O
comportamento apresentado de folha-f pode ser atribuido a diminui¢cédo do pH,
causando a protonacdo das carboxilas dos aspartatos e glutamatos
transformando-os em &cido aspartico e glutamico (Figura 33). Portanto, a partir da
reducao das forgas repulsivas entre cargas iguais, pode ter iniciado um processo
de agregacdo similar ao que ocorre com peptideos amiloidogénicos. Entretanto,
outros ensaios sao necessarios para confirmar a formacgéao de fibrilas, e ndo apenas
0 peptideo estruturado como folha- B em unidades monoméricas e inserido na
membrana. Enquanto isso, manteve-se majoritariamente como estrutura
randdmica quando em tampao e na presenca de vesiculas de DMPC.
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E possivel encontrar na literatura diversos trabalhos que descrevem
peptideos membrano-ativos estruturados em folha-3, como o Hs10, mencionado
anteriormente neste estudo, que demonstra atividade inibitéria contra micro-
organismos (SANTOS et al., 2023b). Além disso, existem peptideos penetradores
capazes de atravessar membranas enquanto mantém a conformagao em folha-f.
Um exemplo é a Penetratina, cuja estrutura é induzida pela presenca de
fosfolipideos anidnicos (EIRiKSDOTTIR et al., 2010; MAGZOUB; GORAN ERIKSSON;
GRASLUND, 2002). Diante disso, observa-se que a estruturacao do HsIDP1 em
folha-B, exclusivamente na presenca de vesiculas de DMPC/DMPG em pH
acidificado, sugere que o peptideo pode manter seu efeito desejado de insercéo
seletiva em ambientes com pH abaixo do fisiolégico.

0 0
.O +
O  NH; O NH,

- s“
Aspartato Acido aspartico
0 0 0 0
+ H*
'OWOR — Ho/u\/\fu\OR
NH"_,\ NHZ
Glutamato Acido Glutamico

Figura 33: estruturas moleculares dos residuos de aminoacidos carregados aspartato e
glutamato, e de suas respectivas formas protonadas acido aspartico (D) e acido
glutdmico (E). Os grupos R se referem ao restante da cadeia peptidica.

A partir dos resultados obtidos para o HsIDP1, é possivel tragar um paralelo
com os peptideos da familia do pHLIP. Esses adquirem estrutura e translocam
mesmo em vesiculas compostas unicamente por POPC, de carater zwitteribnico
(VASQUEZ-MONTES et al., 2018; ZOONENS; RESHETNYAK; ENGELMAN, 2008).
Estudos demonstraram que a composicdo lipidica é capaz de afetar as
propriedades de inser¢do do pHLIP, mas apenas alteram o pKi.s, demonstrando que
os peptideos dessa familia ndo apresentam seletividade e podem perpassar
membranas tanto de eucariotos quanto procariotos, em condi¢cdes adequadas de
pH do meio (KYRYCHENKO et al., 2015; VASQUEZ-MONTES et al., 2018; ZOONENS;
RESHETNYAK; ENGELMAN, 2008). Dessa forma, o HsIDP1 ja é capaz de se
diferenciar dos principais peptideos pH-dependentes descritos na literatura, por
adquirir estrutura secundaria preferencialmente na presenca de vesiculas
anidnicas.

Analisando os resultados dos ensaios de dicroismo circular, assim como o
valor de pl calculado, nota-se uma grande diferenca entre o pl do HsIDP1 para o
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pKins do wt-pHLIP, cujo valor reportado é de aproximadamente 6,0 (MUSIAL-SIWEK
et al., 2010). Em contrapartida, o pH do meio extracelular imediato de membranas
tumorais é reportado de variar entre 6,1 e 6,9 (ANDERSON et al., 2016)(ANDERSON
et al.,, 2016). Logo, para alcangar a possibilidade de atuagao frente a células
tumorais, o pKi,s abaixo de 5,0 observado para o HsIDP1 nao é suficiente, por estar
abaixo do necessario para estruturagdo em meio in vivo. Existem, na literatura,
diversos trabalhos que se prontificaram a modular o pKins do pHLIP por mudanga no
posicionamento de residuos chave (FENDOS; BARRERA; ENGELMAN, 2013),
mutagdes em aminoacidos especificos que podem desestabilizar a estrutura
helicoidal (VASQUEZ-MONTES et al., 2018) ou adigcao de aminoacidos basicos que
possam alterar o microambiente de residuos chave (SILVA et al., 2023).
Similarmente, comprovou-se que a composi¢cdao da membrana também é capaz de
alterar o pH que promove a insercao do peptideo, pela presenca de grupos
anidénicos ou de grupos capazes de formar redes de ligagcdes de hidrogénio
(KYRYCHENKO et al., 2015; VASQUEZ-MONTES et al., 2022a). Entretanto, ao filtrar
o proteoma humano por peptideos aniénicos e anfifilicos que se estruturem em a-
hélice, um total de 2697 possibilidades foram apresentadas. Dessa forma, tomou-
se a decisao de explorar outros HsIDPs, porém com valores maiores de ponto
isoelétrico para, assim, buscar um que tenha sensibilidade a acidificacao do meio,
assim como seletividade para membranas negativamente carregadas.

4.3. Segunda geracao de HsIDPs

Em busca de peptideos que fossem capazes de se estruturar em valores
mais altos de pH do que o HsIDP1, iniciou-se uma procura nos resultados
disponibilizados pelo software Kamal por novas sequéncias com um maior valor de
pontoisoelétrico. Dessaforma, dentre as 2697 moléculas, considerou-se para essa
etapa apenas aquelas que tivessem o seu pl > 5,0, resultando em um numero de 56
possiveis candidatos para sintese e avaliagéo.

Foram selecionados trés candidatos e a eles foram dados os nomes de
HsIDP2, HsIDP3 e HsIDP4. Para além do ponto isoelétrico, outro fator contribuinte
para a escolha das novas sequéncias foram os seus valores de hidrofobicidade
média e de momento hidrofébico. Em uma tentativa de melhor compreender como
essa caracteristica fisico-quimica pode influenciar na sensibilidade ao pH e
seletividade de composicdo de membrana, os peptideos escolhidos possuem um
valor maior, médio e menor de hidrofobicidade média (Tabela 6)
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Tabela 6: peptideos escolhidos para a segunda geragao de HsIDPs, com suas
sequéncias, cargas, pontos isoelétricos, hidrofobicidade e momento hidrofdbico.
Esquema de cores seguindo o padrao Zappo.

PEPTIDEO SEQUENCIA CARGA pl HIDROFOBICIDADE ngggrfg;%o
HsIDP2 | HALTLLSEVLAHLLDMY -2 5,147 0,359 0,975
HsIDP3 | EHAYVWDHFIAQAAA -2 5,147 0,026 0,628
HsIDP4 | GDLFHRUWHIMNEID -2 5,216 -0,149 1,346

Assim como a primeira geracdo, os peptideos aqui demonstrados sao
intragénicos, provenientes do proteoma humano e apresentam estrutura de a-
hélice anfifilica quando em sua proteina parental (Figura 34). O HsIDP2 é derivado
da proteina DOP1A (Q5JWRS5) (Figura 34a), HsIDP3 da reguladora transcripcional
ARB2A (Q8WUF8) (Figura 34d), e o HsIDP4 do dedicador 4 da proteina de citocinese
(Q8N1I0) (Figura 34e).
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Figura 34: estrutura tridimensional da DOP1A com a estrutura HALTLLSEVLAHLLDMV
correspondente ao HsIDP2, da reguladora transcripcional ARB2A com a estrutura
EHAIYVWDHFIAQAAA correspondente ao HsIDP3 e do dedicador 4 da proteina de

citocinese com a estrutura GDLFHRLWHIMNEILD correspondente ao HsIDP4. Ao lado das
estruturas das proteinas, estdo demonstrados os mapas de Edmundson.
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4.3.1. Sintese, purificacao e caracterizagao por espectrometria de
massa

