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Resumo

A resisténcia bacteriana vem se mostrando como um dos maiores desafios para a medicina nas
ultimas décadas, uma vez que as infec¢Bes por micro-organismos resistentes tém se tornado
mais comuns, e a busca por antibioticos capazes de sobrepujar essa resisténcia se tornou o foco
de diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo. O presente projeto buscou estudar a
Temporina F - um peptideo antimicrobiano identificado na pele de certas espécies de anfibios
- realizando um “Lys scan” deste peptideo antimicrobiano, visando obter andlogos com
atividades antimicrobianas mais relevantes e menor atividade hemolitica, utilizando a técnica
de mutacdo direcionada. As moléculas foram sintetizadas em Fase sélida, purificadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e caracterizadas através de Espectrometria
de Massas (LC/ESI-MS). As atividades biologicas dos analogos e da molécula nativa foram
analisadas nos ensaios hemoliticos e antimicrobianos, com bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Através desses ensaios bioldgicos, foi possivel notar que o aumento na carga da
molécula pode acarretar em um significativo aumento em sua capacidade de inibicéo
antibacteriana, como observado nos analogos [K]8-Temp. F e [K]*°-Temp. F, sem ocasionar um
aumento significativo na hemolise. No entanto, aumentos maiores de carga, como no caso da
[KP*[K]*-Temp. F, acabaram por aumentar severamente o carater hemolitico da molécula, sem
apresentar melhoras nos ensaios antimicrobianos, em relacdo aos analogos de substituicdo
Unica. Em suma, foi possivel concluir que a modificacdo na cadeia de um peptideo
antimicrobiano natural pode produzir moléculas com grande potencial terapéutico, cabendo,
portanto, posteriores ensaios de degradacdo e ensaios in vivo para avaliar a viabilidade dos

Ccompostos mais promissores.

Palavras-chave: peptideos, conformacdes, estudo estrutura-atividade, antibacteriano.



Abstract

Bacterial resistance has been proving to be one of the greatest challenges for medicine in recent
decades, since infections by resistant microorganisms have become more common, and the
search for antibiotics capable of overcoming this resistance has become the focus of several
research groups around the world. The present project seeks to study Temporin F - an
antimicrobial peptide identified in the skin of certain species of amphibians - performing a "Lys
scan™ of this antimicrobial peptide, aiming to obtain analogues with more relevant antimicrobial
activities and less hemolytic activity, using site-directed mutagenesis technique. The molecules
were synthesized in solid phase, purified by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) and characterized by Mass Spectrometry (LC/ESI-MS). The biological activities of the
analogues and the native molecule were analyzed in hemolytic and antimicrobial assays, with
gram-positive and gram-negative bacteria. Through these biological assays, it was possible to
notice that the increase in the charge of the molecule can lead to a significant increase in its
antibacterial inhibition capacity, as observed in the [K]8-Temp F and [K]*°-Temp F analogues,
without causing a significant increase in hemolysis. However, larger charge increases, as in the
case of [KPP[K]-Temp F, ended up severely increasing the hemolytic character of the
molecule, without showing improvements in antimicrobial assays, in relation to single
replacement analogues. In short, it was possible to conclude that the modification of the chain
of a natural antimicrobial peptide can produce molecules with great therapeutic potential,
therefore requiring further degradation assays and in vivo assays to evaluate the viability of the

most promising compounds.

Keywords: peptides, conformations, structure-activity study, antibacterial.



1) Introducéo

1.1) Resisténcia a antibidticos

Antibioticos sdo compostos quimicos de origem natural ou sintética, capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de agentes patogénicos que infectam os seres humanos, animais
e plantas, agindo seletivamente na populacéo de microrganismos (Nordqvist, 2017)

O primeiro antibidtico, a penicilina, foi descoberto por Alexander Fleming, em 1929,
em um hospital londrino. Enquanto observava o comportamento de uma cultura de bactérias
Staphyloccocus aureus, encontrada na pele dos seres humanos e responsavel por inimeros
casos de infeccBes graves, percebeu que elas ndo conseguiam sobreviver na presenca de um
mofo chamado Penicillium notatum (Tan; Tatsumura, 2015)

Anos mais tarde, com o advento da Segunda Guerra Mundial, foi imperativo que se
estudasse e que se pesquisasse novos tratamentos, pois com a guerra eram inevitaveis os
ferimentos e, com eles, as infeccdes. A penicilina foi entdo extensamente utilizada contra
estafilococos e estreptococos, grandes causadores de pneumonias, infeccBes aéreas superiores,
septicemias etc. A nova droga tinha grande capacidade em dizimar essas infecgdes e, ainda,
atuava de acordo com os principios da terapia moderna, ou seja, com toxicidade seletiva
(Russel; Chopra, 1990)

Atualmente, a classe dos antibidticos esta no topo da lista das medica¢fes mais
prescritas no mundo, um fato que pode ser responsavel pelo desenvolvimento da resisténcia
bacteriana (Marquioti et al, 2015).

