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RESUMO

A alta incidéncia de infec¢Bes hospitalares, juntamente com o aumento exponencial de resisténcia
bacteriana a multiplas drogas, tem tornado necessaria a busca de novas ferramentas para o controle
desses patogenos. O presente trabalho apresenta o desenvolvimento e estudo dos peptideos butylatus-
1, -2 e -3, que foram racionalmente projetados com base no peptideo de escorpido Tityus serrulatus,
TsAP-1, a fim de aumentar a atividade bactericida com diminui¢do da citotoxicidade. Os peptideos
analogos foram obtidos por meio de modifica¢cdes pontuais de residuos de aminoécidos baseados no
padrdo anfipatico HHh™H (h™: residuos de aminoécidos hidrofilicos com carga positiva; H: residuos
de aminoacidos hidrofébicos) encontrado no peptideo parental de TsAP-1, reduzindo assim a
hidrofobicidade e aumentando tanto 0 momento hidrofébico como a carga liquida de cada sequéncia.
Observou-se que o contetdo helicoidal também aumentou, favorecendo o aumento da anfipacidade
das moléculas. Em relacdo as suas atividades biolégicas, observou-se que o peptideo parental, TSAP-1,
ndo apresentou atividade antibacteriana na maior concentracdo testada. Em contraste, os analogos
butylatus-1 e -2 foram capazes de inibir linhagens de Escherichia coli suscetivel e Enterococcus
faecalis a 5,3 e 43,1 uM, respectivamente. Contudo, o potencial antibacteriano do analogo do
butylatus-3 foi seletivo para E. coli KpC, a 39,6 uM. Em termos de propriedades hemoliticas, apenas 0
butylatus-2 apresentou hemolise celular a 43,1 uM. Apesar dos dados relatados sobre o bom
desempenho dos peptideos andlogos, o butylatus-1 destacou-se como um excelente candidato no
desenvolvimento de uma nova alternativa contra infecgdes causadas por bactérias patogénicas, devido
ao seu alto potencial de acdo bactericida em baixas doses e por ndo ser citotoxico para células

eucarioticas.

Palavras-chave: Atividade microbiana. Peptideos antimicrobianos. Toxina de escorpido. Biofisica

computacional.



\l
ABSTRACT

The high incidence of nosocomial infection, along with the advents of bacterial resistance to multiple
drugs has increased exponentially, making it necessary the search for new tools to control these
pathogens. The present study focuses on the development of butylatus-1, -2 and -3, which were
rationally designed based on a scorpion’s peptide from Tityus serrulatus, named TsAP-1, in order to
increase the bactericidal activity with a decrease in cytotoxicity. The analogue peptides were obtained
through the punctual modification of amino acid residues based in an amphipathic pattern HHh™H (h*:
positively charged hydrophilic amino acid residues; H: hydrophobic amino acid residues) found in the
TsAP-1 parental peptide, thereby reducing hydrophobicity and increasing both hydrophobic moment
and net charge. It was observed that the helical content also increased, promoting the increase in
amphipacity of the analogue peptides Regarding their biological activities, it was observed that the
parental peptide TsAP-1 did not present antibacterial activity at the maximal concentration range
tested. In contrast, the analogues butylatus-1 and -2 were capable of inhibiting susceptible Escherichia
coli and Enterococcus faecalis at 5.3 and 43.1 uM respectively. Interestingly, the antibacterial
potential of the butylatus-3 analogue was selective to E. coli KpC, at 39.6 uM. In terms of hemolytic
properties, only butylatus-2 presented cellular hemolysis at 43.1 uM. Despite the reported data on the
good performance of analogues peptides, butylatus-1 stands out as an excellent candidate in the
development of a new alternative against infections caused by pathogenic bacteria, due to the high

action potential of at low dosages and not shown hemolysis.

Key words: Microbian activity. Antimicrobial peptide. Scorpion toxin. Computational biophysics
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, melhorias na prevencdo e no tratamento de infecgdes
nosocomiais (hospitalares) tém sido de grande importancia para reducdo da morbidade e
mortalidade, buscando uma melhor qualidade e expectativa de vida para populagdo mundial.
As infecgdes hospitalares tém sido um problema emergente, ja que os antibi6ticos atuais estdo
perdendo sua eficiéncia e o ndmero de mortes esta aumentando exponencialmente e
significativamente todos os dias. O uso excessivo de antibioticos levou ao surgimento de
bactérias multirresistentes que ameacam a saude humana (GURGEL; CARVALHO, 2008;
PEREIRA et al., 2005; VIANNA et al., 2016; WANNMACHER, 2004).

Peptideos antimicrobianos (PAM) sdo amplamente distribuidos na natureza, e
aparecem como uma alternativa (til, pois sdo peptideos curtos com atividade bacteriostatica e/
ou bactericida contra microrganismos patogénicas, nos quais podem ser usados para controlar
infeccdo nosocomial (HARRISON et al., 2014; YEAMAN; YOUNT, 2003). Ao analisar 0s
PAM com diferentes conformacdes quimicas e estruturais, parametros fisico-quimicos e
diferentes mecanismos de acdo, os PAM tornam-se potenciais candidatos aos tratamentos
antiflngicos, antivirais, antiparasitarios e especialmente antibacterianos (SADREDINAMIN
etal., 2016).

A maioria dos PAM descritos na literatura costumam ser catibnicos e contendo
residuos de aminoacidos hidrofilicos (residuos de arginina ou lisina, carregados
positivamente) e residuos hidrofobicos (alanina, fenilalanina, leucina entre outros). Além
disso, os PAM sdo geralmente isolados de organismos naturais, incluindo insetos, plantas,
microrganismos e toxinas de animais, como as toxinas de escorpides. Estudos recentes
demonstraram que as toxinas de escorpido tém propriedades bioldgicas eficientes contra 0s
canais ionicos, inibidores, mediadores da dor, células tumorais, fungos e bactérias (DIEGO-
GARCIA et al., 2013; KING; HARDY, 2013; LUNA-RAMIREZ et al., 2013).

Na peconha do escorpido T. serrulatus, o peptideo TsSAP-1 possui 17 residuos de
aminoacidos, carga de +1, hidrofobicidade de 78% e massa molecular de 1161,94 Da. O
TsAP-1 apresenta atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (120 uM),
Escherichia coli (160 uM) ¢ Candida albicans (160 uM); e baixa atividade hemolitica
(6,48%) na concentracdo maxima testada (GUO et al., 2013). Estas caracteristicas fisico-

quimicas observadas no peptideo antimicrobiano TsAP-1 sdo interessantes do ponto de vista
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biotecnoldgico devido a possibilidade de melhorar as atividades com a sintese de peptideos
analogos.

A metodologia do desenho racional de farmacos € uma importante ferramenta
biotecnoldgica, a qual utiliza pardmetros fisico-quimicos e modelos tridimenssionais para
melhorar a atividade de peptideos nativos contra microrganismos patogénicos (MIGLIOLO et
al., 2012, 2016). Para isso, técnicas e procedimentos como modelagem molecular, docking e
dindmica molecular sdo usadas para estudos de interacdes moleculares com grande eficacia,
desenvolvendo protétipos bioinspirados (MADIGAN; MARTINKO; BENDER, 2016;
VERLI, 2014). Assim, o objetivo deste trabalho é utilizar a metodologia do desenho racional
para construir peptideos analogos baseados na toxina TsAP-1 de Tityus serrulatus com

atividade contra microrganismos patogénicos.
2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.0 combate as infecgdes e o surgimento das resisténcias aos antibioticos

O alto indicie de infecgOes hospitalares tem sido alarmante e vem atraindo a atencéo
de estudiosos de comunidades médicas, organizacdes de saude e governos. Dentre os varios
tipos de infeccbes hospitalares, as infeccGes bacterianas destacam-se, preocupando 0S
pesquisadores, pois o indice de resisténcia bacteriana vem aumentando exponencialmente e
elevando significativamente o ndmero de Obitos em hospitais (GURGEL; CARVALHO,
2008; PEREIRA et al., 2005; WANNMACHER, 2004). Estima-se que, em breve, estaremos
sem condicdes de tratar essas infecgdes devido ao fato de ndo termos mais opgOes para deter
sua resisténcia e multiplicacdo (VIANNA et al., 2016).