Os peptideos foram sintetizados de forma analoga a primeira geragéo,
através da metodologia de SPPS, utilizando resina de Rink para gerar um C-terminal
amidado. Ao término da sintese, seguiram para a purificagcdo, sendo
ressuspendidos em solugado levemente basificada com NaOH, para auxiliar na
solubilidade, com concentracao final de 20 mg/mL. Os peptideos solubilizados
foram injetados em um cromataégrafo liquido de alta eficiéncia, com coluna de fase
reversa e fluxo de 10 mL/min. Os cromatogramas gerados apresentaram sinais
referentes aos peptideos de alta intensidade e boa separagao (Figura 35). Para
todos os casos, as absorbancias foram medidas nos comprimentos de onda de 216
e 280 nm. Porém, apenas o HsIDP2 nao absorve nesse comprimento de onda por
nao possuir residuo de triptofano em sua sequéncia, dessa forma o dado néao é
apresentado.
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Figura 35: cromatogramas dos HsIDPs de segunda geragéo, medidos em 216 nm de:
HsIDP2 (verde) com tempo de retengcéo TR = 37,90 minutos; HsIDP3 (azul) com TR = 27,23
minutos e HsIDP4 (preto) com TR = 35,44 minutos. Absorbancia medida em 280 nm
encontram-se em vermelho nos cromatogramas do HsIDP3 e HsIDP4.
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Os tempos de retengao observados foram de 37,90 minutos para o HsIDP2,
27,23 minutos para o HsIDP3 e 35,44 minutos para o HsIDP4, resultando em um
percentual de acetonitrila de aproximadamente 70%, 49% e 65%, respectivamente.
Com as fragOes de interesse coletadas, representando os peptideos purificados,
seguiu-se para caracterizacdo por espectrometria de massa, em mesmo
equipamento citado na secao 4.2 (Figura 36).
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Figura 36: espectros de massa dos HsIDPs de segunda geragao, representando para o
HsIDP2 o ion de dupla carga [M+2H]** = 937,5337 Da, HsIDP3 o ion de tripla carga
[M+3H]** = 614,3098 Da e HsIDP4 o ion de tripla carga [M+3H]** = 670,0128 Da.

O HsIDP2, de sequéncia HALTLLSEVLAHLLDMV-NH,, foi identificado como
dupla carga, seguido de sua série isotépica, com massa experimental de [M+2H]**
= 937,5337 Da. Comparando com sua massa teérica de [M+2H]** = 937,5325 Da,
resulta em um erro de massa de 1,28 ppm. Ja o HsIDP3, de sequéncia
EHAIYVWDHFIAQAAA-NHo,, foi identificado na presencga de tripla carga, juntamente
com o HsIDP4 de sequéncia GDLFHRLWHIMNEILD-NH,, ambos em presenca de
sua série isotépica. Suas massas experimentais observadas foram de [M+3H]*" =
614,3098 Da e [M+3H]** = 670,0126 Da, respectivamente. Comparando com as
massas tedricas calculadas de [M+3H]*" = 614,3096 Da e [M+3H]** = 670,0127 Da,
resultam em um erro de massa de 0,32 € 0,15 ppm, respectivamente.

65



A partir dos espectros de fragmentacao, é possivel confirmar a sucesso da
sintese do peptideo com a sequéncia correta. Observa-se fragmentos das séries de
fragmentacgao a,b e y. Os peptideos foram fragmentados a partir das moléculas de
dupla carga para o HsIDP2 (Figura 37), e tripla carga para os HsIDP3 (Figura 38) e
HsIDP4 (Figura 39) e analisados a partir do software online Interactive peptide
spectral annotator (BRADEMAN et al., 2019).
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Figura 37: espectro de fragmentacao (MSMS) obtido em modo IDA do ion de dupla
carga [M+2HJ* = 937,5320 Da do HsIDP2. ions das séries a (roxo), b (azul) e y (vermelho)
estao elencados, com seus erros demonstrados no quadro abaixo do espectro.
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Abundéancia Relativa (%)
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Figura 38: espectro de fragmentagédo (MSMS) obtido em modo IDA do ion de tripla
carga [M+3HJ* = 614,6372 Da do HsIDP3. ions das séries a (roxo), b (azul) e y (vermelho)
estao elencados, com seus erros demonstrados no quadro abaixo do espectro.
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Figura 39: espectro de fragmentagado (MSMS) obtido em modo IDA do ion de tripla
carga [M+3H]* = 670,3402 Da do HsIDP4. ions das séries a (roxo), b (azul) e y (vermelho)
estdo elencados, com seus erros demonstrados no quadro abaixo do espectro.
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4.3.2. Dicroismo circular

Seguiu-se para ensaios de dicroismo circular, a fim de investigar se a selegao
de moléculas com maior valor de ponto isoelétrico causou efeito esperado. Para tal
fim, optou-se por reduzir o numero de ensaios, realizando apenas os com vesiculas
de DMPC e DMPC/DMPG 2:1 (m/m) com concentracdo constante de 1280 pM.
Seguindo o padrao dos ensaios com o HsIDP1, a concentragao dos peptideos foi
mantido em 25,6 uM, assim como a temperatura da cubeta em 37 °C.

Primeiramente, iniciou-se os ensaios com o HsIDP2. O peptideo nao
apresentou estruturagdo, mesmo com a diminuicdo do pH (Figura 40e). Entretanto,
ao adicionar vesiculas de DMPC, os espectros apresentaram bandas
caracteristicas de estrutura de a-hélice, mesmo quando em pH fisiolégico (7,4)
(Figura 40a). Segundo calculos preditivos de estrutura secundaria, a diminuicao
para pH 5,0 causou uma pequena diminuicdo do percentual de a-hélice do
peptideo (Figura 40b). Entretanto, ao analisar os dados experimentais obtidos,
observa-se que os espectros para os pHs 5,0 e 7,4 sao praticamente sobreponiveis,
demonstrando que ha pouca diferenga no percentual de a-hélice (Figura 40a).

A capacidade de estruturagdo do peptideo em pH fisioldégico pode ser
explicada pelos valores positivos de hidrofobicidade média e alta anfifilicidade,
uma vez que ao adquirir a estrutura helicoidal, apresenta seu carater anfifilico e é
capazde se adsorver a superficie da membrana, mesmo com a presenca de cargas
negativas, por atrair-se fortemente a porgcao interna altamente apolar da bicamada.

Similarmente, a adicdo de vesiculas negativamente carregadas mostra que
0 peptideo também é capaz de se estruturar, e apresenta um comportamento
similar ao observado para as vesiculas zwitteribnicas, com diminuicdo da
estruturacao helicoidal em conjunto com a acidificagcdo do meio (Figura 40c,d).
Contudo, nota-se ao comparar os dois graficos de estruturagao secundaria, que o
HsIDP2 apresenta um grau de seletividade frente a bicamadas ricas em cargas
negativas, visto que resultou em maior percentual helicoidal calculado nessa
condicao (Figura 40f).

Apesar de manter certo grau de seletividade, o resultado obtido para o
HsIDP2 mal pode ser comparado com o HsIDP1, uma vez que esse s6 era capaz de
estruturar-se como hélice na presenga de vesiculas anidnicas, enquanto na
presenca de zwitteribnicas mantinha-se como estrutura desordenada. Nota-se,
também, a partir dos dados calculados, que o HsIDP2 sofre aparente penalizacao
com a acidificacao do meio, dificultando a manutencao da a-hélice. Sugere-se que
esse acontecimento possa estar ligado com a protonagdo dos aminoacidos
carregados. Por possuir dois residuos de histidina (H), esses aminoacidos, em pH
5,0, apresentam-se protonados, com carga liquida positiva. Entretanto, os
aminoacidos D e E perdem as cargas negativas, dessa forma perdendo a
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complementariedade de cargas que estabiliza a conformacdo helicoidal da
molécula, visto que estavam a distancias 6timas para interagao eletrostatica.
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Figura 40: espectro de dicroismo circular do HsIDP2 na presencga de vesiculas de DMPC

(a) e DMPC/DMPG 2:1 (m/m) (c) e apenas em tampao (e), em valores de pH de 7,4 (verde),

6,0 (vermelho) e 5,0 (azul). Em (b) e (d) estdo apresentados, em azul, os percentuais de a-

hélice do peptideo calculados pelo BeStSel, estando comparados em um mesmo grafico
em (f).

