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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Considerando a resisténcia a antimicrobianos um problema de saude global,
este trabalho tem impacto cientifico direto através do desenvolvimento de peptideos
como possivel tratamento para a resisténcia aos antimicrobianos e como direcionador
para o desenvolvimento de pesquisas e melhorias nesta area. Com o avango das
pesquisas, 0 uso de peptideos antimicrobianos como tratamento de doengas gera
impacto econdmico através da producgao e distribuicdo de novos medicamentos mais
eficientes e de menor custo, acarretando também em um impacto social pela
diminuicao dos efeitos colaterais e da resisténcia, aumentando a possibilidade de cura
e melhora da qualidade de vida. Assim, estre trabalho esta diretamente relacionado,
com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU no Brasil 3, 9 e 14,
sendo inovagdo no tratamento de infecgdes bacterianas melhorando a saude e

diminuindo a quantidade de residuos farmacoldgicos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Considering antimicrobial resistance a global health problem, this work has a
direct scientific impact through the development of peptides as a possible solution for
new antimicrobials and as a driver for research and improvements in this area. With
the advancement of research, the use of antimicrobial peptides as a treatment for
diseases generates economic impact through the production and distribution of new,
more efficient, and lower-cost drugs, also resulting in a social impact by reducing side
effects and resistance, increasing the possibility of cure and improving quality of life.
Thus, this work is directly related to the UN Sustainable Development Goals (SDGs)
in Brazil 3, 9 and 14, being innovative in the treatment of bacterial infections, improving

health and reducing the amount of pharmacological waste.
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RESUMO

A resisténcia a antimicrobianos é um processo natural que ocorre com a
evolucdo de microrganismos; entretanto o uso incorreto e indiscriminado de
antibidticos tem causado aumento exponencial no numero de casos, sendo
considerado pela OMS como uma das 10 principais ameacgas a saude global desde
2019. Neste ambito as bactérias ESKAPE se destacam como as maiores causadoras
de infecgdes bacterianas multirresistentes com elevada taxa de mortalidade e
dificuldade de tratamentos eficientes. O cenario atual da multirresisténcia gera a
urgente necessidade de alternativas terapéuticas aos antibiéticos convencionais, e
neste contexto, os peptideos antimicrobianos (PAMs) surgem como candidatos
promissores devido a sua natureza catidnica, carater anfipatico e interacéo seletiva
com membranas bacterianas. Estes peptideos sédo provenientes de fontes naturais
como plantas, bactérias e animais, sendo os peptideos derivados de miotoxinas de
serpentes um dos grupos mais abundantes. Este trabalho aborda a sintese e
avaliacdo do potencial antimicrobiano de peptideos diméricos derivados da regiao C-
terminal de miotoxinas de serpentes do tipo Lys*°® fosfolipase Az, tendo como principal
objetivo a otimizagao da sintese e boa atividade antimicrobiana. Neste trabalho, os
peptideos sao dimeros analogos ao peptideo (p-BthTX-1)2K e foram obtidos através
da Sintese de Peptideos em Fase Sdlida, utilizando um residuo de lisina na porgao C-
terminal para a obtencgao do dimero, seguida de purificagdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia e confirmacdo do material obtido por espectrometria de massas. A
atividade antimicrobiana foi avaliada por meio da determinagdo das concentragdes
inibitéria minima e bactericida minima frente as bactérias ESKAPE, além da avaliagao
da atividade antifungica. Também foram realizados ensaios de atividade hemolitica
em eritrocitos humanos e MTT em linhagens celulares em busca da determinacéo da
toxicidade dos peptideos, estabilidade em soro sanguineo para avaliagdo da
degradagao frente as proteases e permeabilizacdo de vesiculas, mimetizando a
interacao dos peptideos com a membrana celular como possivel mecanismo de agao,
além da espectroscopia de dicroismo circular e fluorescéncia com variagao de
temperatura para determinacdo da estrutura secundaria e possiveis mudancas
conformacionais pela degradacao dos peptideos. Os resultados obtidos indicaram que
os peptideos diméricos apresentam atividade antimicrobiana significativa, seletiva
para determinadas cepas, com baixa citotoxicidade nas concentragcdes avaliadas e

sem toxicidade na atividade hemolitica, além de comportamento concentragao-



dependente na permeabilizagdo de vesiculas, sugerindo atuagido interna apds a
permeabilizacdo da membrana celular como possivel mecanismo de agdo. Assim, os
peptideos derivados da regido C-terminal de miotoxinas de serpentes apresentam
carater promissor para o desenvolvimento de novos farmacos com atividade
antimicrobiana, com foco nas bactérias onde os peptideos LC2202 e LC2203
apresentaram melhores resultados de inibigdo, contribuindo para o avango na
producao de novos farmacos e no desenvolvimento de novos peptideos com potencial

antimicrobiano.