Microrganismos podem expressar mecanismos de resisténcia naturais (intrinseca) de
um género ou espécie bacteriana, como também podem expressar resisténcia adquirida, isto €,
resisténcia advinda de mutacdes génicas ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras
bactérias, determinando o funcionamento dos mecanismos de resisténcia, maquinarias
bioguimicas e/ou estruturais que promovem falha no mecanismo de acdo do antibidtico
(Figura 1) (ANDRADE; DARINI, 2018; OLIVEIRA; LACERDA, 2014; RODRIGUES et al.,
2017). Essa resisténcia € dada por diferentes vias: producdo de enzimas que degradam ou
modificam antibioticos; reducdo da permeabilidade da membrana externa; sistema de bomba
de efluxo ativo; alteracdo, bloqueio ou protecdo do sitio alvo (de ligacdo) do antibidtico

(BLAIR et al., 2015). Todos esses processos impossibilitam a atividade farmacoldgica,
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favorecendo a sobrevivéncia e resisténcia bacteriana (GONZALEZ-CANDELAS et al.,
2011).

Desta forma, os antibidticos tem cada vez menos acdo sobre estes microrganismos.
Isso vem de encontro com o surgimento de linhagens resistentes a varios tipos de antibioticos
(CONWELL et al.,, 2017; KITAGAWA et al., 2016; TRINDADE et al.,, 2015), como
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (BROWN; WRIGHT, 2016;
HUIJBERS et al., 2015; RTIMI et al.,, 2015; STRYJEWSKI; JONES; COREY, 2015),
resistentes aos antibioticos pB-lactdmicos, que sdo atualmente, microrganismos muito nocivos a

salide dos pacientes imunossuprimidos em ambientes hospitalares (BLAIR et al., 2015).

Figura 1 - Mecanismos de selecdo e resisténcia bacteriana: circulos com cores vermelhas e laranjas
sdo as linhagens resistentes a antibidticos, os circulos azuis representam as linhagens suscetiveis a
antibidticos.

Exposi¢ao ao Sele¢ao de cepas  Multiplicagao de
antibiodtico resistentes cepas

oo\, ° \::.

Captacao de plasmideo de
resisténcia e incornoracao ao seu

N\

I 9=
&
Fonte: Lucas Bianchi, 2016.

As beta-lactamases pertencem ao principal grupo de enzimas que degradam

antibidticos inativando-os por meio da catéalise hidrolitica do anel beta-lactamico das
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moléculas desses medicamentos, levando & perda da a¢do do antimicrobiano sobre a bactéria
que continua fazendo a biossintese de sua parede celular (RICE, 2012). As beta-lactamases
sdo divididas em dois grandes grupos, serina beta-lactamases: com um aminoacido serina no
sitio catalitico das enzimas; e as metalo-beta-lactamases: que necessitam de um metal como
co-fator para a atividade catalitica (CATTOIR, 2016; RICE, 2012). O critério de classificacdo
utilizado dentro desse grupo é baseado no potencial de degradacdo crescente e associado a
cada classe ou subclasse de beta-lactdmico, sendo esses: penicilinases, cefalosporinases,
cefamicinases, beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases (FISHER;
MOBASHERY, 2016; MELETIS, 2016).

Dentre as classes citadas, as carbapenemases se destacam, como beta-lactamases de
maior potencial de degradacdo de carbapenémicos (MELETIS, 2016). Essas enzimas sao
codificadas tanto por genes cromossémicos como por plasmideos, contudo as carbapenemases
adquiridas por plasmideos se destacam na disseminac&o da resisténcia bacteriana (CANTON;
RUIZ-GARBAJOSA, 2011; MELETIS, 2016; MUNOZ-PRICE et al., 2013). Alguns estudos
mostraram que serino-carbapenemases tem potencial para degradar todos os beta-lactamicos,
dentre estes, Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KpC) se destaca em diversos géneros ou
espécies de bacilos Gram-negativos, ndo sendo exclusivo de K. pneumoniae (MUNOZ-
PRICE et al., 2013). Visando obter novas ferramentas para o tratamento de infeccdes
bacterianas, os Peptideos Antimicrobianos (PAM) surgem como uma alternativa proveitosa e

inovadora.

2.2.Peptideos Antimicrobianos como uma nova alternativa ao combate de

infecgdes

Os PAM sdo peptideos que exercem atividade bacteriostatica, bactericida, lise celular,
prevencdo contra biofilmes, entre outras, os quais podem ser usadas para o controle de
infec¢Oes microbianas. Para promover a agdo antimicrobiana descrita, o PAM interage com a
membrana da célula alvo por meio de interacBes eletrostaticas, hidrofdbicas e ligacbes de
hidrogénio (HARRISON et al., 2014; POWERS; HANCOCK, 2003). Analisando a estrutura,
natureza e diversidade dos PAM, observou-se que além de atividade contra bactérias, eles
demonstraram caracteristicas antifungicas (LI et al., 2016; LUPETTI et al., 2008) e
antiparasitarios (ROUSSILHON et al., 2017; SAMY, 2017), podendo se estender ao
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tratamento de cancer (DESLOUCHES; DI, 2017) e infec¢des virais (METHATHAM et al.,
2017; SADREDINAMIN et al., 2016).

Uma das principais interacdes dos PAM se da nas membranas de bactérias, fungos,
protozoarios, virus e tumores, interagindo principalmente com a membrana externa. Apos o
PAM se fixar na membrana inicia-se a desestabilizagdo da parede microbiana por meio da
formacéo de poros ou atividade de enfraquecimento da membrana. As formas de atuacdo dos
peptideos na membrana bacteriana foram estudadas ao longo do tempo, e por meio disso,
elucidadas varias maneiras de interacdo peptideo-membrana (CALISKAN et al., 2013;
TARAZI, 2015).

Os padroes classicos de atuacdo do peptideo, ao se encontrar com a membrana, Sao
classificados como: modelo barril, modelo carpete, poro toroidal, poro toroidal desordenado,
afinamento e espessamento da membrana, agrupamento de lipideos carregados, intermediario
sem bicamada, segmentacdo de lipideos oxidados, carreador de &nions, despolariza¢cdo néo
litica da membrana e eletroporacédo (Figura 2) (NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011).

Para padrdes classicos de ruptura de membrana, os peptideos se encontram com a
membrana interagindo de maneira a promover um limiar de concentra¢do formando poros no
modelo barril (Figura 2.1.), ou podendo solubilizar a membrana em estruturas de micelas no
modelo carpete (Figura 2.2.), ou formar poros peptideo-lipideo como € o padrédo poro toroidal
(Figura 2.3.). No modelo de poro toroidal desordenado, a formacéo de poros é, de certa forma,
aleatdria e envolve um namero menor de peptideos (Figura 2.4.). A espessura da bicamada de
fosfolipidios pode ser perturbada pela existéncia de peptideos (Figura 2.5.), ou a propria
membrana pode ser constituida de modo a formar dominios ricos em lipideos anidnicos
(Figura 2.6.). Em poucos casos, a bicamada sem intermediarios pode ser induzida (Figura
2.7.); peptideos podem ser adsorvidos pela membrana bacteriana por segmentacéo de lipidios
oxidados (Figura 2.8.); peptideos podem induzir pequenos anions por meio da bicamada,
resultando no efluxo (Figura 2.9.), e o potencial de membrana pode ser dissipado sem outro
dano aparente (Figura 2.10.); também podemos observar inversamente, no modelo molecular
de eletroporacéo, a acumulacdo de peptideo na monocamada externa que aumenta o potencial
da membrana a um limiar que torna a membrana porosa a transitoriedade de varias moléculas,
incluindo o peptideo que causou este efeito (Figura 2.11.) (NGUYEN; HANEY; VOGEL,
2011).
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Contudo, Powers e Hancock (2003), demonstraram que a capacidade antimicrobiana
dos peptideos se da pela combinacdo de cationicidade, hidrofobicidade, conformacdo da
estrutura secundaria, anfipacidade e angulo polar (DE MELO et al., 2015; NGUYEN;
HANEY; VOGEL, 2011). Para tanto, caracteristicas estruturais e eletrostaticas precisam ser
consideradas, pois a mudanga em alguma caracteristica do peptideo acarreta mudangas no
corpo e na sua atividade antimicrobiana (MIGLIOLO et al., 2016; POWERS; HANCOCK,
2003).

Figura 2 - Mecanismos de a¢do de PAM na membrana bacteriana
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Fonte: NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011 (Adaptado).
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2.3.Estrutura molecular dos PAM e sua interagdo com estruturas
biologicas

Peptideos antimicrobianos sdo moléculas anfipaticas, que variam de 12 a 50
aminoacidos em sua sequéncia primaria, dentre 0s quais possuem como caracteristicas
marcantes sua alta taxa de residuos hidrofdbicos (40-75%) e carga liquida positiva (+2 a +7),
estas caracteristicas fisico-quimicas permitem que os PAM se dobrem em estruturas
secundarias anfipaticas com os residuos hidrofébicos localizados em um lado da molécula e
os residuos catiénicos e polares aparecendo na face oposta (NGUYEN; HANEY; VOGEL,
2011). O momento hidrofobico esta correlacionado ao aumento da toxicidade contra células
que possuem em sua composicdo fosfolipidios neutros (YEAMAN; YOUNT, 2003). Ja a
carga liquida positiva favorece a interacdo entre os peptideos e fosfolipidios acidos ionizados,
0S quais sdo presentes em membranas bacterianas (DATHE; WIEPRECHT, 1999). Com isso,
alguns estudos mostram que incisbes de lisina no inicio de sequéncias peptidicas podem
favorecer a interacdo eletrostatica com membranas fosfolipidicas e podendo causar
desestabilizacdo da membrana, como ja é observada para alguns peptideos antimicrobianos
(KIM; CHA, 2010; STROMSTEDT et al., 2010). Contudo o excesso de cationicidade pode
ser citotoxico e hemolitico bem como diminuir a acdo antimicrobiana dos peptideos (DATHE;
WIEPRECHT, 1999).