Dado que a alta hidrofobicidade do HsIDP2 pode ter sido determinante para
a aquisicao de estrutura do peptideo em pH 7,4, seguiu-se os ensaios com o
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HsIDP3, o qual possui menor hidrofobicidade média, assim como o menor
momento hidrofébico dentre os peptideos da segunda geracgao.

A primeira vista, nota-se que o HsIDP3 mantém comportamento similar a
seus pares, por ndo possuir uma estrutura secundaria definida em tampéao, em
nenhum valor de pH (Figura 41c). Entretanto, demonstra-se como pioneiro dentre a
familia de HsIDPs que ndo se mostrou capaz de estruturar-se em a-hélice na
presenca de vesiculas de nenhuma das composigdes testadas e em nenhum valor
de pH (Figura 41a,b). Ao submeter os dados no software BeStSel, os tipos de
estruturas secundarias retornadas pelo programa sdo uma mistura de estrutura
randdémica com fita-B (dado ndo mostrado).

Apesar de ser considerado um aminoacido estabilizador de a-hélice,
principalmente pela grande liberdade conformacional de sua cadeia lateral
pequena, a alanina é conhecida por, em peptideos poli-alanina, tender a adquirir
uma estrutura conhecida como “hélice de poliprolina 117, ou PPIl (TOAL;
SCHWEITZER-STENNER, 2014; TUMANYAN et al., 2023). Trata-se de uma hélice
canhota, com maior distancia entre as repeticdes de aminoacidos e mais enrijecida
(Figura 42). Apesar do nome, a estrutura secundaria da PPIl ndo é exclusiva de
prolinas, sendo bastante presente em proteinas consideradas como
“desestruturadas” ou de “estrutura randomizada” (ADZHUBEI; STERNBERG;
MAKAROV, 2013). Ao analisar a estrutura primaria do HsIDP3, nota-se quatro
residuos de alanina préoximos na porgao C-terminal (EHAIYVWDHFIAQAAA-NH,),
podendo eles estarem contribuindo para a estrutura de PPIl e dificultando a
formacao de uma a-hélice. Ademais, a presenca de aminoacidos comoo W, Y e F,
possuidores de cadeia lateral volumosa, sdo outro fator que pode contribuir para o
comportamento observado do peptideo, ndo apresentando qualquer semelhanca
a uma estruturacao helicoidal, como visto no HsIDP1 e HsIDP2.

Finalmente, o baixo momento hidrofébico do HsIDP3 pode contribuir para a
incapacidade de estruturacdo do mesmo na presenca de vesiculas. Uma vez que o
momento hidrofébico é regido pela periodizacdo dos aminoacidos mais apolares,
em um peptideo como o HsIDP3 que apresenta os residuos mais dispersos dentro
da face hidrofébica, ndo ha uma concentragcdo de um “momento apolar” e,
consequentemente, dificulta a promocgao da formagao de uma a-hélice anfifilica no
momento que o peptideo interage com a membrana.
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Figura 41: espectros de dicroismo circular do HsIDP3 em tampaéo (c) e na presenca de
vesiculas compostas de DMPC (a) e DMPC/DMPG 2:1 (m/m) (b), em valores de pH de 7,4
(verde), 6,0 (vermelho) e 5,0 (azul).

Figura 42: comparacgao entre as estruturas secundarias folha-3 (esquerda), hélice
poliprolina Il ou PPII (centro) e a-hélice (direita) (ADZHUBEI; STERNBERG; MAKAROQV,
2013).
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Por fim, prosseguiram-se para as analises do ultimo peptideo da segunda
geracao, o HsIDP4.

Dentre essa geragao, o HsIDP4 é o peptideo com menor hidrofobicidade
média e maior momento hidrofébico. Além disso, possui o maior valor de ponto
isoelétrico devido a presenga de uma R (aminoacido positivamente carregado) na
porcédo central da cadeia. Inicialmente nota-se que mesmo sem a presencga de
vesiculas, o peptideo se encontra majoritariamente desestruturado, porém com
uma tendéncia de estruturacao helicoidal (Figura 43e), diferente dos outros HsIDPs
até o momento. Ao adicionar vesiculas ao meio, adquire-se estrutura com ambas
as composicoes de bicamada, evidenciando uma perda na seletividade frente a
carga da membrana (Figura 43a,c), assim como uma perda na sensibilidade a
diminuigdo do pH, posto que ha pouca variagao no percentual de estruturagao
helicoidal do peptideo, podendo ser a diferenca vista para os valores de pH um
possivel erro do algoritmo utilizado para calculo.

Em termos de capacidade de estruturacdo, o HsIDP2 e HsIDP4
demonstraram atividades semelhantes, apresentando consideravel parte de suas
sequéncias em forma helicoidal na presenca de ambas as vesiculas testadas.
Ademais, também ndo demonstraram sensibilidade significativa a acidificacao do
meio, visto que as diferengas entre os calculos de percentual de hélice resultam em
variagdes de poucas unidades.
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Figura 43: espectros de dicroismo circular do HsIDP4 na presenca de tampao (e),
vesiculas de DMPC (a) e DMPC/DMPG 2:1 (m/m) (c) em valores de pH 7,4 (verde), 6,0
(vermelho) e 5,0 (azul). Em (b) e (d) estdo apresentados, em azul, o percentual de
estruturagcdo em a-hélice calculado através do software BeStSel e em (f), a comparacgao
dos percentuais adquiridos na presenca de cada vesicula.

Os resultados obtidos para a segunda geracao de HsIDPs demonstram que
0 ponto isoelétrico nao é a Unica caracteristica fisico-quimica a ser observada para
alcancar o comportamento desejado. Caracteristicas como hidrofobicidade,
aminoacidos componentes e suas posi¢coes, assim como outras variaveis, também
sao capazes de interferir no perfil de estruturagcdo de um possivel HsIDP. Apesar de
nao ter adquirido estrutura secundaria desejada, o HsIDP3 demonstrou como a
composicdo da estrutura primaria pode afetar a atividade de um peptideo.
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Contudo, os HsIDP2 e HsIDP4, apesar de serem capazes de alcancar a a-hélice,
perderam alguma das caracteristicas marcantes do HsIDP1, seja a seletividade
frente a presenca de cargas ha membrana, seja a sensibilidade ao pH capaz de
diferenciar entre a aquisicdo de uma estrutura secundaria definida ou uma
randomizada. A partir dos dados adquiridos para os peptideos até o momento,
decidiu-se em sintetizar a terceira geracdo dos HsIDPs, explorando dois novos
peptideos e criando dois analogos do HsIDP1.

4.4. Terceira geragao de HsIDPs

Para essa etapa do trabalho, decidiu-se alterar o ponto isoelétrico e, por
consequéncia o pKis, de outra forma. A alteragédo do pl de um peptideo pode ser
realizada de formas distintas: modificando sua sequéncia, colocando ou tirando
aminoacido hidrofébicos ou hidrofilicos carregados para manipular o ponto de
carga liquida zero, ou alterando o microambiente proximal de um aminodacido.
Dentro de um meio transmembranar, o ambiente imediato de um aminoacido
(4cido aspartico, por exemplo) é capaz de alterar seu valor de pKa. Quanto maior o
grau de enterramento na membrana de um aminoacido carregado, maior sera a
alteracao de seu pKa (FENDOS; BARRERA; ENGELMAN, 2013). Isso ocorre pois,
para uma espécie acida que estd em um ambiente cercado por moléculas
altamente apolares (caso das cadeias carbdnicas de fosfolipideos), seu préton
estara menos disponivel pararealizar atroca com o solvente. Dessa forma, para que
ocorra a desprotonacao, é necessario que o pH do meio seja maior, ou seja,
aumenta o valor de pKa do acido.