Palavras-chave: peptideos; peptideos antimicrobianos; dimeros; peptideos sintese;

biotecnologia.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is an inherent property of microorganisms that occur as
a result of their evolutionary adaptation to antimicrobial agents. However, the incorrect
and indiscriminate use of antibiotics has caused an exponential increase in the number
of cases and has been considered by the WHO as one of the 10 main threats to global
health since 2019. In this context, ESKAPE bacteria are a prominent cause of
multidrug-resistant bacterial infections, which are associated with high mortality rates
and the challenge of identifying effective treatments. The present context of multidrug
resistance necessitates the development of therapeutic alternatives to conventional
antibiotics and in this regard, antimicrobial peptides (AMPs) have emerged as a
promising therapeutic option due to their cationic nature, amphipathic character, and
selective interaction with bacterial membranes. These peptides are derived from
natural sources, including plants, bacteria, and animals, with peptides derived from
shake myotoxins representing one of the most abundant groups. This work addresses
the synthesis and evaluation of the antimicrobial potential of dimeric peptides derived
from the C-terminal region of Lys*® phospholipase A2 snake myotoxins, with the main
objective of optimizing synthesis and good antimicrobial activity. In this study, the
peptides are dimers analogous to the peptide (p-BthTX-l)2K. These peptides were
obtained through Solid Phase Peptide Synthesis, using a lysine residue in the C-
terminal portion to obtain the dimer. The peptides were then purified by high-
performance liquid chromatography and confirmed by mass spectrometry.
Antimicrobial activity was evaluated by determining the minimum inhibitory and
minimum bactericidal concentrations against ESKAPE bacteria, in addition to
evaluating antifungal activity. Hemolytic activity assays were also performed on human
erythrocytes and MTT on cell lines to determine the toxicity of the peptides, stability in
blood serum to evaluate degradation against proteases and vesicle permeabilization,
mimicking the interaction of peptides with the cell membrane as a possible mechanism
of action, in addition to circular dichroism spectroscopy and fluorescence with
temperature variation to determine the secondary structure and possible
conformational changes due to peptide degradation. Results obtained indicated that
dimeric peptides have significant antimicrobial activity, selective for certain strains, with
low cytotoxicity at the concentrations evaluated and no toxicity in hemolytic activity, in
addition to concentration-dependent behavior in vesicle permeabilization, suggesting

internal action after cell membrane permeabilization as a possible mechanism of



action. Consequently, peptides derived from the C-terminal region of snake myotoxins
demonstrate considerable potential for the development of novel antimicrobial drugs,
specifically for bacteria where peptides LC2202 and LC2203 exhibited the most
pronounced inhibition results, thereby contributing to advancements in the production

of new drugs and the development of new peptides with antimicrobial potential.

Keywords: peptides; antimicrobial cationic peptides; dimers; peptides synthesis;

biotechnology.
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1.INTRODUGCAO
1.1 ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA MICROBIANA

Antimicrobianos (como antibiéticos, antifungicos e outros) sdo medicamentos
utilizados para tratamento e prevencéo de doengas microbianas em humanos, animais
e, até mesmo, em plantas. A resisténcia a essa classe € um processo natural
desenvolvido ao longo do tempo com a evolugao de bactérias, fungos e protozoarios,
principalmente por alteragbes genéticas desses microrganismos. O crescimento
anormal e descontrolado causado, especialmente, por conta do uso inadequado e
indiscriminado dos antimicrobianos na area da saude, na agropecuaria, pela falta de
acesso a saneamento basico e pela industria alimenticia, ocasiona o surgimento
acelerado de bactérias e outros organismos multirresistentes, desencadeando um
problema grave de saude publica global (Tang; Millar; Moore, 2023). Esse fenbmeno
compromete a eficacia dos tratamentos com antimicrobianos convencionais,
tornando-os pouco ou nada eficientes e fazendo com que o niumero de casos graves
e de mortes por este motivo aumente exponencialmente. Desde 2019, a resisténcia a
antimicrobianos é tratada pela OMS como uma das dez principais ameacgas a saude
no mundo, principalmente em paises menos desenvolvidos, sendo uma das trés
maiores prioridades nos tratamentos de saude global, causando em meédia 1,27
milhdes de mortes mundialmente (OMS, 2023; Golli et al., 2025).

Durante a pandemia de COVID-19 e apds este periodo, principalmente pelo uso
exagerado, e muitas vezes desnecessario, de antibidticos, a resisténcia a
antimicrobianos se tornou uma questao ainda mais preocupante com a incidéncia de
novas bactérias multirresistentes, infeccbes bacterianas mais resistentes que as
anteriores e mais dificeis de serem tratadas com os medicamentos convencionais ja
conhecidos (Das; Gladston; Silvanose, 2023). Também neste periodo, foram relatadas
como maiores causadoras de sepse e altos niveis de mortalidade as Enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos (CRE) e cepas de Acinetobacter baumannii (Golli et
al., 2025). Um estudo global de 2022 do The Lancet estimou que 7,7 milhdes de
mortes em 2019 estavam associadas a infecgdes bacterianas e, destas, cerca de
54,9% estao associadas a seis patdgenos: Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumonia, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e,
posteriormente, Acinetobacter baumannii (Murray et al., 2022). Estes patégenos
pertencem a um grupo de bactérias conhecido como ESKAPE (Enterococcus faecium,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
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Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp), acrébnimo para as primeiras bactérias
identificadas como multirresistentes, que “escapam” da agao dos medicamentos. Este
grupo € o maior causador das infecgdes bacterianas conhecidas atualmente e possui
dentre suas linhagens, cepas multirresistentes que estio listadas pela OMS como
principais patdgenos de multirresisténcia (Bicho et al., 2024). Além destas, algumas
classificagdes atuais também incluem a Escherichia coli como pertencente ao grupo
(Li et al., 2025). Dentre as ESKAPE, encontram-se as bactérias gram-negativas
citadas no estudo de 2022 do The Lancet (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e A.
baumannii), elencadas como mais incidentes nas infec¢gdes hospitalares graves ao
redor do mundo entre 2019 e 2021 em um estudo realizado pela EUROBACT-2, sendo
estas também, com maior dificuldade de resultados para os tratamentos disponiveis
(Golli et al., 2025).