A resisténcia a antibioticos € um fendmeno que ocorre naturalmente de diversas formas,
sendo principalmente devido a mutagdes que proporcionam a sintese de enzimas capazes de
conferir a inativacao de tais substancias. Nas bactérias, 0s genes que conferem resisténcia aos
antibidticos encontram-se geralmente em pequenos filamentos de DNA extracromossémico (0s
plasmideos), os quais sdo transferidos de um organismo ao outro (mesmo de espécies
diferentes), durante a conjugacdo. De geracdo em geracao, essa caracteristica é entdo repassada,
aumentando proporcionalmente o nimero de bactérias que a possui, reduzindo assim a
concentracéo dos organismos ndo portadores desse incremento adaptativo (Silveira, 2006).

Neste sentido, pode-se dizer que o ser humano e 0s microrganismos travam uma
constante luta adaptativa, estes em busca de novos antibioticos, e aqueles se adaptando e criando
resisténcia as novas substancias. Porém, as perspectivas ndo sdo boas para a humanidade. A
cada ano, morrem cerca de 700 mil pessoas em todo o mundo por infec¢Oes causadas por
bactérias resistentes e segundo um estudo encomendado pelo governo britanico, a partir de
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2050, esse numero podera chegar a dez milhdes por ano (Review on Antimicrobial Resistence
2016).

Dessa forma, a disponibilidade de compostos naturais com atividade antimicrobiana é
uma nova perspectiva para o desenvolvimento de antibidticos. Sendo os Peptideos
Antimicrobianos (AMP em inglés, ou PAM em portugués) alternativas promissoras para este
fim (Libério, 2008).

1.2) Peptideos Antimicrobianos

Antes mesmo de descobrir a penicilina, Fleming também foi o percursor do estudo dos
PAMs. Em 1921, ele isolou compostos de secre¢des teciduais e observou que um desses
apresentava atividade bactericida contra cepas de Micrococcus lysodeikticus; naquele
momento, nascia o estudo dos PAMs com a descoberta da lisozima (Smoleli; Hartsell, 1949).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo moléculas frequentes em todos os grupos de
seres vivos como constituintes da imunidade inata (Souza, 2012). Sdo moléculas pequenas, que
contém entre 10 e 50 aminoacidos, e variam quanto a sua estrutura e conformacéo (Auvynet;
Rosenstein, 2009)
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Figura 1 Estrutura secundaria do tipo alfa-hélice, conformacéo presente em alguns peptideos
antimicrobianos que permitem as interagcdes com a membrana celular dos microrganismos (Eisenberg,
2003).
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Interacdes do tipo ligacao de hidrogénio entre os aminoacidos que compdem o peptideo,
garantem a conformacdo de estrutura secundaria do tipo alfa-hélice (Powell et al, 1993) (Figura
1). No sentido horario, o esqueleto polipeptidico se molda de maneira helicoidal, o hidrogénio
do carbono alfa fica para dentro enquanto as cadeias laterais ficam para o lado de fora, de modo
que em cada volta da hélice contam-se de trés até seis residuos de aminoacidos (Eisenberg,
2003).

A estrutura em alfa-hélice esta presente em boa parte dos peptideos com atividade
antimicrobiana, ela garante uma conformacdo anfifilica, essencial para formar interacGes
intramoleculares ao entrar em contato com a membrana plasmatica.

O que torna os PAMs muito promissores para a criacdo de novos antibioticos, é sua
variada forma de atuacdo, que dificulta o surgimento de resisténcia nos microrganismos. Os
mecanismos de interacdo de PAMs com membranas bioldgicas podem ser diversos, sendo que
0s trés principais modos de interacdo séo: barril, carpete e poros (Papo; Shai, 2003).

No modelo de interacdo do tipo barril, cerca de trés moléculas de peptideos séo
necessarias para interagir com a membrana e formar um poro semelhante a um barril, que
atravessa integralmente a membrana e atua no interior da célula.

Ja 0 mecanismo de carpete é caracterizado por uma adesdo de varias moléculas
peptidicas sobre a superficie da membrana microbiana, até a concentracdo em que 0s peptideos
comecam a interagir com a monocamada de fosfolipidios mais externa, produzindo um efeito
semelhante ao observado por detergentes, destruindo a membrana celular.