A partir dessa logica, a busca por novas sequéncias seguiu considerando
peptideos anfifilicos estruturados em a-hélice com menor angulo polar, ou seja,
maior face hidrofébica. Dessa forma, espera-se que o peptideo tenha maior
enterramento na membrana, causando insercdo de parte da face polar da estrutura
helicoidal na bicamada, alterando o microambiente proximal dos aminoécidos de
fronteira entre as faces. Para isso, utilizou-se como filtro peptideos com angulo
polar de 128° dentre os 2697 possiveis HsIDPs elencados pelo software Kamal.

Fazendo uso da mesma ldgica, retornou-se para o HsIDP1 para, de forma
analoga, alterar seu dngulo polar. Originalmente, o peptideo possui o dngulo polar
de 192°. Ao alterar um aminoacido polar de fronteira por um apolar, diminui-se o
angulo polar para 160°, aumentando o grau de enterramento da face polar do
peptideo na membrana.

Dessa forma, foram selecionados dois novos peptideos, assim como dois
analogos do HsIDP1. As duas novas sequéncias foram nomeadas de HsIDP5 e
HsIDP6, enquanto os analogos seriam o HsIDP1.1 e HsIDP1.2 (Tabela 7).
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Tabela 7: peptideos escolhidos para a terceira geragao de HsIDPs, com suas sequéncias,
cargas, pontos isoelétricos e hidrofobicidade. Esquema de cores seguindo o padréo

Zappo.
PEPTIDEO SEQUENCIA CARGA pl HIDROFOBICIDADE nggglfg;% o
HsIDP5 LEVLEDIIGFALALFM -3 3,575 0,596 0,787
HsIDP6 LNVIEEVIRMMLEIINS -2 4,259 0,129 1,165
HsIDP1.1 | RVLNELIGIFDELLSK -1 4,683 -0,174 1,224
HsIDP1.2 | RVLNELIGDFIELLSK -1 4,683 -0,174 1,330

O HsIDP5 é proveniente do complexo 3 de proteina superkiller (Q6PGP7)
(Figura 44a), enquanto o HsIDP6 é derivado da dimeclina (Q7RTS9) (Figura 44d). Os
analogos do HsIDP1 foram racionalizados alterando um acido glutdmico de cada
fronteira entre as faces hidrofilica e hidrofébica, resultando na diminuigcdo do
angulo polar do peptideo (Figura 45).

Figura 44: estrutura tridimensional do complexo 3 da proteina Superkiller com a estrutura
LEVLEDIIGFALALFM correspondente ao HsIDP5 e da dimeclina com a estrutura
LNVIEEVIRMMLEIINS correspondente ao HsIDP6. Ao lado das estruturas das proteinas,
estdo demonstrados os mapas de Edmundson.
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D3l

Figura 45: esquema demonstrando o mapa de Edmundson do HsIDP1 e de seus analogos
HsIDP1.1 e HsIDP1.2. As alteragoes realizadas nos analogos estdo demonstradas, sendo
a alteragcdo do D na posicao 9 para |l no HsIDP1.1, e do D na posi¢cédo 11 paral no
HsIDP1.2. Nas projecoes, aminoacidos em verde sao hidrofébicos, em cinza hidrofilicos
néo carregados, em azul claro carregados negativamente e em vermelho carregados
positivamente.

4.4.1. Sintese, purificagcao e caracterizacao por espectrometria de
massa

A sintese dos peptideos da terceira geracao ocorreu de forma analoga as
passadas, utilizando a técnica de SPPS. A purificagao foi feita por cromatografia
liguida de alta eficiéncia, porém para os HsIDP5 e HsIDP6, percebeu-se a
necessidade de diminuir a concentracdo da solucao de peptideo injetada para 10
mg/mL. Dessa forma, a coluna utilizada para o procedimento passou a ser uma
semi-preparativa de fase reversa Vydac 218TP510, com fluxo de fase moével de 2,5
mL/min. A purificacdo dos HsIDP1.1 e HsIDP1.2 ocorreram com a mesma
metodologia do HsIDP1.

Os cromatogramas resultantes da purificacdo dos HsIDP5 e HsIDP6
apresentam picos referentes aos peptideos levemente alargados. Entretanto, ndo
dificultou a coleta dos compostos purificados. Os cromatogramas dos analogos
apresentaram-se similares ao do HsIDP1, com leves alteragcdes nos tempos de
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retencdo, por se tratarem de moléculas com hidrofobicidades diferentes (Figura
46). Para todos os peptideos da terceira geragcdo, apenas a absorbancia no
comprimento de onda de 216 nm foi analisada, visto que nenhum deles possui
aminoacidos que absorvem apreciavelmente em 280 nm.
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Figura 46: cromatogramas dos peptideos de terceira geragéo, apresentando o HsIDP5
(roxo) com tempo de retengao de 49,98 minutos, HsIDP6 (verde claro) com 44,71 minutos,
HsIDP1.1 (laranja) com 34,36 minutos e HsIDP1.2 (vinho) com 35,50 minutos.

Os tempos de retencdo observados para o HsIDP5, HsIDP6, HsIDP1.1 e
HsIDP1.2 foram de 49,98, 44,71, 34,36 e 35,50 minutos, respectivamente. Em
termos de composicdo da fase movel, os sinais representantes dos peptideos
ocorreram com aproximadamente 95%, 84%, 64% e 66% de acetonitrila,
respectivamente. Coletados os peptideos purificados, seguiu-se para suas
caracterizagdes por espectrometria de massa, para confirmar o sucesso da sintese
na sequéncia de aminoacidos proposta (Figura 47).
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Figura 47: espectros de massa dos peptideos da terceira geragao, seguidos de suas séries
isotdpicas. Para o HsIDP5, foi identificado seu ion de dupla carga [M+2H]* = 896,9995 Da.
Para o HsIDP6, seu ion também de dupla carga [M+2H]*" = 1008,0549 Da. Os HsIDP1.1 e
HsIDP1.2 possuem mesma massa, ambos ions identificados como tripla carga, com
[M+3H]** = 620,0318 Da e [M+3H]* = 620,0330 Da, respectivamente.

Os peptideos HsIDP5 e HsIDP6, de sequéncias LEVLEDIIGFALALFM-NH, e
LNVIEEVIRMMLEIINS-NH; foram identificados em suas formas com dupla carga,
seguidos de suas séries isotépicas, com massas [M+2H]** = 896,9995 Da e [M+2H]**
=1008,0549 Da, que ao comparar com as massas tedricas, geram erros de massa
de 0,56 e 0,60 ppm, respectivamente. Os analogos HsIDP1.1 e HsIDP1.2, de
sequéncias  RVLNELIGIFDELLSK-NH, e  RVLNELIGDFIELLSK-NH, foram
identificados como ions de tripla carga, acompanhados por suas séries isotopicas,
com massas experimentais [M+3H]** = 620,0318 Da e [M+3H]**= 620,0330 Da,
gerando erros de massa de 0,16 € 1,77 ppm, respectivamente.