Em consequéncia do aumento da resisténcia a antimicrobianos, desde 2022
infeccbes bacterianas consideradas comuns (como ISTs, sepse, infecgdes do trato
urinario) ja sao notificadas pela OMS com altas taxas de resisténcia aos tratamentos
com antibidticos usuais, resultando em cerca de 700 mil mortes por ano de infecgbes
causadas por microrganismos multirresistentes (Lata et al., 2023). Neste cenario,
estima-se que, se nada for feito, até 2050 o numero de mortes chegara a 10 milhdes
por ano, gerando um custo de aproximadamente U$100 trilhdes (OMS, 2023).

Para frear os possiveis danos a saude global, a OMS em parceria com as Nagdes
Unidas e outras organizagdes, estabeleceram protocolos e metas a serem realizadas
para contengcao e monitoramento dos usos de antibiéticos, além de planos de controle
especificos que cada pais devera implementar. Contudo, ainda se faz necessario
investimentos em pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos que supram
as necessidades para o tratamento dos crescentes quadros de resisténcias (Tang;
Millar; Moore, 2023).

Tendo em vista que nenhuma classe de antibidticos apresentou evolugado nos
ultimos 25 anos e que para se obter resultados um pouco melhores com relagao a
resisténcia a antimicrobianos nos tratamentos atuais € necessario combinar
medicamentos (Wang et al., 2022), a comunidade cientifica busca solugbes para as
terapias e cura das infecgdes causadas por microrganismos resistentes. As industrias
privadas e instituicdes publicas prezam por alternativas modernas, com estrutura e
mecanismos de acado bem definidos e, principalmente, que possuam alta

biocompatibilidade com o hospedeiro. Mas também € essencial que sejam estratégias
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baratas e que nao se tornem facilmente obsoletas. Tendo estes critérios em vista, os
peptideos surgem como pesquisa promissora no campo de antimicrobianos (Lata et
al., 2023).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs), que se destacam por sua grande
biodisponibilidade, possibilidade de sintese facilitada, custo reduzido e pelo amplo
espectro de acao, incluindo bactérias gram-negativas e gram-positivas, virus, fungos
e parasitas. Além dos mecanismos de agao eficientes, ja conhecidos e estudados que

minimizam a chance de resisténcia (Mazurkiewicz-Pisarek; Baran; Ciach, 2023).

1.2 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo geralmente compostos por 10 a 50
residuos de aminoacidos (Hsu et al., 2024) e classificados de acordo com sua
estrutura, sequéncia ou mecanismo de agdo. Sao divididos em quatro grupos,
segundo suas caracteristicas estruturais: PAMs a-helicoidais, PAMs de folha-3
(geralmente ricos em leucina, alanina, glicina e lisina), PAMs de estrutura ag e PAMs
com estruturas estendidas ou ndo-af (ricos em glicina, prolina e triptofano) (Hafeez et
al., 2021). Geralmente, os PAMs sao catidnicos (cargas de +2 a +13), o que permite
sua melhor interacdo com a membrana celular de bactérias. Sao anfifilicos, soluveis
em agua, com baixo peso molecular e geralmente possuem alta resisténcia a
temperatura e baixa toxicidade em células eucariéticas (Luo; Song, 2021). A classe
de PAMs mais amplamente encontrada sao os a-hélice catiénicos, que atuam através
das interagdes eletrostaticas. A relacado estrutura-atividade dos PAMs mostrou que
propriedades como estrutura secundaria, carga, anfipaticidade e hidrofobicidade sao
de extrema importancia para a atividade biolégica (Chen; Jiang, 2023). Possuem
mecanismos de agdo variados, podendo ser divididos em dois grandes grupos:
mecanismos de morte direta e mecanismos de imuno modulagdo. Os mecanismos de
morte direta sdo mais comumente observados, agindo diretamente no rompimento da
membrana ou permeando-a através de interagdes eletrostaticas de forma a interagir
com o conteudo intracelular (Kumar; Kizhakkedathu; Straus, 2018).

Os peptideos antimicrobianos podem ser derivados de seres procaridticos e
eucaridticos, como bactérias, insetos, répteis e mamiferos, e possuem um amplo
espectro de acdo, sendo usados como bactericidas, antitumorais, antivirais,
antifungicos, para imuno modulacédo e até mesmo parar prevenir formacéo de
biofilmes (Hafeez et al., 2021).
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Os peptideos estudados neste trabalho, especificamente, sdo derivados de

venenos de serpentes.

1.3 FOSFOLIPASE A2 LYS* E PEPTIDEOS DERIVADOS

Aproximadamente 90% das moléculas presentes nos venenos de serpentes sao
proteinas, como as fosfolipases A2, metaloproteases, serino-proteases, desintegrinas,
entre outras (Tasoulis; Isbister, 2017). Dentre elas, a familia das Fosfolipase A2 (PLA2)
vem sendo amplamente estudada, principalmente por suas diferentes funcdes e
estruturas apresentadas. Sua isoforma principal tem atividade catalitica e possui a
capacidade de hidrolisar a ligagao éster da posicao sn-2 dos fosfolipideos, formando
moléculas de acidos graxos e lisofosfolipideos (Khan; llies, 2023). Entretanto, as PLA2
sdo divididas em 16 grupos com estruturas e atividades distintas, presentes em
espécies diferentes e subdivididas ainda em 6 familias de acordo com a localizagao,
funcdes fisioldgicas e especificidade do substrato (PLA2 secretada, PLA2 citosdlica,
PLA2 Ca2+ independente, PLA2 PAF-acetilhidrolase, PLA2 lisossomal) (Lomonte,
2023).