J& a hidrofobicidade se relaciona intimamente com a citotoxicidade de células de
mamiferos, bactérias Gram-positivas e diminuicéo de atividade para bactérias Gram-negativas
(DATHE; WIEPRECHT, 1999). Para isso, Dathe et al., (1997) sugerem que interagdes
peptideo-membrana sdo determinadas por um equilibrio sensivel de interagdes eletrostaticas e
hidrofobicas. Com isso, espera-se que o reforco de interacGes eletrostaticas através da
modificacdo da carga liquida positiva, juntamente com a conservacdo da anfipacidade,
melhore a atividade antibacteriana e sua seletividade procariética (DATHE et al., 1997).

As classificacbes dos PAM sdo baseadas em: maquinaria biosintética, fontes
bioldgicas, fungdes bioldgicas, propriedades moleculares, estruturas tridimensionais, padrfes
de ligacdo covalente e alvos moleculares (WANG, 2015). De acordo com a maquinaria
biosintética, os peptideos podem ser classificados como codificados por genes e nao
codificados por genes. JA& com base nas fontes de origem biolégica, os PAM podem ser
classificados como advindos de plantas, animais ou bacterianos. Em relagdo as funcoes

bioldgicas, os PAM podem ser classificados como antibacterianos, antifangicos, antivirais,
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antiparasitas, anticancerigenos, anti-protistas, inseticidas, espermicidas, quimiotaticos,
antioxidantes e inibidores de peptidase (SADREDINAMIN et al., 2016; WANG, 2010, 2015).
Ja para as estruturas tridimensionais, os PAM séo classificados em quatro familias: a-hélice,
B-folha, estendida e loop (CARDOSO, GABRIELE DE AZEVEDO, 2017). Na auséncia de
informacgdes estruturais tridimensionais (3D), os PAM podem ser classificados de acordo com
as propriedades fisico-quimicas, como carga liquida e hidrofobicidade (NGUYEN; HANEY;
VOGEL, 2011).

Sistemas de classificacdo universal também podem ser utilizados, de acordo com 0s
padrdes de ligacdo covalente, sugerindo quatro classes de peptideos antimicrobianos:
peptideos lineares de uma cadeia (ex.: LL-37 e magaininas) ou dois peptideos lineares sem
ligacdo covalente; peptideos ligados a cadeias laterais (ex.: defensinas contendo dissulfeto),
podendo ocorrer dentro de uma Unica cadeia peptidica ou entre cadeias peptidicas distintas;
cadeias polipeptidicas com uma ligacdo de cadeia lateral dos esqueletos das sequéncias;
polipeptidios circulares com uma ligacdo peptidica entre as extremidades, encontrados em
bactérias (ex.. AS-48), plantas (ex.: ciclotideos) e animais (ex.: theta-defensinas)
(SADREDINAMIN et al., 2016; WANG, 2015). Os PAM podem ser classificados em duas
familias com base nos alvos moleculares: peptideos de direcionamento da superficie celular
(ex.: nisinas e temporinas) que incluem tanto peptideos de segmentacdo por membrana quanto
ndo segmentados por membrana ou peptideos de direcionamento intracelular que podem ser
adicionalmente classificados com base nas moléculas alvo (SADREDINAMIN et al., 2016;
WANG, 2010, 2015; YEAMAN; YOUNT, 2003).

Em organismos eucariotos, os PAM constituem importantes componentes da
imunidade inata, protegendo o hospedeiro contra infecgdes. Em contraste, as bactérias
produzem PAM para eliminar outras bactérias que competem pelo mesmo nicho ecolégico
(HASSAN et al., 2012). Muitos PAM exibem um amplo espectro de atividade antimicrobiana
que inclui bactérias Gram-positivas e -negativas, bem como fungos, virus e protozoarios
unicelulares (MARR; GOODERHAM; HANCOCK, 2006; REDDY; YEDERY; ARANHA,
2004). Além de ter uma atividade antimicrobiana, varios PAM demonstram capacidade de
modular as respostas imunes inatas do hospedeiro e, assim, indiretamente, promover a
depuracdo de patdégenos (HANCOCK; SAHL, 2006; YEUNG; GELLATLY; HANCOCK,
2011).
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A ampla distribuicdo e abundancia de PAM em todos os organismos multicelulares
ressalta seu papel critico na imunidade inata (HANCOCK; NIJNIK; PHILPOTT, 2012,
ZASLOFF, 2002). Os PAM sdo sintetizados em varios organismos, tais como serpentes,
lagartos, anuros e escorpides (HARRISON et al., 2014, 2016; HEINEN et al.,, 2014,
LADRAM; NICOLAS, 2016; VAN HOEK, 2014). Estudos recentes apresentam que as
toxinas de escorpides possuem propriedades bioldgicas eficientes contra bactérias, fungos,
células tumorais, inibicdo de canais i6nicos e mediadores da dor (Tabela 1) (CALISKAN et
al., 2013; KING; HARDY, 2013; QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013).

Tabela 1 — Resumo dos peptideos naturais de escorpides, sua carga liquida e acdo bioldgica.

Escorpido Peptideo Carga  Atividade bioldgica Referencial tedrico
Tityus serrulatus TsAP-1 +1  Anti-Gram+, antiflngica, GUO et al.,(2013)
antitumoral
Tityus serrulatus TsAP-2 +1  Anti-Gram+, antiflngica, GUO et al., (2013)
antitumoral
Scorpiops tibetanus StCT1 +1 Anti-Gram+ YUAN et al., (2010)
Pandinus imperator Pantinin-2 +1 Anti-Gram+, Gram-, ZENG et al., (2013)
antifdngica
Mesobuthus martensii BmKbpp +7 Anti-Gram+, Gram-, XU etal., (2014)
antifungica, hemolitica
Androctonus aeneas AaeAP1 +2  Anti-Gram+, antiflingica, DU etal., (2015)
antitumoral
Androctonus aeneas AaeAP2 +2  Anti-Gram+, antiflingica, DU etal., (2015)
antitumoral
Tityus discrepans Bactridinel +2 Anti-Gram+ e Gram- DIAZ et al., (2009)
Tityus stigmurus Stigmurin +1  Anti-Gram+, antiflngico, DE MELO et al.,
hemolitica, antitumoral (2015)
Vagjovis mexicanus vVmCT1 +2 Anti-Gram+ & Gram- RAMIREZ-
smithi CARRETO et al.,
(2012)
Vaejovis mexicanus VmCT2 +2 Anti-Gram+ & Gram-, RAMIREZ-
smithi hemolitica CARRETO et al.,
(2012)
Chaerilus tricostatus Ctriporin +3  Anti-Gram+, antifungica FAN et al., (2011)
Heterometrus petersii Hp 1036 +1 Antiviral HONG et al., (2014)
Heterometrus petersii Hp 1239 +1 Antiviral HONG et al., (2014)

Nota: Dados trabalhados pelo autor.

Fonte: Banco de dados on-line Antimicrobial Protein Data Bank e Med-L.ine.
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2.4.Biologia dos escorpides e sua relagdo com PAM

Com a expansdo das cidades e regides metropolitanas, vem se tornando comum o
aparecimentos de diversos tipos de artrépodes, entre eles a uma grande incidéncia de
escorpifes em ambientes urbanos tais como casas, construcdes, e terrenos (SISSOM, 2019).
Hé& a adaptacdo desses individuos aos mais diversos tipos de habitats terrestres, podendo ser
encontrados em ambientes, climas e altitudes variadas. A sua incidéncia vai desde desertos as
florestas tropicais, do nivel do mar a altitudes de até 4.400 metros, e principalmente em
regides de climas tropicais e subtropicais (BRASIL., 2009).