Para confirmar que a molécula foi sintetizada corretamente, os espectros de
fragmentacao dos peptideos foram obtidos, selecionados automaticamente pelo
equipamento que operava no modo IDA. Os espectros de MSMS gerados foram
analisados pelo programa interactive peptide spectral annotator ( BRADEMAN et al.,
2019) (Figura 48, 49, 50, 51).
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Figura 48: espectro de fragmentagado (MSMS) obtido em modo IDA do ion de dupla
carga [M+2HJ* = 896,9995 Da do HsIDP5. ions das séries a (roxo), b (azul) e y (vermelho)
estao elencados, com seus erros demonstrados no quadro abaixo do espectro.
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Figura 49: espectro de fragmentacédo (MSMS) obtido em modo IDA do ion de dupla
carga [M+2HJ* = 1008,0550 Da do HsIDP6. lons das séries a (roxo), b (azul) e y (vermelho)
estao elencados, com seus erros demonstrados no quadro abaixo do espectro.
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Figura 50: espectro de fragmentacao (MSMS) obtido em modo IDA do ion de tripla
carga [M+3H]* = 620,0314 Da do HsIDP1.1. [ons das séries a (roxo), b (azul) e y (vermelho)
estdo elencados, com seus erros demonstrados no quadro abaixo do espectro.
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Figura 51: espectro de fragmentagado (MSMS) obtido em modo IDA do ion de tripla
carga [M+3H]* = 620,3594 Da do HsIDP1.2. [ons das séries a (roxo), b (azul) e y (vermelho)
estao elencados, com seus erros demonstrados no quadro abaixo do espectro.
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Uma vez confirmadas as sinteses com sucesso, seguiu-se para 0S ensaios
de dicroismo circular em condi¢cdes analogas as realizadas com os peptideos da
segunda geragao, com o intuito de conferir se as mudancgas pretendidas no angulo
polar das novas moléculas sdo capazes de apresentar o efeito pretendido, de
estruturar-se apenas em pH acidificado (em comparagao com o valor fisiolégico) e
seletividade a carga presente na interface das vesiculas.

4.4.2. Dicroismo circular

Iniciaram-se os ensaios de dicroismo circular com o HsIDP5. Em tampao, o
peptideo demonstrando uma tendéncia de estruturacdo secundaria na forma de
fita-B (Figura 52e). Ao adicionar vesiculas ao meio, nota-se que parte de sua
sequéncia adquire estrutura helicoidal (Figura 52a,c). Calculando o percentual de
hélice adquirido, é perceptivel que o HsIDP5 nao é seletivo frente a composigcao dos
fosfolipideos, visto que demonstrou comportamentos equivalentes para as
vesiculas de DMPC e DMPC/DMPG (Figura 52b,d). De forma similar, apresentou
pouca ou nenhuma sensibilidade ao pH, em que as variagdes apresentadas nos
calculos de estrutura helicoidal ao acidificar o meio podem ser atribuidas a logica
do algoritmo de calculo do BeStSel, visto que ao observar os espectros de
dicroismo circular, as diferengas entre as curvas para uma mesma vesicula séo
meramente perceptiveis.
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Figura 52: espectros de dicroismo circular para o HsIDP5 em (e) tampao e com vesiculas

de (a) DMPC e (c) DMPC/DMPG 2:1 (m/m) em valores de pH de 7,4 (verde), 6,0 (vermelho)

e 5,0 (azul). Percentual de estrutura helicoidal calculadas na presenca de (b) DMPC e (d)
DMPC/DMPG 2:1 (m/m), assim como comparagao entre ambos (f).

Esta alteragcdo no espectro dicroico, caracteristica da conversao de hélice
para estruturas betas, pode ter ocorrido pelo aumento da face hidrofébica do
peptideo. Essas estruturas aparentam ser parcialmente revertidas quando em
presenca de vesiculas de fosfolipideos, dado que ha uma perceptivel alteragcao no
carater dos espectros.

Em busca de verificar se atendéncia de estruturagcao como fita- em tampéao
€ encontrada para os outros peptideos dessa geracao de moléculas, seguiu-se para
0s experimentos com o HsIDP6, que também possui um angulo polar reduzido.
Diferentemente do HsIDP5, o HsIDP6 é capaz de estruturar-se em a-hélice apenas
em tampao. Entretanto, ao diminuir o pH para 5,0, observa-se um deslocamento
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das bandas dicroicas tipicas de a-hélice, em 222 e 208 nm, para maiores
comprimentos de onda e a diminuicdo abrupta do percentual de hélice (Figura 53a).

Ao adicionar vesiculas no meio, o peptideo apresentou mais de 80% de sua
sequéncia na forma de a-hélice (Figura 53c,d,e,f). Esse comportamento é
observado para ambas as composicoes de vesicula.
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Figura 53: espectros de dicroismo circular para o HsIDP6 em (a) tampao e com vesiculas

de (c) DMPC e (e) DMPC/DMPG 2:1 (m/m) em valores de pH de 7,4 (verde), 6,0 (vermelho)

e 5,0 (azul). Percentual de estrutura helicoidal calculadas em tampao (b), na presenca de
(d) DMPC e (f) DMPC/DMPG 2:1 (m/m), assim como comparacao entre ambos (g).

Interpretando os dados, infere-se que em tampéo, ao diminuir o pH do meio
para 5,0, um processo de agregacdo pode ter sido iniciado devido a diminuicao
acentuada de estrutura helicoidal. Esse fendmeno é explicado pela protonagio dos
residuos acidos pertencentes a molécula, diminuindo substancialmente a
polaridade do peptideo. Visto que a face hidrofébica do peptideo é ampla, torna-se
facilitada a interacao entre os monémeros.
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A adicao das vesiculas de ambas as composigdes proporcionou ainda mais
estruturagéo ao peptideo. Quando o pH do meio € acidificado em meio contendo
vesiculas, ocorre uma leve diminuicao do percentual de hélice, mas, opostamente
ao que ocorre em tampao, a interagao com os fosfolipideos impede a agregacao do
peptideo, mantendo-o majoritariamente como uma a-hélice, indicando afinidade
pela bicamada.

Por fim, nota-se que o efeito do pH no HsIDP6 é o oposto ao esperado. A
acidificagdo do meio decorre em menor estruturacdo do peptideo, podendo
resultar em formacado de agregados quando na auséncia de membranas.
Similarmente, o peptideo nao se apresentou significativamente seletivo a nenhuma
composicao de membrana. Segundo os resultados aqui apresentados, a condicdo
6tima de interagao do HsIDP6 é com vesiculas compostas por DMPC e em valores
de pH fisiolégico.

Visto que ambas as moléculas novas desta geragdo nao resultaram na
atividade desejada, passou-se para o desenho racional e sintese de analogos do
peptideo de primeira geragédo, o HsIDP1. Com o intuito de aumentar o grau de
enterramento de aminoacidos negativamente carregados, a face polar do peptideo
foi diminuida em comparagcdo com o0 seu precursor. Seguiu-se, entdo, para 0s
ensaios com os dois analogos: HsIDP1.1 e HsIDP1.2 para verificar os efeitos
decorrentes da alteragao da hidrofobicidade do peptideo.

Inicialmente testou-se o primeiro analogo, HsIDP1.1, que possui uma
substituicado do acido aspartico na posicdo 9 por uma isoleucina. A primeira vista
observa-se uma grande mudanca estrutural em comparagdo com seu precursor
indicada pelo alto teor de formacao de fita- em pH 5,0 (Figura 54a). Essa tendéncia
mantém-se em todas as condi¢gdes: em tampao, na presencga de vesiculas de
DMPC e de DMPC/DMPG 2:1 (m/m) (Figura 54c,e)
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Figura 54: espectros de dicroismo circular para o HsIDP1.1 em (a) tampéo e com
vesiculas de (b) DMPC e (c) DMPC/DMPG 2:1 (m/m) em valores de pH de 7,4 (verde), 6,0
(vermelho) e 5,0 (azul). Percentual de estrutura secundaria calculadas na presenca de (d)

DMPC/DMPG 2:1 (m/m), com a-hélice em azul e fita-B em vermelho.