As Fosfolipase Az secretada se dividem em subgrupos, sendo os grupos PLA2 |A
e PLA: IIA encontrados principalmente em venenos de serpentes (Khan; llies, 2023).
Este segundo grupo € subdividido em outros de acordo com 0 aminoacido encontrado
na posicdo 49 da proteina, podendo ser eles: Asp#?, Lys*?, Arg*®, Ser?9, Asn*® e GIn*®
(Lomonte, 2023). No entanto, os dois tipos mais comuns sdo PLA2 Asp*, onde a
posigcao 49 é ocupada por um residuo de Aspartato e apresenta importante atividade
catalitica, e seu homologo, presente apenas em serpentes da familia Viperidae, PLA2
Lys*® que, apesar de ndo apresentar atividade enzimatica, tem fungdo citotoxica,
miotoxica e efeitos antibacterianos e antifungicos (Santos-Filho et al., 2015).

Em alguns estudos, segmentos de proteinas homologas a Lys*? foram analisadas
e identificou-se uma regido proxima ao C-terminal responsavel pela atividade
miotdxica e antimicrobiana (Lomonte et al., 1994). De acordo com Santos-Filho et at.,
2015, o que torna essa regiao responsavel por grande parte da atividade
antimicrobiana é a formagdo de dimero que ocorre naturalmente nos residuos de
cisteina devido a formacao de pontes dissulfeto; visto que os monémeros
correspondentes apresentavam menor atividade.

Diante disso, novos peptideos foram sintetizados baseando-se nas miotoxinas de

serpentes de PLA2 Lys*%, com o objetivo de estudar suas fungdes antimicrobianas e,
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principalmente, melhorar a toxicidade, seletividade e encurtar a sequéncia de
aminoacidos, facilitando a sintese e comercializagdo da molécula. Neste cenario,
peptideos analogos (possuem mesma fungdo sem possuirem a mesma origem),
desenvolvidos através do design racional de moléculas, com modificagdes nos
aminoacidos da sequéncia ou na quantidade de residuos da cadeia peptidica foram
sintetizados e testados pelo grupo, a fim de encontrar novas moléculas com potencial

antimicrobiano que sejam promissoras.

1.4 PEPTIDEOS ANALOGOS

Derivado da regido C-terminal da Bothropstoxina-l, Santos-Filho et. al. (2015)
sintetizou o peptideo p-Bthtx-l e outros trés analogos [(p-BthTX-I)2, p-(Ser'")-BthTX-
I(COQO) e p-(Ser™)-BthTX I(CONH2)] (Tabela 1) para avaliar o efeito da dimerizagao
na atividade antimicrobiana. Um dos peptideos foi dimerizado pela oxidacdo da
cisteina e outros dois monémeros foram sintetizados substituindo a molécula de
cisteina da sequéncia por um residuo de serina, sendo um peptideo de C-terminal
amidado e outro de carboxila livre na mesma regido. O principal objetivo era avaliar o
efeito da dimerizagao do peptideo na atividade antimicrobiana contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, que foi comprovado quando esta mostrou-se aumentada
para o dimero e minimizada para os peptideos p-(Ser'")-BthTX-I(COO") e p-(Ser'")-
BthTX [(CONH2) (Tabela 2). A hipotese era de que a dimerizac&o seria de extrema
importédncia para a atividade do peptideo p-Bthtx-l e que as concentragbes
bactericidas apresentadas por ele, sdo derivadas da dimerizagao do préprio peptideo

em meio de cultura.

Tabela 1. Caracteristicas dos peptideos: sintese e purificagao.

Peptideo Sequéncia Tempo de Massa
Retencgao (min) (Da)

p-(Ser'(-BthTX-1(COO") KKYRYHLKPFSKK 8,26 1723,1

[p-(Ser')-BthTX-I(CONH2)] KKYRYHLKPFSKK-NH, 8,19 1723,0

p-BthTX-I KKYRYHLKPFCKK 8,55 1739,1

(p-BthTX-1)2 (KKYRYHLKPFCKK)2 9,18 3476,2

Fonte: Adaptado de Santos-Filho et. al. (2015)
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Tabela 2. Atividade biolégica dos quatro peptideos utilizados no estudo. Os valores de concentragdes
apresentados se referem a concentragao inibitéria minima (CIM) (CIM) para a cepas E. coli, S. aureus
e C. albicans, a concentragéo responsavel por produzir 50% de hemdlise (HCso), a média geométrica
das concentragtes de CIM (GM) e o indice terapéutico, calculado pela razdo da HCso sobre a GM (TI).

Linhagens CIM (umol/L)
p-(Ser')-BthTX-I(COO")  [p-(Ser'")-BthTX-I(CONH2)] p-BthTX-l  (p-BthTX-I)2
E. coli 128 128 16 4
S. aureus >128 >128 64 32
C. albicans >128 >128 >128 >128
HCso >128 >128 >128 >128
GM >128 >128 40 18
TI nd nd 6,4 28,4

Fonte: Adaptado de Santos-Filho et. al. (2015)
*nd: nao determinado. Para as amostras que nao apresentaram hemolise, foi utilizada

concentragao de 256 umol/L para o calculo do TI.