Finalmente, no modelo poro toroidal, o peptideo anfipatico interage eletrostaticamente
com a membrana plasmatica fosfolipidica e une-se paralelamente a mesma. Dessa forma, o
peptideo separa as cabecas polares dos fosfolipidios e induz a monocamada lipidica superior a
dobrar-se através do poro. Assim, neste modelo, o lGmen do poro é formado por moléculas de
peptideos e cabegas polares dos fosfolipidios intercaladas. Na Figura 2 estdo apresentados 0s
modelos de barril (A), carpete (B) e coros (C) (Toke, 2005).
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Figura 2 - Esquema dos mecanismos mais frequentes de interacdo de PAMs com a membrana
plasmaética (Toke, 2005).

Os PAMs também apresentam sinergismo com os antibiéticos convencionais (Giuliani
et al, 2007) e outros tratamentos terapéuticos, como a terapia fotodindmica (Lopez-Garcia et al,
2000). Além disso, possui capacidade multifuncional, como antitumoral, antiparasitaria e
antiviral (Seo et al, 2012). Destaca-se inclusive, a recente descoberta de peptideos que inibem
0 crescimento do virus SARS-CoV-2, causador da pandemia do corona virus (Freire et al,
2021).

A obtencdo de peptideos naturais provém de diversos seres vivos. Aqueles obtidos de
invertebrados tém apresentado efetiva atividade antimicrobiana, como a Decoralina,
proveniente da vespa Oreumenes decoratus (Torres et al, 2017), e também antitumoral, como
0 VmCT1, obtido do escorpido Vaejovis mexicanus smithi (Pedron et al, 2018) e 0 ISCT1 obtido
do escorpido Opisthacanthus madagascariensis (Li et al, 2001).

Os vertebrados também apresentam sistemas imunes promissores na fabricacdo de
antibidticos, e dentre eles, os anfibios representam um verdadeiro laboratdrio bioquimico, tendo

em vista o arsenal de toxinas que fabricam. Nas células que revestem as paredes de glandulas
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granulares presentes na pele desses animais é produzida uma variedade de principios ativos,
que compreendem moléculas alifaticas, aromaticas e heterociclicas, além de uma diversificada
gama de esteroides, alcaloides, aminas biogénicas, derivados guanidinicos, proteinas e
peptideos (Prates; Bloch, 2000).

Dentre estes anfibios, a Rana temporaria, a ra vermelha europeia (Figura 3), natural da
Europa e noroeste da Asia, apresenta um potencial enorme para a indstria farmacéutica, pois
a pele destes animais produz uma secre¢éo rica em PAMs, batizados de Temporinas (Simmaco
et al, 1996).

Figura 3 - Exemplar de Rana tempordria. Retirado de nature-guide.info

1.3) Temporinas

A familia das Temporinas é composta por mais de 40 peptideos com propriedades que
as tornam moléculas interessantes para a investigacdo de seus mecanismos de agdo. Dentre
essas propriedades, estdo: as Temporinas sdo 0s menores peptideos antimicrobianos, em a-
hélice, encontrados na natureza (10-14 aminoacidos); sua carga positiva liquida em um pH
neutro é baixa, variando de 0 a +3; alguns deles agem eficientemente e rapidamente contra um
grande numero de micro-organismos patogénicos (bactérias, virus, fungos filamentosos e
leveduras) e possuem baixo nivel de toxicidade para as células de mamiferos (Chen Q et al,
2005). Seu modo de acdo inclui a perturbacdo da membrana plasmatica, preferindo a interface
agua-micela, podendo causar a deformacéo desta (Saviello et al, 2010); algumas temporinas

possuem efeitos imunomodulatorios (Chen Y et al, 2005); preservam a sua funcéo bioldgica no
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plasma (Magnoni, 2006); e eficacia comprovada “in vivo” contra infec¢des localizadas e
septicemias (Ghiselli et al, 2002).

Dentre as inUmeras temporinas, a Temporina F, foco do projeto, € um peptideo
composto de 13 residuos, de carga residual +2, e que apresenta estrutura em o-hélice, em
condicdes especificas. Em sua forma nativa, apresenta atividade antibacteriana contra bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas.

2) Justificativa

Os PAMs sdo uma alternativa promissora em relacdo aos antibi6ticos convencionais por
diversos fatores, dentre 0s quais destaca-se o seu amplo espectro de acao, seus mecanismos de
acdo diferentes dos antibidticos convencionais, que dificultam o surgimento de resisténcias, e
seu tempo de meia-vida no organismo relativamente curto, ja que sdo facilmente degradados
por proteases (Marr et al, 2006). Existem, contudo, algumas desvantagens. A principal delas é
0 alto custo para a producdo dessas substancias, variando de U$ 100 — 600/g (Kang et al, 2014),
porém muitas empresas farmacéuticas vém buscando alternativas para sintetizar os peptideos
de forma mais barata (Mygind et al, 2005). A outra desvantagem refere-se a citotoxicidade.
Apesar de a Temporina F ndo ser muito toxica, suas concentra¢fes hemoliticas sdo bem
préximas dos valores onde a mesma é capaz de inibir o crescimento bacteriano, dificultando o
uso da molécula nativa em tratamentos.