Escorpides sdo artrépodes quelicerados, pertencentes ao Filo Arthropoda (arthro:
articuladas/ podos: pés), classe Arachnida (por terem oito pernas) e ordem Scorpiones. A sua
denominacdo é oriunda do latim scorpio/ scorpionis (KOVARIK et al., 2016). Uma
caracteristica marcante desses individuos é a presenca de sensilas em fenda compostas
localizadas no basitarso das pernas que permitem a captura de ondas da superficie geradas
pelos movimentos dos insetos, facilitando a localizacdo e captura de suas presas (Figura 3B).
Ha relatos da existéncia dos escorpides a mais de 400 milhdes de anos. Sendo caracterizados
como seres de alta capacidade evolutiva, sobrevivendo aos grandes cataclismos planetarios
(HICKMAN; ROBERTS; LARSON, 2016; KOVARIK et al., 2016; SISSOM, 2019).

No mundo, sdo conhecidas 2367 espécies de escorpides, sendo que somente 25
apresentam importancia clinica por causa de suas toxinas. J& no Brasil, ha a incidéncia das
familias Bothriuridae, Chactidae, Liochelidae e Buthidae. ( HICKMAN; ROBERTS;
LARSON, 2016; KOVARIK et al., 2016; SISSOM, 2019). Dentro da familia dos Buthidae,
possuem espécies dentro dos géneros Tityus, Centruroides e Isometrus, que sdo dotados de
alta capacidade de adaptacdo (DIEGO-GARCIA et al., 2013; HICKMAN; ROBERTS;
LARSON, 2016).

Um género predominante no Brasil é o Tityus, principalmente nas regides Sul, Sudeste
e Centro-oeste. Uma caracteristica especifica desse género € a presenca de um espinho sob o
ferrdo localizado no télson. Tityus serrulatus, conhecido popularmente como “escorpido-
amarelo” (Figura 3A), é responsdvel pela maioria das causas de acidentes escorpiénicos no
Brasil sendo causador de grande parte dos 6bitos em criancgas e idosos por envenenamento de
peconha de escorpido. Como caracteristicas morfolégicas possuem pernas e caudas

amareladas e o tronco escuro, e serrilhas no 3° e 4° anel da cauda, o que da nome a espécie,
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podendo medir até 7 centimetros de comprimento. Além disso, reproduz-se por
partenogénese, ndo precisando, necessariamente, de um macho para reproducdo, tendo dois
partos, em média por ano com 20 filhotes cada (HICKMAN; ROBERTS; LARSON, 2016;
KOVARIK et al., 2016; RATES et al., 2008; SISSOM, 2019).

Figura 3 - (A) Representacdo esquematica das estruturas morfolégicas do corpo de um escorpido
(Tytius serrulatus). (B) Sensilas em fenda compostas localizadas no basitarso das pernas que permitem
a captura de ondas da superficie.
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Fonte: BORTOLUZZI et al., 2007 (Adaptado).

A peconha dos escorpifes apresenta aspectos opalescentes e leitosos, sendo
constituido por muco, proteinas basicas neurotoxicas, nucleotideos, aminoacidos e enzimas.
Estas caracteristicas os capacitam a serem bons cacadores e garantem defesa contra possiveis
predadores (RATES et al., 2008). Sua composicdo pode variar de acordo com a presa do

escorpido, regido geografica e variagdes genéticas (DIEGO-GARCIA et al., 2013; RATES et
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al., 2008). Com isso, j& foram identificados em pegonha de T. serrulatus as seguintes familias
de proteinas (classificadas por atividade): toxinas de canal de sddio (NaTx), toxinas de canal
de potassio (KTx), toxinas diuréticas, peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs),
PAM, enzimas e outras toxinas. A presenca destes componentes caracteriza a alta afinidade
por canais ibnicos e atividade antimicrobiana, antitumoral e antiviral da pegonha deste
escorpido (ALMAAYTAH et al, 2013; ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; DIEGO-
GARCIA et al., 2013; KING; HARDY, 2013; SAROJINI, 2013).

A toxina do escorpido-amarelo é composta por proteinas neurotdxicas que interagem
com alta especificidade em canais idnicos. Este fato desperta o interesse de pesquisadores em
isolar e caracterizar tais proteinas e peptideos, visando tratamentos mais eficazes nos casos de
envenenamento e a compreensdo de mecanismos fisioldgicos, patoldgicos e biolégicos (DE
MELO et al., 2015; DIEGO-GARCIA et al., 2013; PEDRON et al., 2017). Testes com
peptideos extraidos de toxinas de escorpides apresentaram efeito bactericida, bacteriostatico e
antibiofilme, sendo pouco nocivo a células humanas e com baixo efeito hemolitico (HWANG
etal., 2013; LEE et al., 2013; RAMIREZ-CARRETO et al., 2012).

Isolando determinadas fraces da toxina do escorpido T. serrulatus, observou-se que
existem pelo menos dezenove peptideos toxicos, podendo ser classificados em o e B-toxinas,
de acordo com a sua conformacdo estrutural (RATES et al., 2008). As mais notdveis, no
entanto, sdo a Tityustoxina 1, 2, 3, 15 e 18 (Tsl, Ts2, Ts3, Tsl5 e Tsl18), sendo Tsl
caracterizada como [-neurotoxina, com atividade toxica para mamiferos e insetos ao interagir
fortemente com o quarto sitio receptor de canais de sédio. Ja a Ts2 ¢ caracterizada como a-
neurotoxina, e tem acéo de retardo na inativagdo dos canais de sodio. A toxina Ts3 é também
a-neurotoxina, e tem agdo sobre o terceiro sitio receptor de canal de sodio induzindo a
liberacdo de mediadores quimicos como a acetilcolina e a catecolaminas, além disso, esta
toxina exerce atividade sobre a despolarizacdo de fibras nitrérgicas e liberacdo de Oxido
nitrico, levando ao relaxamento do musculo liso cavernoso (HWANG et al., 2013; LEE et al.,
2013; RAMIREZ-CARRETO et al., 2012).A Ts15 bloqueia canais de potassio Kv1.2 e Kv1.3
e observou-se que tal bloqueio é fisico. Ja a Ts18 apresenta-se como uma proteina curta e com
acdo em canais de ions s6dio (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013).

Outros componentes menos estudados como peptidases e hialuronidases estdo
presentes nesta peconha. Hialuronidases s&o enzimas capazes de degradar hialuronan,

componente presente na matriz extracelular responsavel pela manutencdo da integridade
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estrutural do tecido, facilitando assim a rapida difusdo das toxinas no organismo da presa
(ALMAAYTAH et al., 2014; DE MELO et al., 2015). Em contra partida, peptideos de
peconhas com atividade antimicrobiana apresentam fatores interdependentes nos
componentes estruturais que determinam essa atividade (TARAZI, 2015; VALDEZ-
VELAZQUEZ et al., 2013). Peptideos antimicrobianos oriundos de toxinas de escorpio
desempenham papel eletrostatico na parede das membranas de bactérias, uma vez que a
membrana apresenta amino-componentes carregados negativamente como fosfolipidios
acidos e lipopolissacarideos (LPS) (RATES et al., 2008; TARAZI, 2015).

Na peconha do escorpido T. serrulatus, o peptideo antimicrobiano TsAP-1 apresenta
17 residuos de aminoacidos (FLSLIPSLVGGSISAFK), carga +1, 78% de hidrofobicidade,
52% de residuos hidrofébicos e massa de 1161.94 Da. O TsAP-1 possui concentracdo
inibitéria minima (CIM) de crescimento de Staphylococcus aureus (120 uM), Escherichia
coli (160 uM) e Candida albicans (160 uM) e concentracGes bactericidas minimas (CBM)
contra S. aureus (>160 uM), E. coli (>160 uM) e C. albicans (>160 uM), além de ser
bioativo contra células tumorais in vitro H157 e H838 (carcinoma epidermoide oral humano e
adenocarcinoma de cancer de pulméo, respectivamente) com valores de inibicdo de 55,9 e
52,5 UM, respectivamente, e atividade hemolitica de 6,48 % na concentragdo maxima (160
uM) (GUO et al., 2013). Em busca de aprimorar este tipo de atividade em peptideos definidos
estruturalmente, ferramentas de bioinformatica, como desenho racional de farmacos, vém se

destacando no cenario biotecnoldgico.