Ainda neste estudo, o peptideo na forma monomeérica foi incubado por 24 horas
no mesmo meio de cultura utilizado para os ensaios antimicrobianos e em poucos
minutos ja foi possivel observar a formacédo dos primeiros dimeros. Apés 6 horas
quase todos os mondmeros haviam dimerizado e esta condicdo se manteve apods as
24 horas, indicando que a forma dimerizada € a maior responsavel pela atividade

antimicrobiana observada (Figura 1).
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Figura 1. Perfil cromatografico em HPLC analitico (A, B) e LCMS (C, D) da dimerizagao do
peptideo p-BthTX-I pela oxidagao dos residuos de cisteina. O peptideo foi diluido em
tampao contendo 0,1 M de bicarbonato de amonio sob agitagédo por 24 h. Para avaliar a
possibilidade de dimerizagdo em meio de cultura, a solugao utilizada foi meio MHB pH 7,2 e
a solugéo estoque de peptideo em concentragado de 1 mg/mL foi incubada por 24 h a 37°C.

Fonte: Santos-Filho et. al. (2015)
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Além disso, a espectroscopia de dicroismo circular mostrou que os peptideos p-
BthTX-I e (p-BthTX-I)2 ndo apresentam estrutura secundaria definida em nenhum dos
ambientes avaliados: tampao PBS, miméticos de membrana celular (LPC e POPC) e
indutor de estruturacéo (TFE). O ensaio de fluorescéncia mostrou que o peptideo (p-
BthTX-1)2 se mantem estavel com a variagado da concentracao de LPC, sugerindo que
seu mecanismo de a¢ao nao seja atraves da membrana celular, visto a baixa interagao
observada. Também neste trabalho, ndo foi observada atividade contra C. albicans e
nem toxicidade contra células humanas, demonstrando possivel especificidade para

células procaridticas (Figura 2).
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Figura 2. Espectro de dicroismo circular dos peptideos A) p-BthTX-I e B) (p-BthTX-1)2 em
diferentes solugdes. C) Ensaio de permeabilizagdo em vesicula do monémero e dimero em
diferentes concentragdes para os lipideos POPC:POPG (95:5%) e POPE:POPG (80:20%). D)
Espectro de fluorescéncia para o dimero (p-BthTX-l)2 em diferentes concentragdes de LPC.

Fonte: Santos-Filho et. al. (2015)

Um estudo posterior publicado por Santos-Filho et al. (2017) observou através de
ensaios de degradacdo em soro sanguineo dos peptideos p-BthTX-l e (p-BthTX-I)2
que ambos apresentaram degradagéo acelerada nos primeiros 30 minutos (Figura 3).
A espectrometria de massas confirmou que os produtos de degradacado formados
continham duas, trés e quatro lisinas a menos na sequéncia, entretanto, um pico muito

semelhante nos dois cromatogramas em 7,5 minutos, sugeriu a formagdo de um
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mesmo produto de degradacgao para ambos os peptideos. Apds os 120 minutos
decorridos, apenas o produto contendo quatro residuos de lisina a menos foi

observado, o mesmo com tempo de retengdo idéntico para os dois peptideos

analisados.
0.9
A B —— (p-BthTX),
— (p-BthTX-l), after Oh
28 —— (p-BthTX-l), after 30 min
— p-BthTX4
"; oo PO —— (p-BthTX-), after 1h
<o —— p-BthTXd after 30 min < Serum
2z — p-BthTXd after 1h p-al I I A —
2 Serum 2 T
< <04 EOAl
............... A
% |
g R\
: : I
A RBUOWAIRY
: - T 0.0 Y= = B e o -,
6.3 7.0 7.7 7.0 77
Time (min)

Time (min)
Figura 3. Perfis de estabilidade em soro sanguineo dos peptideos A) p-BthTX-I e B) (p-BthTX-I1)2
nos tempos indicados. Os perfis foram obtidos em HPLC analitico com coluna C18 de fase reversa,
com método de 5-95% de solugédo B em 15 min, fluxo de 1 mL/min e detec¢cdo em 220 nm. Solugéo
A: 0,045% de TFA em H20 ultrapura. Solugao B: 0,036% de TFA em acetonitrila.
Fonte: Santos-Filho et. al. (2017)

Para que fosse possivel identificar os residuos degradados, o peptideo (p-BthTX-
[)2 e outros quatro foram sintetizados e dimerizados por ligagdes dissulfeto seguidas
da oxidagdo por ar: des-Lys'-(p-BthTX-l)2, des-Lys'?Lys'3-(p-BthTX-l)2, des-
Lys' Lys?-(p-BthTX-I)2 e des-Lys'-(p-BthTX-I)2 (Tabela 3). Através de novo ensaio de
degradagdao em soro foi possivel comparar os tempos de retengcdo dos peptideos
sintetizados e dos perfis cromatograficos dos produtos de degradagcao, que,
juntamente com a espectrometria de massas, confirmou que o produto estavel era o

peptideo sem os quatro residuos de lisina na regido C-terminal (des-Lys'?,Lys"3-(p-

BthTX-1)2) (Figura 4).
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Tabela 3. Caracteristicas dos peptideos sintetizados no estudo. Os valores de tempos de retengéo
foram obtidos em HPLC analitico com coluna C18 em fase reversa, método de 5-95% de solucéo B
em 30 min, com fluxo de 1,0 mL/min e detecgdo em 220 nm. Solugéo A: 0,045% de TFA em H20

ultrapura. Solucéo B: 0,036% de TFA em acetonitrila.
Tempo de

Peptideo Sequéncia Retencdo* (min) Massa (Da)
(p-BthTX-1)2 KKYRYHLKPFCKK 9,18 3476,2
des-Lys'3-(p-BthTX-I)2 KKYRYHLKPFCK - 10,91 3219,9
des-Lys'?,Lys'3-(p-BthTX-I)2 KKYRYHLKPFC - - 11,35 2963,6
des-Lys',Lys2-(p-BthTX-I)2 --YRYHLKPFCKK 10,87 3219,9
des-Lys'-(p-BthTX-I)2 - KYRYHLKPFCKK 10,69 2963,6