Estudos anteriores mostram que € possivel melhorar a atividade antimicrobiana e
diminuir a toxicidade dos peptideos naturais, criando analogos sintéticos com alteracdes
estruturais (Wade et al, 1992). Aumentar a carga liquida positiva de peptideos tem sido relatado
como uma forma de fomentar com sucesso sua interagdo com membranas bacterianas,
aumentando assim a sua atividade antibacteriana para concentra¢es mais baixas do que aquelas
necessarias para exercer toxicidade contra células de mamiferos (Almaaytah et al, 2012). Essa
estratégia foi usada com sucesso, por exemplo, para gerar analogos antimicrobianos de VmCT1
(Pedron et al, 2017), Stigmurin (Parente et al, 2018), TsAP-1 e TsAP-2 Guo et al, 2013), e
Polybia-CP (Torres et al, 2018).

Este fato motiva a sintese de analogos da Temporina F, de forma a obter um desenho
racional de um peptideo antimicrobiano com consideravel agdo antimicrobiana e baixa

toxicidade, passivel de aplica¢Ges na industria farmacéutica.
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3) Objetivos

Neste projeto buscou-se modificar a Temporina F, um PAM a-helicoidal derivado da
secrecdo da pele da Rana temporaria. A Temp. F é um PAM pouco estudado, no entanto seus
primeiros testes mostraram que se trata de uma molécula pouco toxica e que possui atividade
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (Simmaco et al, 1996), fazendo dela uma
6tima candidata para o desenvolvimento de novas drogas comerciais.

Dessa forma, alguns anélogos da Temp-F foram desenhados e sintetizados, atraves da
substituicdo pontual de aminoacidos por Lisina, buscando produzir um derivado sintético com
menor toxicidade e maiores atividades antimicrobianas. A projecdo do peptideo nativo e dos
analogos em Helical Wheel esta apresentada abaixo na figura 4. As substituicdes realizadas
buscam aumentar capacidade de permeabilizar a membrana externa e despolarizar a membrana

citoplasmatica.

PAM nativo isolado da
pele do anfibio

e 54

Rana Temporaria Temporina F

Analogos baseados
na Temporina F

[K]"'-Temp. F [KF[K]'"-Temp. F
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Figura 4 - Projec6es em Helical Wheel dos derivados sintéticos da Temporina F. A estrutura
helicoidal da Temp. F, cuja fonte natural é a secrecdo da pele da Rana temporaria, e seus analogos
projetados sdo mostrados. A cor de cada circulo indica o grupo do aminoacido: amarelo para residuos
hidrofobicos aromaéticos e alifaticos; cinza para residuos com hidrofobicidade préxima a zero; azul
para residuos basicos carregados positivamente; roxo para residuos polares ndo carregados; verde para
0 aminoécido prolina. As setas pretas indicam a direcdo e intensidade do momento hidrofébico,
calculados usando o servidor online Heliquest. Setas em vermelho indicam as posi¢des onde as

substituicGes foram feitas.

4) Métodos
4.1) Sintese dos peptideos

A sintese dos peptideos foi realizada de forma manual, seguindo a estratégia Fmoc
(Fields, 1990); para tanto, foram utilizados a resina Rink Amide MBHA, como suporte sélido,
a solucdo de 20% de 4-metilpiperidina em DMF (dimetilformamida) (figura 5), como solugéo
de desprotecdo e os agentes acopladores DIC (Diisopropilcarbodiimida) (Korr et al, 1989) e
HOBt  (N,N’-diisopropilcarbodiimida/  N-hidroxibenzotriazol ~em  diclorometano/
dimetilformamida (DCM/DMF) (1:1, v/v), sendo essas etapas monitoradas pelo teste de Kaiser
(Kaiser et al, 1970) que consiste na utilizacdo do reagente ninidrina, que na presenca de

amino&cidos desprotegidos, apresenta uma coloracéo violeta, mediante aquecimento. (figura 6).

RS /m:m
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Figura 5 Desprotecéo do grupo fluorenilmetiloxicarbonila da resina, utilizando uma base fraca a 4-
metilpiperidina, em solucéo de dimetilformamida (Fields, 1990). No circulo azul esta representado o

subproduto do Fmoc, formado ap6s a desprotecéo.