Percebe-se que a alteragdo de um aminoacido polar por um apolar foi o
suficiente para desencadear um efeito abrupto de modificacdo da estrutura
secundaria do peptideo. Isso é um indicativo de que o HsIDP1, precursor do
peptideo acima, ja tem uma tendéncia de agregacao, conforme constatado em
experimentos anteriores, que resultou na necessidade de diminuir a concentragéo
do peptideo utilizada nos ensaios. Ao calcular as estruturas secundarias, observa-
se que em pH fisiolégico o peptideo perde a estrutura de fita-B, em especial na
presenca de vesiculas compostas por DMPC/DMPG 2:1 (m/m). Observa-se que, na
presenca dessas vesiculas, durante a transicdo de pH 7,4 para 6,0, ocorre uma
mudanca abrupta na estrutura secundaria do peptideo, que assume a
conformacao de folha-B. Esse comportamento é semelhante ao verificado em seu
precursor, HsIDP1, porém de forma mais acentuada. Conforme mencionado
anteriormente, a adog¢do de uma estrutura secundaria em folha-3 na presenca de
membranas, em vez de a-hélice, pode estar associada a capacidade do peptideo
de se inserir, uma vez que existem exemplos de moléculas membrano-ativas e
peptideos penetradores que dependem dessa conformacdo para exercer sua
funcdo (Figura 54d) (EIRIKSDOTTIR et al., 2010).
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Por fim, foram realizados ensaios com o outro analogo, o HsIDP1.2, para
avaliar se o comportamento de formacao de fita-B observado no HsIDP1.1 se
repetiria. No entanto, observou-se que tal comportamento ndao é compartilhado
entre os dois peptideos, uma vez que o espectro caracteristico de fita-B nao foi
detectado. Em tampdo, o HsIDP1.2 apresenta-se predominantemente
desestruturado (Figura 55e). Entretanto, na presenca de vesiculas, o peptideo
assume uma conformacgao de a-hélice ja em pH fisioldgico.

Notavelmente, em vesiculas de DMPC, o HsIDP1.2 mostrou um aumento
significativo na porcentagem de a-hélice, passando de 27,6% para 63,5% quando o
pH foi reduzido de 7,4 para 6,0 (Figura 55a,b). Um comportamento semelhante foi
observado na presencga de vesiculas de DMPC/DMPG, onde o peptideo também
demonstrou sensibilidade ao pH, com valores de estruturagcdo secundaria
comparaveis entre os dois tipos de vesiculas (Figura 55¢,d).

Esses resultados indicam que o HsIDP1.2 apresenta uma sensibilidade
consideravel ao pH. Além disso, na presengca de membranas anibnicas, a
penalidade imposta pelas cargas negativas em pH fisiolégico parece ser
parcialmente mitigada, uma vez que o peptideo ja exibe aproximadamente 50% de
sua sequéncia estruturada em a-hélice nessas condigdes (Figura 55d,f). Isso sugere
que a interacdo com membranas anibnicas facilita a estruturacdo do peptideo,
mesmo em pH fisiolégico, destacando a influéncia do ambiente fosfolipidico e do
pH na conformacéo do HsIDP1.2.
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Figura 55: espectros de dicroismo circular para o HsIDP1.2 em (e) tampé&o e com
vesiculas de (a) DMPC e (c) DMPC/DMPG 2:1 (m/m) em valores de pH de 7,4 (verde), 6,0
(vermelho) e 5,0 (azul). Percentual de estrutura secundaria calculadas na presenca de (b)
DMPC e (d) DMPC/DMPG 2:1 (m/m), com a-hélice em azul e folha-B em vermelho, assim
como comparacao entre ambas em (f).

O comportamento apresentado para o HsIDP1.2 pode ser comparado com
o do pHLIP, por ndo possuir consideravel seletividade a composicao da membrana
uma vez que o valor de pH do meio iguala o de seu pKis, sSendo capaz de adquirir
estrutura secundaria frente a vesiculas miméticas de eucariotos e procariotos de
forma similar (VASQUEZ-MONTES et al., 2018).

Ao comparar os resultados dos dois analogos HsIDP1.1 e HsIDP1.2 é
possivel notar comportamentos antagbnicos em termos de tipos de estruturas
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adotadas, tendo apenas um aminoacido de diferenca entre suas sequéncias. Tal
resultado pode contribuir para melhor compreender o que dirige a interagdo de um
peptideo com uma membrana e como a sensibilidade ao pH pode ser melhor
controlada para atingir um ponto desejado. Entretanto, ao observar os calculos da
estrutura secundaria do HsIDP1.2 (Figura 55f), observa-se que nao ha uma
diferenca contundente entre a interacdo com as vesiculas de DMPC ou
DMPC/DMPG, comportamento que foi melhor observado no outro analogo, o
HsIDP1.1 (Figura 54).

Comexcecao do HsIDP3, todos os peptideos sintetizados para esse trabalho
foram capazes de interagir com membrana, mantendo-se dessa forma como
peptideos membrano-ativos. A literatura sugere que um dos principais fatores para
a atragao inicial de peptideos antimicrobianos € a complementaridade de cargas
com a membrana anidnica de procariontes, o que explica sua seletividade (DATHE
et al., 1997; LAST; SCHLAMADINGER; MIRANKER, 2013; SANI; SEPAROVIC, 2016).
No entanto, os resultados apresentados neste estudo indicam que a interacéo
peptideo-membrana dos HsIDPs nao depende exclusivamente de atracao
eletrostatica. Isso porque todos os HsIDPs analisados possuem carga liquida
negativa em pH fisioldgico, e muitos deles foram capazes de interagir com vesiculas
predominantemente anidnicas nessa faixa de pH.

Assim, a atracao eletrostatica entre peptideos e membranas parece estar
mais relacionada a agado antimicrobiana propriamente dita, uma vez que pode
facilitar a perturbacado da estrutura da membrana, do que com a interacgao inicial
em si. Essa hipdtese sera corroborada pelos ensaios de atividade inibitéria de
micro-organismos apresentados ao fim deste trabalho.

Ao tentar estudar os efeitos de propriedades como ponto isoelétrico,
hidrofobicidade média e &ngulo polar, uma variedade de resultados foram obtidos.
Constituido como “peptideo modelo”, o HsIDP1 foi o primeiro a ser sintetizado e o
que apresentou a maior sensibilidade ao pH e seletividade a composicdo da
membrana. Na busca de manejar o pKi,s do peptideo, as segundas e terceiras
geracgdes foram buscadas dentro da biblioteca disponibilizada pelo software Kamal
contendo peptideos anidnicos intragénicos anfifilicos e helicoidais.

Durante os ensaios das novas geragdes, a interacdo diferencial entre
peptideo e vesiculas de DMPC e DMPC/DMPG foi observada para o HsIDP2 em
todos os pHs testados, e para os analogos HsIDP1.1 e HsIDP1.2, principalmente
em pH fisioldgico. Ja ao tratar de sensibilidade ao pH, apenas o HsIDP1.2 foi capaz
de aumentar seu percentual de estruturagéo helicoidal com a acidificagcdo do meio.
Entretanto, apesar de o HsIDP1.1 e o HsIDP6 na auséncia de vesiculas também
apresentarem sensibilidade ao pH, essa ocorre com a estruturagdo como fita-3, no
casodo 1.1.

A procura por uma molécula com valor de pKis desejado se mostrou
dependente de um equilibrio fino e facilmente perturbado entre ter um valor de
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hidrofobicidade média suficiente para interagcdo com a membrana, mas nao
demasiada, que permita a formagcdo de composicdes de agregados da
biomolécula. Ademais, deve possuir carga negativa em pH fisioldgico para que a
interagdo com membranas plasmaticas seja dificultada. Tal atividade tanto nao é
trivial, que pouco se vé na literatura cientifica peptideos que sao capazes de se
comportar de tal forma, tendo como exemplos conhecidos apenas o pHLIP e o
GALA, extensamente citados na introdugao deste trabalho.

Por fim, para estudar se os HsIDPs sdo capazes de inibir o crescimento de
micro-organismos, a primeira e segunda geracao de peptideos foram testadas.