2.5.Desenho Racional e Modelagem Molecular no desenvolvimento de

moléculas bioativas

O desenho racional e a modelagem molecular séo ferramentas que buscam a partir de
peptideos ja descritos na literatura, promover mudancas locais em sua sequéncia com o fim de
produzir peptideos mais nocivos aos microrganismos alvo e, a0 mesmo tempo, menos
citotoxicos aos seres humanos. Além de simular as interagdes moleculares com grande
eficécia, descobrir prot6tipos (ou compostos de partida), aperfeicoar a acdo de compostos ja
bioativos e a elaboracdo de compostos candidatos, esta tecnologia € muito menos onerosa e
mais rapida (MADIGAN; MARTINKO; BENDER, 2016; VERLI, 2014). Para tanto, sdo
utilizadas teécnicas in silico como a modelagem comparativa (MC), modelagem molecular
(MM) e dinamica molecular (DM) (VERLI, 2014).
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Em Modelagem Comparativa (MC) ha o alinhamento da sequencia de aminoacidos de
interesse com a sequéncia do banco de dados de outras proteinas com estrutura tridimensional
previamente elucidada e armazenada no Protein Data Bank (PDB). As comparacdes
realizadas sdo possiveis, pois no processo evolutivo das familias proteicas existem regides
conservadas as quais podem ser preditoras de suas atividades e estrutura. Para construgédo de
um peptideo a partir de MC € necessario seguir um processo que se configura em elucidacédo
da sequencias resolvidas tridimensionalmente e mostrar identidade entre as sequencias de pelo
menos 25% (VERLI, 2014). Para realizar estes processos, atualmente, existem programas on-
line que permitem realizar a modelagem molecular comparativa ou por homologia como o
MODELLER e o I-TASSER, por exemplo (WEBB; SALI, 2017).

A Modelagem Molecular (MM), busca investigar as estruturas e propriedades
moleculares por meio da quimica computacional e de técnicas de visualizacdo tridimensional
(BARREIRO et al., 1997). Desta forma, a MM tem por objetivo gerar, manipular e/ou
representar com precisdo estruturas moleculares e calcular as propriedades fisico-quimicas
delas (VERLI, 2014). Para atuacdo e desenvolvimento desta metodologia, a tecnologia
computacional precisou avancar tanto em capacidade de armazenamento de dados como em
aprimoramento na quimica funcional (técnicas como ressonancia magnética nuclear (RMN),
cristalografia de raios-X, bioquimica e biologia molecular) trazendo desenvolvimento em
areas até entdo completamente desconhecidas (CRAIK, 1997; VERLI, 2014). A MM pode ser
classificada em dois grupos distintos: planejamento direto ou dependente do receptor ou
planejamento indireto ou independente do receptor.

Planejamento direto ou dependente do receptor é quando usa a estrutura tridimensional
de uma molécula alvo em um complexo com a micromolécula: utilizando comparacgdo por
homologia e conhecimento das sequéncias template - based modelling a qual condiz a alguma
estrutura ja existente com suas propriedades tridimensional identificadas (VERLI, 2014). Ja o
planejamento indireto ou independente do receptor é o que aproveita da estrutura dos ligantes
disponiveis utilizando métodos ab initio e métodos de novo com sequéncias alvos template
free modelling para sequéncias com moléculas sem suas caracteristicas tridimensionais
resolvidas (IRAZAZABAL, 2016; VERLI, 2014).

Métodos de novo podem gerar uma grande variedade de sequéncias usando padrdes
ou frequéncias de aminoacidos. Para isso, estudos com padrdes do tipo anfipaticos vém

ganhando espaco, estes padrdes sdo isolados do peptideo parental e inseridos nos peptideos
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anélogos. Através do padrdo anfipatico ocorre a substituicdo dos aminoécidos da sequéncia
parental, por aminoacidos que favorecem & atividade antimicrobiana, aumentando a carga
liquida e momento hidrofobico das novas sequéncias. Compreender e controlar essas inter-
relacbes podem ser a chave para a concep¢do de novos peptideos com maior poténcia e
especificidade (IRAZAZABAL, 2016; PORTO; PIRES; FRANCO, 2012).

Para operacionalizar esta ferramenta, os programas de bioinformatica se baseiam nos
processos e mecanismos bioguimicos conhecidos, seja no processo fisiologico, definicdo da
intervencgéo terapéutica ou eleicdo do alvo terapéutico desejado (VERLI, 2014). Por meio da
constru¢do in silico de membranas miméticas DPPE (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina) e DPPG (1,2-dipalmitosil-glicero-3-fosfatidilglicerol) é possivel
projetar e compreender as possiveis interacdes entre peptideo membrana.

Segundo Holtje, e colaboradores (2003), é necessario verificar a qualidade
estereoquimica das estruturas dos modelos formados e avaliar a formatacdo de pardmetros
como comprimentos de ligacdes, angulos no meio de ligacdes, angulos torsionais e a
quiralidade dos residuos (HOLTJE et al., 2008). Com utilizacédo do grafico de Ramachandran
é possivel prever qual estrutura secundaria o peptideo tera por meio das posicdes ¢ (phi) e y
(psi) nos quadrantes desta ferramenta. Para conformacdo em a-hélice, os valores obtidos
deverdo estar agrupados sobre o eixo ¢= -57° ¢ y= -47°. Ja para estruturas secundarias em f-
folha, os valores deverdo estar agrupados no eixo de ¢ = -130° e y = +140°. Graficamente,
isto significa que muitos residuos no quadrante superior esquerdo terdo propensdo a se
comportar em B-folha e se este fendbmeno ocorrer no quadrante inferior esquerdo terd
propensio a se comportar em o-hélice (HOVMOLLER; ZHOU; OHLSON, 2002;
RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963).

Além disso, o grafico de Ramachandran apresenta um controle de qualidade visual
que evidencia os valores analisados: em suma, as regides de melhor valor sdo chamadas de
regides favorecidas onde o choque entre &tomos é minimo; as regides permitidas sdo onde ha
pouca chance de choques estérico; as regides generosamente permitidas indicam grande
chance de choque estérico e a regido negligenciada, ou ndo permitida, € onde provavelmente
havera choque estérico. Considera-se um modelo de qualidade aqueles em que, pelo menos,
90% dos residuos estejam nas areas favorecidas e altamente permitidas (HOVMOLLER,;
ZHOU; OHLSON, 2002; RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN,

1963). As regides na parcela com a maior densidade de pontos sdo as chamadas regifes
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"favorecidas ou altamente permitidas”, também chamadas regiGes de baixa energia. Alguns
valores de ¢ e y sdo proibidos, uma vez que os a&tomos envolvidos chegardo muito perto um

do outro, resultando em um choque estérico.

3. OBJETIVOS
3.1.Geral:

Projetar racionalmente peptideos analogos ao peptideo parental TsAP-1, isolado da
toxina do escorpido Tityus serrulatus, correlacionando padrdes anfipaticos e fisico-quimicos a

atividade antimicrobiana.
3.2.Especificos:

e Compreender caracteristicas fisico-quimicas conformacionais dos peptideos

desenhados racionalmente;

e Auvaliar a atividade dos peptideos desenhados racionalmente contra bactérias Gram-

negativas e -positivas.

e Avaliar efeitos hemoliticos do peptideo parental e de seus analogos;
4. MATERIAL E METODOS

4.1.Local da pesquisa

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular
S-Inova / Biotech da Universidade Catdlica Dom Bosco, na cidade de Campo Grande, Mato
Grosso do Sul que exerceu parceria com o Programa de Pos-Graduacao em Biologia Celular e

Molecular, da Universidade Federal da Paraiba, na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba.
4.2.Desenho racional de peptideos analogos de TsAP-1

Os peptideos andlogos denominados butylatus-1, -2 e -3 foram construidos com base
no peptideo TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK) depositado no Banco de Dados de Peptideos
Antimicrobianos com o cédigo AP02234 (GUO et al., 2013). Os critérios utilizados para se
obter as novas sequéncias de analogos foi a substituicdo pontual de residuos de aminoéacidos,
que prende a conformacdo a-hélice com residuos de aminoacidos semelhantes. As sequéncias
foram rearranjadas usando o diagrama helicoidal do servidor HeliQuest (GAUTIER et al.,

2008) para melhorar a hidrofobicidade e a carga liquida. Os residuos de aminoacidos usados
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para construir butilatus-1, -2 e -3 foram posicionados seguindo um padrdo de anfipacidade
HHh'H (h +: Residuos de aminoécidos hidrofilicos com carga positiva; H: Residuos de
aminoacidos hidrofdbicos), observado na sequencia primaria de TsAP-1, com a adi¢do de
Lysina no inicio das sequencias para favorecer a interacdo eletrostatica com os fosfolipidios

da membrana bacteriana, e conservar a conformacao de a-hélice das sequencias.
4.3.Modelagem Molecular

A construcdo de modelos tridimensionais do peptideo controle e dos peptideos
analogos foi realizada por similaridade através do servidor I-TASSER utilizando o banco de
dados do PDB (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Para realizar a validagdo dos modelos
desenvolvidos, foi utilizado o programa PROCHECK14, que apresenta geometria,
estereoquimica e distribuicdo de energia dos peptideos pontuando angulos diédricos
considerando forgas covalentes e analise do grafico Ramachandran. Além disso, o nivel de
qualidade dos peptideos gerados com base em resultados previamente dados dentro de faixas
de proteinas nativas foi calculado usando o valor do z-score do Programa ProSA-web (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

Os parametros utilizados para avaliar a qualidade dos modelos, para medir a
similaridade das estruturas e predizer o desvio médio dos atomos sdo C-score, TM-score e
RMSD (Root Mean Square Deviation). O C-score refere-se ao padréo que estima a qualidade
dos modelos construidos pelo servidor I-TASSER, considerando a importancia dos
alinhamentos e parametros de convergéncia da estrutura. Quando o TM-Score é avaliado,
propde-se medir a similaridade estrutural das duas estruturas. No entanto, o TM-Score
trabalha em conjunto com o RMSD, que é a distancia média dos pares de aminoacidos das
duas estruturas que sdo sensiveis a erros locais, ajudando a reduzir erros nos modelos gerados
(ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; SHEN et al., 2009; ZHANG, 2008). RMSD prevé o
desvio médio dos atomos das estruturas alinhadas, de controle e propostas. Assim, quanto
maior for esse valor, também sera a diferenca de estrutura entre os peptideos comparados
(ORRY; ABAGYAN, 2012).