Fonte: Adaptado de Santos-Filho et. al. (2017)
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Figura 4. Cromatograma comparando os perfis de degradagcao em soro sanguineo do peptideo (p-
BthTX-1)2com os perfis cromatograficos dos peptideos sintetizados des-Lys’,Lys?-(p-BthTX-I)z e
des-Lys'?,Lys'3-(p-BthTX-I)2. Os perfis foram obtidos em HPLC analitico com coluna C18 de fase
reversa, método de 5-95% de solugdo B em 30 min, com fluxo de 1,0 mL/min e detecgdo em 220

nm. Solugao A: 0,045% de TFA em H20 ultrapura. Solugéo B: 0,036% de TFA em acetonitrila.
Fonte: Santos-Filho et. al. (2017)

*A caixa pontilhada indica o perfil cromatografico do peptideo des-Lys'? Lys"3-(p-BthTX-l); e o
produto de degradacao estavel obtido apés 3 h.

Os peptideos sintetizados foram avaliados quanto sua atividade antibacteriana e
antifingica (Tabela 4) e os peptideos (p-BthTX-I), seu dimero e o peptideo des-Lys'?,
Lys™3-(p-BthTX-I)2 foram testados também para outras cepas multirresistentes, onde,
em alguns casos, o peptideo proveniente do produto de degradagdo apresentou
melhores resultados (Tabela 5). Além disso, o estudo também avaliou a capacidade
dos dois peptideos diméricos ((p-BthTX-I)2 e des-Lys'?, Lys'3-(p-BthTX-I)2 de erradicar
biofilmes de S. epidermidis e o ensaio de time-kill com a mesma bactéria foi conduzido

para confirmar a acao bactericida dos dimeros. Nos dois casos, o dimero e o produto
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de degradacdo apresentaram atividade bactericida em concentragcbes muito

semelhantes.

Tabela 4. Atividade biolégica dos peptideos sintetizados. Os valores de concentragdes apresentados
se referem a concentragao inibitéria minima (CIM) para as cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans.
HCso refere-se a concentracéo responsavel por produzir 50% de hemdlise.

CIM (pM)

Linhagem (p-BthTX-1) des-Lys"s3- des-Lys™?,Lys'- des-Lys',Lys>  des-Lys'-(p-
P > (p-BthTX-I) (p-BthTX-1)2 (p-BthTX-1)2 BthTX-I)2
E. coli 4 32 16 64 16
S. aureus 64 128 128 64 128
C. albicans >128 >128 >128 >128 >128
HCso >128 >128 >128 >128 >128

Fonte: Adaptado de Santos-Filho et. al. (2017)

Tabela 5. Atividade biolégica dos peptideos (p-BthTX-1)2 e des-Lys'2,Lys'3-(p-BthTX-I)2. Os valores
referem-se a concentragéo bactericida minima (CIM) e a concentragdo inibitéria minima (CBM).

Linhagem p-BthTX-l (p-BthTX-I), des-Lys'? Lys"3-(p-BthTX-l),
bacteriana CM(uM) CBM (M) CIM M) CBM (uM) CIM (pM) CBM (M)
S. epidermidis
ATCC35984 128 512 16 64 32 32
S. aureus
ATCC25923 >512 N.D. 512 512 128 256
S. aureus SA16 512 512 >512/256’ 512 128 128
S. aureus SA33 512/>512’ >512 256/512° 512 128 256
S. aureus SA88 512 >512 256 256 256 512
S. aureus SA90 512/>512’ 512 128 256 128/512’ 512/512°
E. faecium VRE16 128 >512 32 >512 16 64
E. faecium HSJRP8 32 >512 8 >512 8 32
K. pneumoniae
ATCC700603 >512 N.D. 64 64 128/64 256/128
K. pneumoniae
ATCCBAA1705 >512 N.D. 256 512 32 64
Kpreumoniae 512512 >512 256 512 256 512
E. coli ATCC35218 512 >512 512 512 64 256
E. coli CA4 >512 N.D. 256 512 64 128

Fonte: Adaptado de Santos-Filho et. al. (2017)

*N.D.: ndo determinado

Em estudo subsequente produzido por (Santos-Filho et al., 2021), novas formas
de sintese para os analogos do (p-BthTX-I)2 foram avaliadas, buscando a otimizagao
do tempo de sintese e do custo de producéo, além de avaliar também o efeito da
mudanca na sequéncia de aminoacidos para a atividade do peptideo. Assim, foram
sintetizados outros trés peptideos que tinham a regido C e N-terminal alteradas de
forma que a molécula final fosse ainda o peptideo dimérico.

Para isso, a forma monomérica foi sintetizada (KKYRYHLKPFCKK) e parte da
peptidil-resina foi utilizada para acoplar o residuo de glutamina (Fmoc-Glu-OH) para a
dimerizagao através da regidao N-terminal, visto que este residuo possui dois grupos

carboxilicos (alfa e delta). Para aumentar a estabilidade e atividade, o peptideo
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nomeado E(p-BthTX-I)2 foi ciclizado através da oxidag&o do residuo de cisteina. Ja o
peptideo des-Cys'! Lys'? Lys'3-(p-BthTX-I)2K foi obtido utilizando como primeiro
residuo da regido C-terminal uma lisina Fmoc-Lys(Fmoc)-OH, que possui as aminas
alfa e épsilon desprotegidas, ao invés da Cys'!, permitindo o crescimento simultaneo
de duas cadeias peptidicas, evitando a etapa de oxidagao necessaria para a sintese
que continha cisteina. Este método, além de facilitar o processo de sintese, aumentou
a atividade antibacteriana do peptideo.