4.5. Ensaio de concentracao minima inibitéria (MIC)

A capacidade de inibicdo do crescimento de micro-organismos pelo
HsIDP1, HsIDP2, HsIDP3 e HsIDP4 foi avaliada. Paratodos os organismos testados,
incluindo E. coli, S. aureus, C. albicans, A. baumanii e S. epidermidis, os peptideos
nao foram capazes de inibir o crescimento bacteriano em concentragao até 128 uM.
Para o HsIDP1, foi verificado se sua atividade poderia ser dependente da presenca
de céations bivalentes, como reportado para alguns AAMPs. Dessa forma, foram
realizados ensaios em meio ajustado com cations (ALMARWANI et al., 2020;
BROGDEN; ACKERMANN; HUTTNER, 1997). Esses ensaios consistem na adicao de
Ca?, Mg?" e Zn?*". Com o intuito de reproduzir as condicdes utilizadas por Brogden
et al., a concentracdo de Zn?* utilizada foi de 20 uM (BROGDEN; ACKERMANN;
HUTTNER, 1997), enquanto a dos outros cations foi mantida conforme metodologia
ja utilizada pelo laboratério. A adicdo dos cations bivalentes ndo apresentou
nenhum efeito frente a capacidade inibitéria do HsIDP1.

Os resultados obtidos para as duas primeiras geracbes dos HsIDPs
demonstram que estes peptideos, embora capazes de adsorver amembrana, como
demonstrado nos ensaios de dicroismo circular, ndo causam lise de células
procarioticas. Tal interacdo é, provavelmente, similar a visualizada para os
peptideos da familia do pHLIP, de estruturar-se e inserir-se na membrana, sem
maiores perturbagcdées na estrutura da mesma (ZOONENS; RESHETNYAK;
ENGELMAN, 2008). Todos os ensaios de inibicdo foram realizados em pH neutro,
entdo mesmo peptideos capazes de se estruturar nesse pH, como HsIDP2 e
HsIDP4, ndo foram antimicrobianos nas condi¢cdes avaliadas.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Peptideos membrano-ativos aniénicos com atividade sensivel ao pH vém
ganhando notoriedade devido ao potencial de agir seletivamente frente a células
tumorais. Afamilia de peptideos sensiveis a alteragcdes de pH mais estudada é a do
pHLIP, composta por peptideos anibnicos que se estruturam em a-hélice na
presenca de vesiculas em meio acidificado. Estudos tém explorado suas
propriedades em imageamento e entrega de farmacos no citosol de células
tumorais, devido a sua habilidade de insercao rigida na membrana (ANDREEV;
ENGELMAN; RESHETNYAK, 2009; DESKEUVRE et al., 2024; DUPONT et al., 2024).

Inspirados por casos como o do pHLIP e outros peptideos aniénicos
membrano-ativos, nosso grupo de pesquisa decidiu integrar metodologias ja
estabelecidas no laboratério e adotar uma nova perspectiva de investigagao,
voltando nossa atengdo para sequéncias presentes no proteoma humano. O
objetivo foi identificar possiveis peptideos membrano-ativos sensiveis ao pH que
estivessem "encriptados" em proteinas humanas. Para isso, iniciamos a busca no
banco de dados Kamal, focando inicialmente em a-hélices anfifilicas anidnicas, a
fim de avaliar seus comportamentos em interagcdo com membranas biolégicas.

Essa abordagem visa nido apenas ampliar o entendimento sobre a
diversidade funcional desses peptideos, mas também identificar novos candidatos
com potencial terapéutico, especialmente no contexto de terapias direcionadas a
células tumorais.

Os ensaios realizados com as trés geracdes de HsIDPs demonstraram que o
proteoma humano é, de fato, uma fonte viavel de peptideos sensiveis ao pH. Dentre
os peptideos sintetizados, apenas o HsIDP3 nao foi capaz de adquirir estrutura
secundaria na presencga de vesiculas, provavelmente devido ao seu baixo momento
hidrofébico e a composicdo de aminoacidos em sua sequéncia. Por outro lado,
peptideos como HsIDP1, HsIDP1.1 e HsIDP1.2 exibiram sensibilidade a
acidificacdo do meio, alterando sua conformacdo em resposta a mudancas de pH.

Ensaios de dicroismo circular com gradiente de pH confirmaram que, ao
acidificar o meio e ultrapassar o limiar necessario para cada peptideo, os HsIDPs1,
1.1 e 1.2 sdo capazes de modificar sua estrutura secundaria. Além disso, esses trés
peptideos demonstraram seletividade por membranas negativamente carregadas.
Na presenca de vesiculas de DMPC/DMPG 2:1 (m/m), o HsIDP1 estruturou-se
apenas em pH 5,0, enquanto o HsIDP1.1 alternou entre a-hélice e folha-B ao mudar
o pH de 7,4 para 6,0. O HsIDP1.2, por sua vez, mostrou um aumento significativo
em seu percentual de hélice com a acidificagado do meio, além de exibir
sensibilidade ao pH na presenca de vesiculas zwitteribnicas, comportamento
semelhante ao observado no pHLIP.
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Esses resultados indicam que o proteoma humano ndo apenas contém
sequéncias sensiveis ao pH, mas também é uma fonte de peptideos seletivos a
composicdo de membrana. Embora os HsIDPs2 a 6 ndo tenham apresentado o
comportamento desejado, eles serviram como um estudo valioso para demonstrar
como diferentes caracteristicas fisico-quimicas, como ponto isoelétrico, posi¢ao
de aminoacidos, hidrofobicidade, momento hidrofébico e angulo polar, podem
influenciar a atividade dos peptideos. Em contraste com os HslAPs, que sdo usados
principalmente como antimicrobianos (BRAND et al., 2019), os HsIDPs mostraram-
se mais desafiadores para atingir o equilibrio ideal entre as propriedades
necessarias para a atividade desejada. No entanto,
os HsIDPs1, 1.1 e 1.2 emergiram como moléculas promissoras, pois
apresentaram, de forma Uunica, as caracteristicas buscadas: interagdo com
membranas dependente de pH e seletividade por vesiculas anidnicas.

Com base nos resultados obtidos, tem-se como perspectivas avangar com
testes adicionais envolvendo o HsIDP1e seus analogos, sintetizando-os
novamente e conjugando-os a marcadores fluorescentes. Essa abordagem
permitira visualizar se o comportamento observado in vitro sera replicado em
ensaios com células cancerosas, verificando se os peptideos sdo capazes de
transpor completamente a membrana ou se mantém adsorvidos a ela, de forma
sensivel ao pH e seletiva a presenga de cargas negativas. Esses estudos séao
essenciais para explorar o potencial terapéutico desses peptideos no
direcionamento de células tumorais, assim como observar se os modelos de
estudos realizados sao preditivos de atividade dos peptideos em meios in vitro.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Estruturas secundarias HsIDP1 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m) pH 7,4.

References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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(i) % kS % kS % % % %
0.00 0.0 0.0 12 12.5 18.8 0.0 18.0 49.5
40.00 0.0 0.0 0.0 03 218 0.0 22,0 55.9
80.00 22 0.0 0.0 0.0 24.8 0.0 22.6 50.5
160.00 0.0 0.0 1.0 6.0 73 0.0 20.1 51.5
320.00 21 0.3 0.0 0.0 21.2 0.0 21.0 55.5
640.00 21 0.0 0.0 18 22.5 0.0 21.4 52.2
1280.00 0.0 0.0 0.6 0.0 23.4 0.0 21.8 54.2

Estruturas secundarias HsIDP1 + DMPC pH 7,4.
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nudleic Acids Res. 46:\W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias HsIDP1 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m) pH 5,0.
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias HsIDP1 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m) pH 6,0.