/
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SOLVENTES

Figura 6. Acoplamento do residuo de aminoacido na resina na presenca de agentes acopladores que
facilitam a formacéo de uma amida. As etapas de desprotecdo e acoplamento sdo feitas sucessivamente

até a obtencédo da sequéncia peptidica desejada (Fields, 1990).

Os peptideos foram clivados da resina numa reacéo de 2 horas com 90% de TFA (Acido
trifluoroacético) / 5% Agua e 5% de anisol, perfazendo uma concentracdo de (10 mL g* de
peptidil-resina). Ao término da reacdo, os peptideos e as resinas foram tratados com éter
dietilico, sendo entdo os peptideos extraidos da resina com uma solucéo 0,1% TFA em 60% de
ACN (Acetonitrila) / H2O e liofilizados.

4.2) Purificacao dos peptideos

Os peptideos brutos foram liofilizados e purificados em cromatografia liquida de alta
eficiéncia semipreparativa de fase reversa, utilizando um HPLC SemiPrep LC 4000 (detetor
UV-VIS Waters 2489) da Central Multiusuario da UFABC, utilizando gradientes variados —
com variacdo de 0,33% de B/min; solventes A: 0,1% TFA/H.O e B: 0,1% TFA - 60%
ACN/H,0, coluna Phenomenex Cis (21,2 x 250 mm), 300 A, 15 um; fluxo: 10 mL minte
comprimento de onda de 220 nm.



18

ApOs essa etapa, as fracOes obtidas foram analisadas em um HPLC analitico Thermo
Scientific UltiMate 3000, utilizando uma coluna Supelcosil Cis (4,6 x 150 mm), 60 A, 5 um;
solventes: A: 0,1% TFA/H20 e B: 0,1% TFA - 60% ACN/H-0; gradiente: 5% - 95% de B em
30 minutos; fluxo: 1,0 mL min; comprimento de onda: 220 nm e volume de inje¢&o: 50 uL,
sendo unidas e liofilizadas as fragdes com maiores graus de pureza.

As fragdes foram entdo analisadas novamente em um HPLC analitico Thermo Scientific
UltiMate 3000, obtendo-se os graus de pureza das fracGes. Os peptideos purificados foram
caracterizados por espectrometria de massas (LC/ESI-MS) e o contetdo peptidico de cada
composto foi determinado utilizando um NanoDrop 2000 da Thermo Scientific, em 205 e 280

nm.

4.3) Ensaios Bioldgicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados para a determinagdo da concentracéo inibitdria
minima (CIM) como descrito abaixo:
Etapa 1: Preparo dos Meios de Cultura Meio Agar-LB (Luria Bertani) e Meio Basal 2 (BM2)
glicosado

Em 1 L de agua ultrapura foi dissolvido o meio LB. Em seguida, adicionou-se o agar e
a mistura foi autoclavada imediatamente. Ainda quente, foram adicionados cerca de 10 mL de
meio nas placas de Petri, em fluxo laminar, e foram deixadas no fluxo, secando por 24 horas.

Para o preparo do meio BM2 utilizou-se a solu¢do concentrada base fosfato-amonia
BM2 10X, solucéo de glicose 40%, solugdo de MgSO4 50mM e solugéo de FeSO4 10mM.
Etapa 2: Preparo dos Micro-organismos

Em um fluxo laminar, transferiu-se uma pequena porcao da cultura estoque congelada
(-80°C) para uma placa de Petri - contendo meio &gar-LB - usando uma ponteira. A
transferéncia (semeadura) foi feita usando técnica de esgotamento por estrias, de modo a se
obter coldnias isoladas. Apos a semeadura as placas foram mantidas em estufa a 37 °C por 24h.
Etapa 3: Pré-in6culo e in6culo

Foram retiradas 4 a 5 col6nia uniformes (CFU) da cultura em agar, com uma ponteira
e, transferidas para um volume de 5 mL de meio BM2 em um tubo tipo falcon de 15 mL. Entéo,
os tubos foram deixados para crescimento das bactérias a 37 °C sob agitacdo, com a tampa
levemente frouxa. No dia seguinte, o pré-inoculo foi transferido para o indculo também em
BM2 — diluicdo de 1:100 — 50 uL para cada 5 mL — em tubo falcon de 15 mL estéril.
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Os tubos foram colocados sob agitacdo no shaker (37 °C), com a tampa levemente
frouxa. A cada 1h, foi realizada a medigdo em um BioDrop OD600. Quando o valor lido no
OD600 estava em torno de 0,5, o indculo foi retirado do shaker e foi realizada a diluigdo para
o plaqueamento.

Usando uma concentracdo de 10* CFU por poco, as solugdes com microrganismos
foram adicionadas as placas de 96 pocos, previamente preparadas com as solugdes peptidicas
nas concentracgdes desejadas, sendo o volume final de 100pL. As placas foram entéo incubadas
por 24 horas, em estufa a 37 °C, sem agitacdo. Apds o periodo de 24 h, elas foram lidas em
leitor de microplacas, em 595 nm.