Além destes, o peptideo des-Lys'Lys?Cys'", Lys'?Lys"-(p-BthTX-1)2K foi
sintetizado e apresentou atividade bactericida mais baixa que seus analogos (Tabela
6), bem como o peptideo E(p-BthTX-I)2 que ndo apresentou muitas diferengas quando
comparado com o peptideo (p-BthTX-l)2, evidenciando a importancia da presenga das
lisinas nas posi¢gdes um e dois na regido N-terminal da sequéncia peptidica (Figura 5).

Tabela 6. Concentragao inibitéria minima (CIM) e concentragéo bactericida minima (CBM) do
peptideo p-BthTX-l e dos peptideos analogos sintetizados.

_ 1 2 11
des-Lys’,Lys?*Cys"’, des-Cys'!,Lys'? Lys"3-

Linhagem p-BthTX-l E(p-BthTX-l), (Iﬁyri;#%i;:K (p-BthTX-1)2K
bacteriana CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
— (vg/mL) (pg/mL) (ug/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (pg/mL)  (pg/mL)
A'TCPC’B%;”;’L"S 128 >512 128 512 256 512 16 64
f\%‘ggggz?) 512 >512  >512 ND >512 ND 128 256
e 512 >512 512 »512  >512  ND 28 5512
ﬁfféé‘;’g’(};m 512 >512 256 512 128 >512 32 >128
ff’é"’ce;’(%‘é’g)’ge >512 ND  >512 128  >512 ND 256 256
/f'T%OC’;’25922 >512 ND 256 ND 512 512 64 128
A Daumantl >512 ND 512 128 256 512 256 5512
f aeTugos >512 ND 512 ND  >512  ND  >512 ND

Fonte: Adaptado de Santos-Filho et. al. (2021).

*ND: ndo determinado.
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Figura 5. Esquema das sequéncias peptidicas sintetizadas e a variagcao da atividade
antimicrobiana com as mudangas na sequéncia.
Fonte: Santos-Filho et. al. (2021).

O estudo mostrou também que, como seus analogos, o peptideo des-
Cys'" Lys'? Lys'3-(p-BthTX-1)2K ndo apresentou hemdlise significativa em nenhuma
concentragdo testada (1 a 512 yg/mL) (Figura 6), bem como nenhuma ag¢ao na
membrana celular bacteriana e nem apresentou estrutura secundaria definida em

agua, trifluoroetanol (TFE) e lisofosfatidilcolina (LPC) (Figura 7).

100
90 .

54

Hemolysis rate (%)

006012025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 25 512 C+

(KKYRYHLKPF), K (g/mL)

Figura 6. Atividade hemolitica para o peptideo des-Cys'",Lys'?,Lys"3-(p-BthTX-I1)2K. Como
controle positivo para 100% de hemodlise foi utilizado Triton X-100 1%.
Fonte: Santos-Filho et. al. (2021).
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Figura 7. Espectroscopia de dicroismo circular do peptideo des-Cys'!,Lys'2 Lys'3-(p-BthTX-I)2K
com varredura entre 190 e 260 nm para trés solugdes diferentes (H20, LPC, TFE).
Fonte: Santos-Filho et. al. (2021).

Para concluir o estudo, Santos-Filho et. al. (2021) realizou ensaio de Ala Scan
com o andlogo de maior atividade (des-Cys'!,Lys'? Lys'3-(p-BthTX-I)2K) buscando
avaliar se a substituicao de residuos positivos (K, R e H) ou aromaticos (Y e F) afetaria
a atividade antibacteriana observada. Os resultados encontrados confirmaram que
todas as substituicdes apresentaram menor potencial antimicrobiano que o analogo
inicial, indicando que para este peptideo, todo os aminoacidos da sequéncia possuem
papel importante para a atividade.

Semelhante a outros PAMs encontrados na literatura derivados de PLA:2 de
serpentes, o peptideo analogo pC-CoaTX-Il (KKYRIYPKFLCKK), pertencente a regiao
da porgao C-terminal (residuos de 115 a 129) da miotoxina CoaTX-Il de Lys*® PLAz,
tem caracteristicas catidnicas (carga liquida +6) e anfipaticas (hidrofobicidade
estimada +18,33 kcal/mol) como ja bem definido na classe dos PAMs e também
observado no peptideo (p-BthTX-l)2. O peptideo foi identificado, sintetizado e
caracterizado por (Almeida et al., 2018) e possui atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo cepas multirresistentes (Figura
8). Os ensaios in silico realizados no mesmo estudo para elucidar seu mecanismo de
acao mostraram que o peptideo parece atuar na membrana celular bacteriana,
causando a formagdo de poros. As caracteristicas semelhantes e a regido da
miotoxina a qual o peptideo pC-CoaTX-Il pertence (mesma regidao que o peptideo p-

BthTX-l) (Tabela 7) levam a crer que as mesmas caracteristicas observadas e
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melhorias realizadas para o peptideo de Santos-Filho et. al. (2015) podem ser
realizadas para o peptideo pC-CoaTX-Il, buscando aumentar sua atividade e facilitar

sua sintese.