4.4.Sintese e Quantificacdo

Os peptideos foram sintetizados pela empresa Aminotech, com uma pureza de 95%
(apés remocdo de TFA), pelo método de fase sélida utilizando a quimica N-9-

fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) numa resina de amida Rink. O peptideo bruto foi
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solubilizado em &cido trifluoroacético aquoso a 0,1% (TFA) e filtrado com um filtro Millex
de 0,22 uM 25 mm (Millipore-Merck, Billerica, MA). As concentracdes de peptideos
sintéticos para todos os experimentos in vitro foram quantificadas utilizando a media de
absorbancia a 205, 215 e 225 nm. (FALCAO et al., 2016; MURPHY; KIES, 1960).

4.5.0btenc¢éo dos Microrganismos

As linhas utilizadas para os ensaios de concentracdo inibitéria minima foram cedidas
pelo Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular S-Inova / Biotech da Universidade
Catdlica Dom Bosco sob coordenagdo do Professor Doutor Octavio Luiz Franco. As
linhagens selecionadas para testes foram: Enterococcus faecalis ATCC 19433, Acinetobacter
baumannii (003326263), Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922 e Escherichia coli KpC+ 001812446 e Klebsiella pneumonia KpC+ 002210477.

4.6.Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM)

Para os ensaios de CIM, as bactérias foram cultivadas em placas contendo &gar
Mueller-Hinton (MH) e incubadas a 37 °C durante aproximadamente 18 h. Apds esse periodo,
trés colbnias isoladas de cada bactéria foram inoculadas em 5 mL de caldo MH e incubadas
200 rpm, a 37 °C, em cultura entre 12-18 horas. Crescimento bacteriano foi monitorado em
espectrofotdbmetro a 600 nm. Os testes de CIM foram realizados pelo método de diluicdo de
microplacas de 96 pocos em uma concentracéo bacteriana final de 2-5 x 10° CFU.mL™, como
descrito anteriormente (HECHT et al., 2012). Os peptideos foram testados em concentracdes
variando de 2,7 a 91,8 uM. A ciprofloxacina foi utilizada como controle negativo de
crescimento bacteriano nas mesmas concentragdes dos peptideos, enquanto a suspensao
bacteriana em caldo MH foi usada como controle positivo. As microplacas foram incubadas a
37 °C por 18 horas e as leituras foram realizadas em um leitor de microplacas a 600 nm ap6s o
tempo de incubacdo. A CIM foi determinada como a menor concentracdo de peptideo em que

ndo houve crescimento bacteriano.

4.7.Concentracgéo Bactericida Minima (CBM)

A avaliacdo da CBM foi dependente dos resultados da CIM. Trés repeticdes de 10 pL
foram retiradas dos po¢os da microplaca, plaqueadas em dgar MH e incubadas a 37 °C por 24

horas. O CBM foi determinado como a menor concentracdo de peptideo em que nenhum
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crescimento bacteriano foi detectado. Todos os experimentos foram realizados em triplicata
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

4.8.Ensaio Hemolitico

A atividade hemolitica do peptideo TsAP-1 e dos analogos foi avaliada utilizando
eritrocitos de murinos. As células foram armazenadas a 4 °C. Os eritrocitos foram lavados trés
vezes com tampao fosfato 50 uM em pH 7,4. A solucdo de peptideo foi adicionada a
suspensao de eritrocitos (volume 1%), em uma concentracao final variando de 2,7 a 91,8 uM
em um volume final de 100 mL. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente
durante 60 minutos. A liberacdo de hemoglobina foi monitorada medindo a absorbancia do
sobrenadante a 540 nm. O controle de hemdlise zero (branco) foi determinado com eritrocitos
suspensos na presenca de tampao fosfato 50 mM, pH 7,4 e para controle positivo (100% de
lise dos eritrocitos) utilizou-se solucdo Triton X-100 1% (volume) dissolvido em &gua
destilada. Os ensaios hemoliticos foram realizados em triplicata (CARDOSO, MARLON H.
et al., 2016). Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) com o numero 014/2018.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Desenho racional, modelagem dos analogos de TsAP-1 e sintese dos

peptideos.

A peconha do escorpido amarelo brasileiro, Tityus serrulatus, é constituido de
diferentes componentes, incluindo proteinas, enzimas, lipidios, nucleotideos, e principalmente
uma grande diversidade de peptideos. O peptideo TsAP-1 foi descrito em conjunto com
TsAP-2, como peptideos que apresentam estruturas primarias semelhantes, compostas de 17
residuos de aminoacidos e com uma carga liquida positiva +1, em pH 7. Quando a predicédo
da estrutura secundaria foi analisada, o peptideo TsAP-1 apresentou menor contetido
helicoidal (58,83%) e momento hidrofébico (0,43 pH) quando comparado ao TsSAP-2
(76,47% hélice, momento hidrofébico de 0,51 pH), além de atividade antimicrobiana
reduzida para o TsAP-1. Dentre isso, 0 peptideo TsAP-1 foi selecionado com o intuito de
aumentar sua carga liquida positiva e momento hidrofébico, de modo que se pudesse observar
um aumento na atividade bactericida com uma diminuicdo da citotoxicidade em células de
mamiferos (CARDOSO, MARLON H. et al., 2016; GUO et al., 2013).

Da sequéncia primaria de um peptideo até a sua estrutura é importante a utilizagéo de
ferramentas biotecnoldgicas para o desenvolvimento de novas moléculas, esta metodologia €
denominada Desenho Racional de Peptideos, que utiliza parametros fisico-quimicos para
melhorar peptideos nativos com atividade contra microrganismos patogénicos (MIGLIOLO et
al., 2012, 2016). Os residuos de aminoacidos usados para construir os analogos do TsAP-1,
butylatus-1, -2 e -3, foram posicionados seguindo o padrdo de anfipacidade HHh'H,
respectivamente, obtido do peptideo parental, TsSAP-1. Os modelos tedricos para butylatus-1,
-2 e -3 mostraram conformacdo a-hélice, isto também foi rearranjado usando o diagrama
helicoidal do servidor HeliQuest (Figura 4). Para visualizar a distribuicdo de aminoacidos nas
estruturas peptidicas helicoidais, os aminoacidos dos peptideos foram plotados em projec6es
de roda helicoidal apresentando maior anfipacidade. Além disso, as distribuicdes dos
aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos dos peptideos analogos nas projecdes foram
semelhantes. Todas as sequéncias andlogas foram terminadas com a adicdo de trés alaninas,
com intuito de aumentar a formacao a-hélice. Para mais, estudos indicam que a insercdo de

algumas alaninas também exibe inimeras atividades, incluindo antagonismo antimicrobiano,
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citotdxico, antiviral, inseticida, uterotbnico, hemolitico, neurotensina e anti-helmintico
(MIGLIOLO et al., 2012).

Figura 4 - Diagrama de hélice para o peptideo parental e seus analogos: Arranjo de residuos de
aminoéacidos de (A) TsAP-1, (B) butylatus-1, (C) butylatus-2 e (D) butylatus-3. A cor preta representa
0s amino&cidos hidrofilicos e a cor cinza claro os aminoacidos hidrofébicos.
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Fonte: Autor.