References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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1280.00 19 0.9 0.0 0.5 20.4 0.0 19.0 57.4 0.01943
Estruturas secundarias HsIDP1 + DMPC 1280 uM todos pH.
References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
Header
Title 20250127191431 Wavelength range 200-250 nm
Date / tire 27-01-2025 19:14 (GMT+1:00)  Scale factor 1
0.6 - :(ifl
0.55 » Helb
Antil
o5 : Anti2
0.45 Anti3
e
50.35 Others
£ 03
BeSISHL
0z S S O O S S ¥1.3.230210
0.15
0.1
0.05
0
ik R
FraIaisasciiiisssastaanes
PH()
pH Helix1 Helix2 Antil Anti2 Anti3 Parallel Turn Others NRMSD
0 % % % % % % % %
5.00 2.5 14 14.8 31 19.5 12.8 18.4 27.5 0.01727
6.00 0.9 2.6 0.0 4.5 15.0 0.0 18.5 58.5 0.02921
7.40 0.0 08 0.0 0.0 19.7 0.0 20.2 59.3 0.01712

Estruturas secundarias HsIDP1 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m) 1280 uM todos pH
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References: Nucleic Acids Res. 50:W30-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias HsIDP2

References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias HsIDP2 + DMPC.
References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nudleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias HsIDP2 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m)
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias Hsl

DP3

References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias HsIDP3 + DMPC.

References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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6.00 0.0 0.0 85 0.0 42.8 25.6 23.2 0.0 0.07911
7.40 0.0 0.0 74 12.2 17.4 0.0 17.6 45.3 0.05403

Estruturas secundarias HsIDP3 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m)
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nudleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)

Header
Ttle 20250117224913 Wavelength range 200-250 nm
Dete / time 17-01-2025 22:49 (GMT+1:00)  Scale factor 1
%
055 e
05 " hdh2
oy
0.45 - Anti2
Anti3
U wparallel
0.35 = Tun
= \ Cthers
g 03
Bozs BESTSEL
02 VL3.230210
015
04
005 "
—
o
D N R R e
EI N R R i S B S I T i B B B B Y
pH(abscissa unit)
PH Helil | Hel2 | Antl | Ant2 | Ant3 | Perslel  Tm | Others NRMSD
(abscissa unit) % % % z % % % %
5.00 0.0 0.0 11.3 3.0 35.2 0.0 37.4 13.1 0.11386
6.00 3.6 0.2 7.5 12.7 923 0.0 13.6 53.0 0.09182
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Estruturas secundarias HsIDP4

References: Nucleic Adds Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)

Estruturas secundarias HsIDP4 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m)
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Estruturas secundarias HsIDP4 + DMPC.
References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Halix1 Halix2 Antil Anti2 Anti3 Parallel Turn Others NRMSD
0 % % % % * % % %
5.00 25.2 15.1 0.0 2.5 0.0 0.0 17.1 40.1 0.01093
6.00 28.0 254 0.0 0.0 0.0 0.0 13.3 33.3 0.02793
740 27.3 171 0.0 0.0 0.0 0.0 13.5 42.2 0.01225
Estruturas secundarias HsIDP5
Nucleic Acids Res. 50: (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Helixl Helix2 Antil Anti2 Anti3 Parallel Turn Crthers. MNRMSD
0 % % % % % % % %
5.00 27 1.2 53 16.6 10.6 10.8 13.8 38.9 0.01396
6.00 0.0 4.7 4.2 12.0 85 0.0 10.9 59.7 0.01944
740 8.0 1.2 34 14.8 16.4 2.7 13.8 39.7 0.02223
Estruturas secundarias HsIDP5 + DMPC.
References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022)', Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018)', PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Helix1 Helix2 Antil Antiz Anti3 Parallel Turn Others INRMSD
(abscissa unit) % % % % % % % %
5.00 5.6 13.8 0.0 2.0 0.0 11.0 12.2 55.4 0.01479
6.00 12.5 9.2 2.0 23.5 0.6 0.0 13.3 39.0 0.01430
740 6.6 6.1 0.0 12.1 5.4 0.5 14.0 55.3 0.01260

Estruturas secundarias HsIDP5 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m)
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-08 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Helixl Helix2 Antil Anti2 Anti3 Parallel Turn Others NRMSD
0 % % % % % % % %
5.00 3.0 9.5 4.1 19.3 3.0 0.0 12.5 48.6 0.00928
6.00 1.7 23.6 0.0 31 13.1 0.0 33.1 25.5 0.02251
7.40 59 6.6 0.7 21.6 8.0 6.5 17.6 33.2 0.02106
Estruturas secundarias HsIDP6
References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022): Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018)', PNAS 11:E3095-103 (20]5)
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PH(abscissa unit)
PH Helix1 Helixz Antil Anti2 Anti3 Parallel Turn Others NRMSD
(abscissa unit) % % % % %
5.00 18.1 0.0 19.9 0.0 0.0 31.2 26.3 45 0.01947
6.00 47.2 10.3 0.0 0.0 0.0 0.0 79 34.6 0.01602
7.40 40.9 20.1 0.0 0.0 7.0 0.0 14.5 17.5 0.01248
..
Estruturas secundarias HsIDP6 + DMPC.
References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res, 46:W315-22 (2019)', PNAS 11:E3095-103 (20]5)
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pH Helix1 Helix2 Antil Anti2 Ant3 Parallel Turn Others NRMSD
0 % % % E3 % % % %
5.00 55.6 26.9 0.0 0.0 0.0 0.0 10.5 6.9 0.01175
6.00 61.1 29.8 0.0 0.0 2.6 0.0 6.6 0.0 0.01725
740 72,6 17.8 0.0 0.0 6.1 0.0 3.5 0.0 0.02424

Estruturas secundarias HsIDP6 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m)
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-96 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Helxl | Helb2  Antl | Ant2 | Ant3 | Rralel  Tm | Othes NRMSD
0 % % % % % P % %
5.00 52.4 26.0 0.0 15 0.0 0.0 65 13.6 0.01311
6.00 54.7 26,9 0.0 0.0 11 0.0 85 88 0.01089
7.40 558 204 00 55 25 0.0 55 103 0.01740

Estruturas secundarias HsIDP1.1

References: Nucleic Acids Res. 50:W30-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Helxl | Helb@  Antl | Ant2 | Ant3 | Perallel | Tun | Othes NRMSD
0 % % % % % % % %
5.00 0.0 0.0 15.3 30.2 0.0 54.5 0.0 0.0 0.03826
6.00 0.0 08 0.2 17 23.5 0.0 20.3 53.5 0.02955
740 34 2.2 0.0 0.0 26.2 0.0 20.7 47.4 0.02005

Estruturas secundarias HsIDP1.1 + DMPC.

References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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0 % % % % % % % %
5.00 0.0 0.0 17.1 30.5 29 49.5 0.0 0.0 0.01795
6.00 4.9 8.0 0.0 0.0 54.4 0.0 32.6 0.0 0.03204
740 47 6.8 0.0 0.0 17.9 0.0 16.6 54.0 0.02896

Estruturas secundarias HsIDP1.1 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m)
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References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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Estruturas secundarias HsIDP1.2

References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Helix1 Helix2 Antil Antiz Anti3 Parallel Turn Others NRMSD
0 % % % % % % % %
5.00 2.2 3.5 0.0 0.0 16.0 10.7 14.4 53.2 0.02434
6.00 4.2 1.9 0.0 0.0 14.5 0.6 16.9 62.0 0.02764
740 4.3 29 0.0 58 19.0 0.0 18.1 49.9 0.02286
..
Estruturas secundarias HsIDP1.2 + DMPC.
References: Nucleic Acids Res. 50:W90-98 (2022); Nucleic Acids Res. 46:W315-22 (2018); PNAS 11:E3095-103 (2015)
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pH Helix1 Helix2 Antil Anti2 Anti3 Parallel Turn Othes NRMSD
o % % % % % % % %
5.00 38.9 16.8 0.0 0.0 0.0 0.0 11.3 33.0 0.01239
6.00 40.4 23.1 0.0 14 4.2 0.0 22.2 8.7 0.02139
740 13.4 14.2 0.0 5.2 39 0.0 12.1 51.3 0.02819

Estruturas secundarias HsIDP1.2 + DMPC/DMPG 2:1 (m/m).
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