100 - Il S. aureus BEC9393
Il S. aureus rib1
T B P. aeruginosa ATCC

80 - ; ' [_1P. aeruginosa 31NM
r T [JE. coli ATCC

CFU (% Inhibition)

20 -

0 | | || L | |
CoaTx-ll [190.00 9533 47.67 23.83 11.92 5.95|

Peptide concentration (uM)

Figura 8. Avaliagcao da atividade antibacteriana do peptideo pC-CoaTX-Il em comparagédo com a
miotoxina CoaTX-Il (190 uM). Quantificado por espectrofotometria a 595 nm para observar a
capacidade do peptideo de inibir o crescimento bacteriano nas linhagens testadas
Fonte: Almeida et. al. (2018)

Tabela 7. Comparativo das propriedades e sequéncias dos peptideos p-BthTX-I (Santos-Filho et. al.,
2015) e pC-CoaTX-Il (Almeida et. al., 2018). Dadas as semelhancas, espera-se que as mesmas
mudangas realizadas no peptideo p-BthTX-I apresentem resultados semelhantes quando aplicadas
ao pC-CoaTX-ll.

. . Massa Carga Hidrofobicidade
Peptideo Sequéncia i Regido molecular
(g/mol) liquida (kcal/mol)

C-terminal BthTX-I

p-BthTX-I KKYRYHLKPFCKK 1739,1 +6 +18,56
(115 a 129)
C-terminal CoaTx-ll
pC-CoaTX-ll KKYRIYPKFLCKK 1713,0 +6 +18,33
(115 a 129)

Fonte: Adaptado de Almeida et. al. (2018); Santos-Filho et. al. (2015).

A miotoxina BaMtx de Lys*® PLA> presente em serpentes Bothrops atrox, ja
isolada, identificada e caracterizada quanto a sua atividade anticancer por Proledn et
al. (2022), também apresenta em sua regido C-terminal, entre os residuos 115 a 129,
uma sequéncia de aminoacidos semelhante aos peptideos ja citados neste trabalho
(Tabela 8). Entretanto, ainda nao existem estudos publicados que mencionem o
peptideo derivado desta regido da miotoxina BaMtx, limitando assim a comparagao

dos resultados obtidos neste trabalho para esta miotoxina e abrindo espacgo para
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sintese futura deste peptideo como forma de comparagéao e enriquecimento de deste

estudo.

Tabela 8. Comparativo das propriedades dos peptideos p-BthTX-I, pC-CoaTX-Il e da regido
entre os residuos 115 a 129 da miotoxina BaMtx, denominado na tabela como p-BaMtx.

Peptideo Sequéncia Massa (g/mol) Carga liquida

p-BthTX-I KKYRYHLKPFCKK 1739,1 +6
pC-CoaTX-ll KKYRIYPKFLCKK 1713,0 +6

p-BaMtx KKYRYNYLKPFCKK 1879,3* +6*

Fonte: Adaptado de Almeida et. al. (2018); Poledn et. al. (2022); Santos-Filho et. al. (2015);
ProtParam — Expasy (https://web.expasy.org/protparam/).
*A massa molar e carga liquida para p-BaMtx foram obtidas utilizando o software ProtParam
Expasy.

Neste trabalho, os peptideos de interesse sdo derivados das miotoxinas de
Fosfolipase A2 de Lys*°, BaMtx e CoaTX-Il - provenientes de duas serpentes, Bothrops
atrox e Crotalus oreganus abyssus, respectivamente. Tendo como base os resultados
obtidos por Santos-Filho et. al. (2015; 2017; 2021) e levando em conta as
caracteristicas ja observadas na literatura para peptideos antimicrobianos (PAMSs),
este trabalho visa a sintese dos peptideos diméricos analogos ao (p-BthTX-1)2K da
forma descrita por Santos-Filho et. al (2021), substituindo a dimerizacao por cisteina
pela dimerizagdo por lisina. Os analogos das miotoxinas BaMtx e CoaTX-Il serdo
avaliados quanto sua atividade antimicrobiana, toxicidade, estabilidade, estrutura
secundaria e mecanismo de agao na membrana celular bacteriana, a fim de observar
comportamento semelhante ou melhor que os analogos ja caracterizados des-
Cys',Lys'?,Lys™-(p-BthTX-1)2K e pC-CoaTX-Il.


https://web.expasy.org/protparam/
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2. OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo sintetizar os peptideos diméricos analogos as
miotoxinas BaMtx e CoaTX-Il, por Sintese de Peptideos em Fase Solida (SPFS)
através da dimerizacdo por um residuo de lisina (K) a avaliar a atividade
antimicrobiana e toxicidade em células humanas, bem como sua estabilidade,

estrutura secundaria e mecanismo de acgao.

2.10BJETIVO ESPECIFICOS
- Sintetizar os peptideos:
e des-Cys' Lys"’3 Lys'-(BaMtx)K: (KKYRYNYLKPF)2K
e des-Cys' Lys'™ Lys"3-(pC-CoaTxll)2K: (KKYRIYPKFL)2K
- Purificar os peptideos utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE/HPLC);
- Caracterizar o material obtido por Espectrometria de Massas;
- Determinar o potencial antimicrobiano e antifungico através das Concentragdes
Inibitérias Minimas;
- Avaliar a toxicidade em eritrocitos humanos;
- Observar a estabilidade dos peptideos em soro sanguineo;
- Analisar a citotoxicidade dos peptideos em linhagens de células humanas (HEK-
293-T e HaCat);
- Avaliar a agao dos peptideos em membrana celular como possivel mecanismo
de acdo através do ensaio de permeabilizacdo em vesiculas;
- Analisar a estabilidade dos peptideos com a variacdo de temperatura através de
fluorescéncia;
- ldentificar as estruturas secundarias dos peptideos sintetizados por

Espectroscopia de Dicroismo Circular.
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