As bactérias testadas, em um primeiro momento, foram: Escherichia coli BL21,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas. aeruginosa PAQO1, Pseudomonas. aeruginosa PAl4 e
Staphylococcus epidermidis. Nos testes posteriores, devido a um problema de crescimento das
cepas de PAQL, esta foi substituida pela Serratia marscencens. Os testes foram realizados em
triplicada, totalizando 15 placas, testando as concentrac6es entre 0,125 e 128 uM dos peptideos.

Utilizando o software GraphPad Prism, os mapas de calor foram construidos a partir dos

dados obtidos no leitor de microplacas.

4.4) Ensaio de atividade Hemolitica

O ensaio de atividade hemolitica dos peptideos foi realizado com eritrocitos humanos
recém coletados de tipo sanguineo A+, (seguindo as Diretrizes Eticas do Instituto Butantan -
protocolo CEUA/IB #1-1345/15) lavados e centrifugados trés vezes com solucdo de PBS
(tampéo fosfato-salino, composta de NaCl 8,2 g.L™*, Na;HPO4 1,05 g.L* e NaH2P0O4 0,35 g.L"
1y a 300XG.

As placas de 96 pogos foram preparadas com os peptideos em solugdes PBS, em
concentragcdes que variaram de 0 a 100 uM, e entdo foram adicionados a suspensdo de
eritrécitos em PBS, seguido de incubacdo por 1 hora a 37°C. Triton X-100 foi usado como
controle de lise (100% de hemdlise) e PBS como controle ndo hemolitico para os experimentos.

O sobrenadante (hemécias intactas) foi retirado para a leitura de absorbancia utilizando
uma micropipeta. A absorbancia do sobrenadante foi medido a 405 nm em um leitor de
microplacas. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a concentracdo que
causou 5% de hemdlise celular, os dados foram calculados usando a curva dose-resposta. Duas

réplicas independentes foram realizadas por peptideo (figura 7).
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- 9

Incubagéo por Multiskan FC
1ha37C Thermo Scientific
405 nm

Figura 7. Disposicéo do ensaio de atividade hemolitica dos peptideos distribuidos nas colunas nas
concentracdes seriadas de 1 a 100 umol L . A fila cinza da placa de 96 pogos estd 0 PBS, usado como
controle positivo, e em vermelho o Triton X como controle de hemdlise. O experimento foi realizado
em duplicata.

4.5) Indice terapéutico

O Indice terapéutico (IT) de cada um dos peptideos foi calculado como a razdo entre a
CIM dos peptideos em relacdo as cepas de bactérias pela CIM dos mesmos nos testes com
eritrocitos humanos. Este valor € utilizado para determinar a faixa de valores que otimizam o

equilibrio entre a eficacia e a toxicidade do medicamento.
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5) Resultados e Discusséo

Os peptideos sintetizados e estudados estdo apresentados na tabela 1, abaixo:

Tabela 1 - Sequéncia, Massa Molecular e Propriedades Fisico-Quimicas dos Peptideos Estudados?

Peso molecular (Da)

Peptideo Sequéncia Calculado | Observado H puH P/N z
Temp. F FLPLIGKVLSGIL-NH; 1367.9 1368.8 1.008 | 0.609 | 0.444 | +2
[K]3-Temp. F FLKLIGKVLSGIL-NH; 1399.9 1400.8 0.876 | 0.732 | 0.624 | +3
[K]8-Temp. F FLPLIKKVLSGIL-NH; 1439.9 1441.4 0.932 | 0.624 | 0.444 | +3
[K]*°-Temp. F FLPLIGKVLKGIL-NH; 1409.9 1410.9 0.935 | 0.665 | 0.444 | +3
[K]*-Temp. F FLPLIGKVLSKIL-NH; 1439.9 1440.9 0.932 | 0.653 | 0.444 | +3
[KP[K]:-Temp. F FLKLIGKVLSKIL-NH; 1470.9 1471.9 0.800 | 0.771 | 0.624 | +4

a: H: hidrofobicidade. pH: momento hidrofébico. P/N: propor¢ao de residuos polar-néo-polar. z: carga
liquida. As substituicBes estdo destacadas em vermelho.

Os mapas de calor de atividade antimicrobiana dos peptideos sintetizados estdo
ilustrados nas Figuras 8 a 13 e o Gréfico de atividade hemolitica esta representado na Figura
14.