Butylatus-1, -2 e -3 obtiveram um aumento na carga liquida, +3, +4 e +3,
respectivamente, em comparacdo com TsAP-1 (+1). A principal diferenca entre os peptideos
analogos e seu parental séo as deleces de aminoécidos como: Ser®, Pro®, Ser’, Val®, Ser'? e
Ser'*: e, a subsequente insercdo de aminoacidos carregados positivamente (lisina ou arginina).
Para fornecer cargas positivas aos peptideos butylatus-1 e -3 foram inseridas lisinas nas
sequéncias, contudo, para butylatus-2, tanto lisina como arginina fora adicionados. Esses
residuos com carga positiva parecem ter um papel importante na atividade antimicrobiana,
uma vez que a maioria das atividades bactericidas tem sido relacionada a residuos catidnicos
(KIM; CHA, 2010). Além disso, lisina foi adicionada na porcdo N-terminal das sequéncias
analogas, com intuito de favorecer a interacdo eletrostatica com membranas fosfolipidicas,
auxiliando na formagdo de poros toroidais (MIHAJLOVIC; LAZARIDIS, 2012), podendo
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causar desestabilizacdo da membrana, como j& é observado para peptideos antimicrobianos
(KIM; CHA, 2010; STROMSTEDT et al., 2010).

Em relacdo a hidrofobicidade, uma leve reducdo foi observada para butylatus-1 e -3
(76% e 70% respectivamente), j& butylatus-2 apresentou uma reducdo significativa de 47%,
guando comparados com o peptideo parental TSAP-1 que apresenta hidrofobicidade de 78%.
Da mesma forma, isso se refletiu no momento hidrofobico dos butylatus-1, -2 e -3, que foram
maiores quando comparados ao TsAP-1, sendo 0.56, 0.63, 0.55 e 0.43 pH na escala de
Eisenberg, respectivamente, permitindo assim a distribuicdo eficiente de residuos
hidrofdbicos e faces positivamente carregadas, e favorecendo a anfipacidade dos analogos
quando comparado com o peptideo parental (DATHE; WIEPRECHT, 1999; EISENBERG,;
WEISS; TERWILLIGER, 1984). Resultados semelhantes foram observados nos peptideos
andlogos TsAP-S1 e TsAP-S2 (analogos peptideos de TsAP-1 e TsAP-2), nos quais
obtiveram uma diminui¢do nos residuos hidrofobicos (62 e 67%), bem como 0s momentos
hidrofébicos foram maiores que os peptideos controles (0.75 e 0.73 puH) (Tabela 2) (GUO et
al., 2013).

O programa PROCHECK foi usado para avaliar os impedimentos estereoquimicos
usando o grafico Ramachandran (Figura 5). Em resumo, os valores obtidos por PROCHECK
para TsAP-1, butylatus-1, -2 e -3 foram 91,6, 100, 100 e 91,6%, respectivamente, de residuos
de aminoéacidos localizados nas regides favoraveis. Considera-se um modelo de qualidade
aqueles em que, pelo menos, 90% dos residuos estejam nas areas favorecidas e altamente
permitidas (RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). Para uma
estrutura experimental de alta qualidade e alta resolucdo, essas regides ndo permitidas
geralmente estdo vazias ou quase vazias - muito poucos residuos de aminoacidos nas
proteinas tém seus angulos de torcdo nessas regides. Mas as vezes existem exclusdes desta
regra - esses valores podem ser encontrados e, provavelmente, resultardo em alguma tenséo na
cadeia de polipeptidica. No quadrante inferior esquerdo, podemos ver muitos pontos nas
regides favorecidas e altamente permitidas, mas quase nenhum a direita (0s que sao Vvistos sdo
para residuos de glicina), confirmando um comportar em a-hélice dos peptideos andlogos e do
parental (HOVMOLLER; ZHOU; OHLSON,  2002; RAMACHANDRAN;
RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963).
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e previsdo antimicrobiana de butylatus-1, -2 e -3 e seu peptideo parental. As predi¢cGes antimicrobianas foram

realizadas utilizando CAMPgs, * Momento hidrofébico calculado de acordo com a escala de Eisenberg. ® Support vector machine. ¢ Random forest. °
Discriminant analysis. As propriedades fisico-quimicas foram calculadas no servidor HeliQuest.

Peptideos TsAP-1 Butylatus-1 Butylatus-2 Butylatus-3
Sequéncias FLSLIPSLVGGSISAFK KAFKFIFKFAAAI KAFRFLRKFAAAI KLAKFIFKLFAAAF
Residuos 17 13 13 14
Carga Positiva (z) +1 +3 +4 +3
Hidrofobicidade (%0) 78% 70% 47% 76%
Momento Hidrofébico 0.471 0.566 0.635 0.554
SVM P 0.915 0.807 0.891 0.838
RF ¢ 0.9585 0.856 0.864 0.848
DA ¢ 0.985 0.983 0.967 0.986

Fonte: Autor.
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Figura 5 - Gréfico de Ramachandran para TsAP-1, butylatus-1, -2 e -3: Os quadrados negros
representam 0s aminoacidos comuns e 0s triangulos negros representam o aminoacido glicina e
prolina. Vermelho: Regido favorecida; Amarelo forte: Regido permitida; Amarelo palido: Regido
generosamente permitida; Branco: Regido ndo permitida.
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Fonte: Autor.
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Apesar de sua carga liquida positiva comum, os peptideos diferiram significativamente

em seu contetdo helicoidal previsto quando comparados ao peptideo parental (Tabela 3).

Quando a predicdo da estrutura secundaria foi analisada, o contetido helicoidal dos peptideos

butylatus apresentaram aumento e maior anfipacidade em relagdo ao peptideo parental. O
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peptideo TsAP-1 apresentou 58,8% de contetdo helicoidal, e sua conformagdo de hélice
comeca partir da Leu®, mas observasse uma quebra da hélice entre as Gly™ ¢ **. Como ja
descrito na literatura, residuos de Glicina podem ser caracterizados como responsavel por
quebras de hélice (GUO et al., 2013; KIM; CHA, 2010). J& para butylatus-1, o contetido
helicoidal apresentado foi de 76,9%, com o inicio e fim da conformacdo da hélice entre os
residuos Phe® e Ala*. Butylatus-2 apresentou 69,2% de contetdo helicoidal, e sua
conformagdo helicoidal iniciou-se na Ala? com o termino em Ala*!. J4 butylatus-3 apresentou
o maior aumento do contetido helicoidal, 78,5%, comecando em Leu? e terminando em Ala*.
Com o aumento no conteddo helicoidal, favorece-se a uma maior estabilizacdo das ligacdes
de hidrogénio entre os grupos de cadeia principal desses peptideos (MOJSOSKA,;
ZUCKERMANN; JENSSEN, 2015). Em muitos casos o contetdo helicoidal esta associado
diretamente a anfipacidade, uma vez que a conformacéao helicoidal possibilita a disposicao das
cadeias laterais hidrofilicas e hidrofdbicas dos residuos de aminoéacidos em faces opostas da
hélice e consequentemente ocorre melhor interacdo com a membrana bacteriana (GOMES,
2016).

Para validar os dados estereoquimicos com qualidade, é emitido o valor "G-factor", o
qual representa qualidade acima de -0.5, abaixo deste valor é considerado "ndo-usual” e
abaixo de -1,0 é considerado "altamente ndo-usual” (LASKOWSKI et al., 1996). Os valores
do G-factor obtidos para validar a estereoquimica de todos os modelos estdo dentro da faixa
de estrutura confiavel, com excecdo do TsAP-1, que apresentou G-factor de -0.75. A
qualidade da dobra dos modelos gerados também foi avaliada usando o servidor online
ProSA-web. Os valores do z-score obtidos para o peptideo parental TSAP-1, butylatus-1, -2 e
-3 foram -0.16, -1.25, -1.31 e -0.83. Esses resultados indicam que, em comparagdo com 0
banco de dados do PDB, esses peptideos andlogos tém um padrdo dentro da média
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). O C-score refere-se ao padrdo que estima a qualidade dos
modelos construidos pelo servidor I-TASSER, considerando a importancia dos alinhamentos
e parametros de convergéncia estrutural (ZHANG, 2008). Os valores do C-score obtidos para
TsAP-1, butylatus-1, -2 e -3 foram -0.96, -0.11, -0.17 e -0.05, considerados satisfatdrios para
suas predicdes. O TM-Score prop6s medir a similaridade estrutural de duas sequencias. Nos
presentes resultados, o TM-Score obtido para TsAP-1, butylatus-1, -2 e -3 foi de 0.59, 0.7,
0.69 e 0.71, respectivamente, com predicdo de acurdcia satisfatoria pelo RMSD para
modelagem. Os valores de RMSD entre os modelos experimentais e tedricos para TSAP-1,

butylatus-1, -2 e -3 foram 1.8, 0.5, 0.6 € 0.5 A, respectivamente. O valor do RMSD e a baixa
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variabilidade entre os modelos estruturais, as estruturas dos modelos refletem a conservacgéo
na maioria das regides e enfatizam um padrdo de dobra para este peptideo construido (Tabela
3) (ALTMAN, 2013; VERLI, 2014).