Escherichia coli BL21
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Figura 8 - Atividade antimicrobiana para Escherichia coli dos peptideos sintetizados, expressa em
valores de CIM (concentra¢do inibitéria minima) em pmol L ~!. A coloracdo azul (0.04 A.U ODsgs)
indica a inibicdo do crescimento bacteriano.
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Enterobacter cloacae
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Figura 9 - Atividade antimicrobiana para Enterobacter cloacae dos peptideos sintetizados, expressa em
valores de CIM em umol L ~!. A coloracgdo azul (0.04 A.U ODsgs) indica a inibicdo do crescimento

bacteriano.

Pseudomonas aerugionosa PAO1
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Figura 10 - Atividade antimicrobiana para Pseudomonas Aeruginosa PAO1 dos peptideos sintetizados,
expressa em valores de CIM em umol L ~'. A coloragdo azul (0.04 A.U ODsgs) indica a inibigdo do

crescimento bacteriano.
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Pseudomonas aeruginosa PA14
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Figura 11 - Atividade antimicrobiana para Pseudomonas Aeruginosa PA14 dos peptideos sintetizados,

expressa em valores de CIM em umol L ~!. A coloragdo azul (0.04 A.U ODsgs) indica a inibigdo do
crescimento bacteriano.

Staphylococcus epidermidis
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Figura 12 - Atividade antimicrobiana para Staphylococcus epidermidis dos peptideos sintetizados,
expressa em valores de CIM em umol L ~'. A coloragdo azul (0.04 A.U ODsgs) indica a inibicdo do

crescimento bacteriano.
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Serratia Marscencens
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Figura 13 - Atividade antimicrobiana para Serratia marscencens dos peptideos sintetizados, expressa

Concentragao (umol LY

em valores de CIM em pumol L ~!. A coloragéo azul (0.04 A.U ODsgs) indica a inibigdo do crescimento
bacteriano.

Ensaio hemolitico
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Figura 14 - Atividade hemolitica dos peptideos quando testados em eritrocitos humanos. Foram testadas
diferentes concentragdes seriadas dos peptideos (0,78 a 100 pmol L) em PBS a 37 °C por 1 h. Os
experimentos foram realizados em duplicata.
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Nos ensaios biologicos € possivel notar que o aumento da carga liquida do peptideo
acarreta uma melhora na interacdo dos compostos com a membrana protetora das bactérias -
assim como previsto - uma vez que todos os analogos apresentaram MIC em concentraces
menores quando comparados ao peptideo antimicrobiano nativo, que muitas vezes nao foi ativo
nem mesmo nas concentraces mais altas utilizadas (128 pmol L™). No entanto, substitui¢do
por lisina de certos residuos, como da prolina - na posi¢do 3 e da glicina - na posi¢do 11,
propiciaram um aumento da atividade hemolitica, como pode ser observado nos analogos [K]3-
Temp. F e [K]*!-Temp. F. Esse efeito fica ainda mais evidente no analogo com substitui¢do nas
duas posicdes, [K]P[K]*!-Temp. F, que apresentou os maiores valores de hemdlise dentre todos
0s compostos estudados, sendo hemolitico ja em 12,5 umol L.

Por outro lado, as substituigdes da glicina - na posicdo 6 e da serina - na posi¢éo 10
demonstraram um consideravel aumento na atividade antimicrobiana, sem aumentar a atividade
hemolitica da molécula. No caso da [K]®-Temp. F, o que se observou foi 0 oposto, uma
diminuicdo na atividade hemolitica, ao passo que esta molécula demonstrou os melhores
desempenhos de inibi¢gdo microbiana.

Outros dois valores que parecem estar intimamente ligados ao carater hemolitico dos
peptideos sdo a sua hidrofobicidade e 0 momento hidrofébico, sendo que os dois peptideos que
tiveram um aumento na carga sem acarretar em um grande aumento do momento hidrofébico
[K]®-Temp. F e [K]¥®-Temp. F, foram dois que apresentaram melhora na atividade
antimicrobiana, sem um aumento efetivo da toxicidade.

A Tabela 2 apresenta os valores de MIC e concentracdo hemolitica dos peptideos,
enquanto que a Tabela 3 apresenta o coeficiente de afinidade, a raz&o entre concentragéo de
hemolise e a concentragdo inibitdria para cada um dos peptideos:

Tabela 2 — Valores de hemdlise e MIC da Temp. F e seus analogos.

Conc. Temp. [K]3-Temp. [K]®-Temp. [K]*-Temp. [K]*-Temp. [KP[K]"-Temp.
(pmol L") F F F F F F
Hemolitico 100 50 100 100 50 12,5

E. coli 64 4 4 32 32 16
E. cloacae >128 8 16 64 64 16

PA 01 >128 64 - - - -

PA 14 >128 32 32 64 64 32

S. epidermidis >128 64 2 32 32 16
S. marcensens - - 1 8 8 4
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Os valores ndo apresentados devem-se aos casos em que o peptideo ndo foi testado com a bactéria, ou

os valores de MIC foram superiores a0 maximo utilizado (128 pmol L™).

Tabela 3 — indice terapéutico dos peptideos em relagio a cada bactéria.

IT Temp. [K]-Temp. [K]%-Temp. [K]¥-Temp. [K]"-Temp. [KP[K]®-Temp.

F F F F F F

E. coli 1.56 12,5 25 3.13 1.56 0.78

E. cloacae NA 6.25 6.25 1.56 0.78 0.78
PA 01 NA 0.78 - - - -

PA 14 NA 1.56 3.13 1.56 0.78 0.39

S. epidermidis NA 0.78 50 3.13 1.56 0.78

S. marcensens - - 100 12.5 6.25 3.13

Os valores ndo apresentados devem-se aos casos em que o peptideo ndo foi testado com a bactéria, ou

os valores de MIC foram superiores ao maximo utilizado (128 pmol LY).

0 analogo [K]°- Temp. F foi o que demonstrou melhores coeficientes de afinidade para
todos 0s micro-organismos analisados, se mostrando um potencial farmaco, restando ainda
realizar estudos a respeito de sua degradacio e de seu comportamento in vivo. O analogo [K]*°-
Temp. F também apresentou valores baixos para a inibi¢do do crescimento bacteriano, e um
bom indice terapéutico.

Quando comparados a analogos de peptideos publicados na literatura, como o [A]* [K]®
[FI° [K]® -IsCT1 (Oliveira et al, 2021) que também é derivado de um peptideo natural, ou entdo
0 PaDBS1R6 (Fensterseifer et al, 2019) que é um peptideo modelado por computacdo, nota-se
que os dois peptideos sdo biologicamente ativos em concentracdes semelhantes, ou até mesmo
menores para algumas espécies de microrganismos, visto que ambos apresentam CIM que
variam em torno de 8 a 32 pmol L! para as mesmas cepas de bactérias testadas, mostrando que
os dois analogos se mostram promissores, seja comparando-0s com outros analogos de naturais,
ou com peptideos cujo design foi pensado totalmente do zero. Restando entdo, estudar a

farmacocinética de cada um dos compostos posteriormente.
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6) Conclusdes

A resisténcia antimicrobiana vem aumentando e a busca por novos antibi6ticos pela
industria farmacéutica parece uma corrida fadada ao fracasso, visto que a adaptacdo das
bactérias vem se mostrando muito mais veloz do que nossa capacidade de desenvolver novos
compostos. Novas abordagens, que consigam de certa forma burlar os mecanismos adaptativos
dos microrganismos sdo extremamente necessarias. Os PAMs representam uma fonte potencial
pouco explorada de antibioticos, uma vez que sdo compostos bioativos versateis e com
mecanismos de acdo de dificil resisténcia. Neste projeto, foi explorado um peptideo derivado
de um anfibio, com potencial para agente antimicrobiano. Através do estudo de seus anélogos,
foi possivel constatar que aumentar a carga liquida desse peptideo, por substituicdes sitio-
dirigidas de aminoacidos leva a um aumento consideravel de sua atividade antimicrobiana; no
entanto, ha certas alteracGes que acarretam conjuntamente com um aumento de seu potencial
hemolitico, sendo necessario observar o balanco entre sua carga liquida e sua hidrofobicidade.
Com os resultados foram obtidos dois novos andlogos — inéditos na literatura - que apresentaram
um elevado grau de atividade antimicrobiana, sem demonstrar carater hemolitico consideravel,
sdo eles [K]-Temp. F e [K]*°-Temp. F. Ainda que seja prematuro afirmar que as moléculas s&o
potenciais farmacos, pois seu estudo necessita de diversos ensaios, ambos 0s compostos se
mostram promissores, justificando o emprego de seu estudo em projetos futuros.
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8) Anexos

1 — Espectro de Massas da Temp. F nativa. Este e os demais espectros foram obtidos em modo
positivo com as seguintes condicdes: intervalo de massas entre 100 a 2000 m/z, energia i0nica
de 5.0 V, fluxo de gas nitrogénio de 12,0 L.min-1 , aquecimento do solvente de 250 °C,
multiplicador de 1.0, capilar de 3.0 kV e voltagem do cone de 35 V.
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2 — Espectro de Massas da [K]® -Temp. F
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3- Espectro de massas da [K]® -Temp. F

A -
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4- Espectro de Massas da [K]* -Temp. F
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5 - Espectro de Massas da [K]*! -Temp. F
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6- Espectro de Massas da [K]® [K]*! -Temp. F
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