Tabela 3 - Estruturas tridimensionais construidas pelo servidor I-TASSER para o peptideo controle e
seus analogos. Visualizado pelo programa PyMol. *O N-terminal estd voltado para baixo enquanto o
C-terminal estd em cima das estruturas.  Os valores sdo indicados por média e desvio padrdo da
média.

Peptideos TsAP-1 Butylatus-1 Butylatus-2 Butylatus-3
- ~
g g 3
.~ [
Predicdo 3D* ‘; Q Y
Conteudo 58.8 % 76.92 % 69.23 % 78.57 %
Helicoidal
C-score ? -0.96 -0.11 -0.17 -0.05
TM-score ? 0.59+0.14 0.7+0.12 0.69+0.12 0.71+0.12
RMSD ? 2.4+1.8 A 0.5+0.5 A 0.6+0.6 A 0.5+0.5 A

Fonte: Autor.

Butylatus -1 (NH,-KAFKFIFKFAAAI-COOH), -2 (NH,-KAFRFLRKFAAAI-
COOH), -3 (NH,-KLAKFIFKLFAAAF-COOH) e o0 peptideo parental TsAP-1 (NH,-
FLSLIPSLVGGSISAFK-COOH) foram sintetizados. De acordo com a anélise realizada pelo
servidor CAMPr3, os peptideos anédlogos butylatus-1, -2 e -3 obtiveram massa molecular de
1501,87, 1483,81, 1615,03 Da, respectivamente.

5.2.Concentracdo inibitoria minima (CIM), concentracdo bactericida

minima (CBM) e Ensaio hemolitico

Os ensaios de microdiluicdo foram realizados para determinar a capacidade dos
peptideos butylatus-1, -2 e -3 em reduzir o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas em comparacao com o peptideo parental, TSAP-1 e a ciprofloxacina (Tabela 4). O

peptideo TSAP-1 ndo apresentou resultados MIC e MBC contra nenhuma das linhagens na
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concentracdo maxima testada (73 pM). Em contraste, os analogos butylatus-1 e -2
apresentaram CIMs e CBMs de 5,3 e 43,1 UM, respectivamente, contra E. coli ATCC 25922.
Nos testes realizados com butylatus-1 e -2 contra E. coli KpC+ 001812446, eles nao
apresentaram resultados de MIC e MBC até 85,2 e 86,3 UM, respectivamente. No entanto,
butylatus-3 apresentou resultados satisfatérios de CIM e CBM a 39,6 uM. Além disso,
guando avaliados contra bactéria Gram-positiva, E. faecalis ATCC 19433, butylatus-1 e -2
apresentaram resultados satisfatorios de CIM e CBM em 5,3 e 43,1 UM, respectivamente. Em
contraste, TSAP-1 e butylatus-3 foram ineficazes contra E. faecalis ATCC 19433, até a maior
concentracdo testada (Tabela 4). Esta seletividade de butylatus-1 e -2 para E. coli ATCC
25922 e E. faecalis ATCC 19433, e do butylatus-3 para E. coli KpC+ 001812446 poderia ser
explicada devido a distribuicdo de carga ao longo da hélice e sua estrutura imperfeitamente
anfipatica. Estudos anteriores sugeriram que uma anfipacidade imperfeita de um peptideo a-
helicoidal aumenta a seletividade do peptideo para algumas bactérias patogénicas
(MIHAJLOVIC; LAZARIDIS, 2012).

Por fim, nenhum dos peptideos (parentais e andlogos) foi capaz de inibir as linhagens
de A. baumannii 003326263, K. pneumonie KpC+ 002210477 e P. aeruginosa ATCC 27853
nas concentracdes maximas testadas. De acordo com lli¢ et al., (2013), foi demonstrado que
alguns tipos de PAM, como adepantinas (ADP1-7), possuem um indice de seletividade muito
alto para E. coli quando comparado com outras bactérias Gram-negativas. Além disso, uma
diminuicdo no crescimento de algumas bactérias especificas, principalmente contra linhagem
de E. coli, pode ser observado quando peptideos sintéticos com a faixa de fenilalanina e lisina
foram testados (SU et al., 2017).
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Tabela 4 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), *Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Ensaio Hemolitico obtidas usando TsAP-1 e seus analogos
butylatus-1(B1), -2 (B2) e -3 (B3), testados em modelos especificos de microrganismos e de atividade hemolitica com eritrdcitos de murinos. (>) Todas as
concentracOes testadas até este valor ndo apresentaram CIM.

TsAP-1 Bl B2 B3
Bactérias MIC (uM)
A. baumannii 003326263 >73 >85.2 > 86.3 >79.3
E. coli ATCC 25922 >73 *5.3 *43.1 >79.3
E. coli KpC+ 001812446 >73 >85.2 > 86.3 *39.6
K. pneumoniae KpC+ 002210477 >73 >85.2 > 86.3 >79.3
P. aeruginosa ATCC 27853 >73 >85.2 > 86.3 >79.3
E. faecalis ATCC 19433 >73 *5.3 *43.1 >79.3
Células de Mamiferos (ol
Eritrdcitos >73 >85.2 43.1 >79.3

Fonte: Autor.
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TsAP-1, butylatus-1 e -3 ndo apresentaram atividade hemolitica contra eritrécitos de
camundongos até a maxima concentracao utilizada nos bioensaios. Além disso, o butylatus-2
apresentou 100% de hemdlise contra os eritrocitos dos ratos na concentracdo de 43,1 uM
(Tabela 4). Desse modo, outros peptideos andlogos derivados de TsAP-1 e TsAP-2, tais como
TsAP-S1 e TsAP-S2 também foram ativos contra os patdgenos humanos, porém com o0
aumento do momento hidrofobico e da carga liquida pode se observar aumento na sua taxa de
hemdlise, bem como ocorrido com butylatus-2 (CARDOSO, MARLON H. et al., 2016; GUO
et al., 2013).Embora seja conhecido que o aumento da natureza anfipéatica de um peptideo,
quer seja, aumentando o momento hidrofébico e/ou aumento da carga liquida positiva, pode
levar a0 aumento da sua poténcia antimicrobiana, contudo, também pode resultar num
aumento da citotoxicidade para células eucarioticas. Assim, poder-se-ia explicar o aumento da
atividade hemolitica para o butylatus-2 e a auséncia de hemdlise para os demais (KIM; CHA,
2010).

Um dos principais desafios é o desenvolvimento de PAM que permeabilizam as
membranas bacterianas com seletividade e, portanto, excluem os potenciais efeitos citotoxicos
nas células eucaridticas (MAHLAPUU et al., 2016; REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004).
Em resumo, a inser¢édo de trincas de alaninas ao final das sequencias, juntamente com a alta
incidéncia de residuos de aminodcidos hidrofobicos e a presenca de residuos polares
carregados positivamente, convertem os peptideos andlogos butylatus em moléculas
anfipaticas com atividade antibacteriana seletiva. Os peptideos butylatus apresentam
vantagens potenciais sobre os antibidticos convencionais, contudo, devido ao alto potencial de
acdo do butylatus-1 em baixas doses, e ainda sim ndo apresentando hemdlise em nenhuma das
concentragOes testadas, destacou-se como excelente candidato no tratamento e
desenvolvimento de uma nova alternativa contra infec¢bes nosocomiais. Essas caracteristicas
sdo relevantes para a producdo em larga escala de farmacos, uma vez que peptideos mais
eficazes terdo menores custos de producgdo e, portanto, a relacdo custo-beneficio do produto

final é mais atrativa para o marketing do produto.
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6. CONCLUSOES

A compreensdo da estabilidade estrutural dos peptideos butylatus-1, -2 e -3 e a
preferéncia conformacional em nivel molecular em um ambiente hidrofébico podem levar a
avancos no desenvolvimento de novos medicamentos e terapias para o tratamento de
infeccdes hispitalares. Os cuidados a satde se tornaram um sério desafio, devido & alta taxa de
resisténcia bacteriana nos hospitais e as necessidades urgentes de novos compostos para tratar
essas doencas. Considerando o comportamento fisico-quimico dos peptideos projetados
racionalmente e sua relacdo com as atividades in vitro, é possivel afirmar que estes peptideos
sdo candidatos a futuros produtos antibacterianos. Apesar dos dados relatados sobre o bom
desempenho desses peptideos, butylatus-1e -3 se destacaram devido apresentarem potencial
de acdo em baixas dosagens e ndo apresentar atividade hemolitica em nenhuma das
concentracéo testada, em especial o butylatus-3 por ter agdo contra uma linhagem resistente a
antibidticos, sendo assim considerados potenciais candidatos no desenvolvimento de novas

alternativas contra infeccdes causadas por bactérias patogénicas.
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