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RESUMO

A resisténcia aos fA&rmacos com agdo antimicrobiana ja conhecidos € um problema emergente
ao longo dos ultimos anos. De acordo com estimativas, até o ano de 2050 cerca de 10 milhGes
de 6bitos poderdo ocorrer por ano em decorréncia de infec¢bes causadas por microrganismos
resistentes. Nesse sentido se faz necessaria a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes que
possam atuar como antimicrobianos de forma eficaz contra microrganismos resistentes,
destacando-se os peptideos antimicrobianos de ocorréncia natural (PAMS). Peptideos sédo
moléculas versateis, que possuem de dois a dezenas de residuos de aminoacidos menores que
10 KDa, suas funcdes sdo diversas, podendo atuar como hormanios, fatores de crescimento, ou
ainda como mecanismos de defesa, como as toxinas, venenos e antimicrobianos. Os peptideos
antimicrobianos compdem o sistema imune inato de uma ampla gama de organismos, desde
bactérias até mamiferos. Os crustdceos marinhos sdo exemplos de organismos que possuem
peptideos antimicrobianos descritos em literatura. Este trabalho utilizou técnicas integradas de
peptiddmica e ferramentas de bioinformatica para caracterizacdo do peptidoma na hemolinfa
de Litopenaeus vannamei (L. vannamei), além da predicdo in silico de possiveis
antimicrobianos. Foram analisadas 3 corridas no espectrometro de massas que resultaram em
3127 sequéncias peptidicas das quais 555 foram sugeridas como antimicrobianos.
Adicionalmente foi identificado que a maioria das sequéncias sdo fragmentos pertencentes a
regido interna das proteinas, enquanto uma pequena parcela corresponde a regido C- e N-
terminal. Além disso, muitos fragmentos foram provenientes de proteinas relacionadas a
resposta imune inata. Nossos dados sugerem que a andlise do peptidoma de hemolinfa pode
levar & descoberta de novos PAMs.

Palavras-chave: Hemolinfa. Peptideos Antimicrobianos. Camarao. Espectrometria De Massa.



ABSTRACT

Resistance to known antimicrobial drugs has been an emerging problem in recent years.
According to estimates, by the year 2050, about 10 million deaths per year may occur due to
infections caused by resistant microorganisms. In this sense it is necessary to research and
develop new agents that can act as antimicrobials effectively against resistant microorganisms,
highlighting the naturally occurring antimicrobial peptides (AMPs). Peptides are versatile
molecules, which have from two to tens of amino acid residues smaller than 10 KDa, their
functions are diverse, and can act as hormones, growth factors, or even as defense mechanisms,
such as toxins, poisons and antimicrobials. Antimicrobial peptides make up the innate immune
system of a wide range of organisms, from bacteria to mammals. Marine crustaceans are
examples of organisms that have antimicrobial peptides described in literature. This work used
integrated peptidomics techniques and bioinformatics tools to characterize the peptidome in the
hemolymph of Litopenaeus vannamei (L. vannamei), as well as in silico prediction of possible
antimicrobials. Three mass spectrometer runs were analyzed resulting in 3127 peptide
sequences of which 555 were suggested as antimicrobials. Additionally, it was identified that
most of the sequences are fragments belonging to the internal region of the proteins, while a
small portion corresponds to the C- and N-terminal region. In addition, many fragments came
from proteins related to the innate immune response. Our data reveal that hemolymph
peptidome analysis may lead to the discovery of new AMPs.

Keywords: Hemolymph. Antimicrobial Peptides. Shrimp. Mass Spectrometry.
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1. INTRODUCAO

A descoberta de agentes que atuam combatendo microrganismos representou um grande
avanco para a sociedade, mas o uso descontrolado desses agentes culminou no que atualmente
representa um dos grandes desafios no ambito da salde publica: a resisténcia de
microrganismos a farmacos tradicionais (Waclaw, 2016; Murray et al., 2022). De acordo com
a Organizacdo Mundial de Salde estima-se que até o ano de 2050 cerca de 10 milhGes de
pessoas por ano poderdo vir a 6bito em decorréncia de infeccdes causadas por microrganismos
resistentes (ANVISA, 2020). Murray e colaboradores (2022) estimaram que em 2019 cerca de

4,95 milhdes de mortes foram causadas em decorréncia da resisténcia antimicrobiana.

Os antimicrobianos sdo substancias que atuam inibindo o crescimento ou até mesmo
provocando a morte de bactérias, virus, parasitas e fungos. Para tal, estes agentes dispem de
diversas estruturas e mecanismos distintos entre si (Elvino; Machado; Sprinz, 2013).
Atualmente sdo conhecidas cerca de 20 classes de antimicrobianos, sendo que destas as mais
relevantes no &mbito clinico sdo os beta-lactdmicos (que incluem as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos), macrolideos, glicopeptideos, aminoglicosideos,

quinolonas, tetraciclinas e sulfonamidas (ANVISA, 2007; Elvino; Machado; Sprinz, 2013).

Por sua vez, o uso inadequado tanto no ambiente clinico e em outras atividades, como
agricultura e criacdo de animais, favorece o desenvolvimento da resisténcia dos microrganismos
contra os farmacos ja conhecidos (Elvino; Machado; Sprinz, 2013). De forma geral a resisténcia
pode ser definida como a habilidade do patdgeno se desenvolver na presenca da droga, e essa
pode se dar por multiplos fatores, dentre os quais se destacam: 0 organismo patdgeno, agente
antimicrobiano, interacdo com o ambiente e o paciente em questdo (Oliveira; Silva, 2009). A
resisténcia de microrganismos pode ser inata ou adquirida (Giedraitiene et al., 2011) sendo 0s
principais mecanismos utilizados por parte dos agentes infecciosos: inibi¢do enzimatica, tendo
como exemplo as bactérias produtoras de beta-lactamases; alteracdo do sitio de acao, reducgéo
da afinidade pela membrana ou efluxo ativo (ANVISA, 2007; Elvino; Machado; Sprinz, 2013;
Giedraitiene et al., 2011) (Figura 1). Cabe ressaltar que estes mecanismos estdo relacionados

com mutagdes celulares e transferéncia de genes (Giedraitiene et al., 2011).



Figura 1 — Mecanismos de resisténcia por parte dos microrganismos
Mecanismos de resisténcia bacteriana
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Fonte: ANVISA, 2007

Diante deste problema surge a necessidade do desenvolvimento de novos possiveis
terapéuticos, principalmente aqueles que podem ser eficazes contra microrganismos resistentes.
Nesse cenario destacam-se 0s peptideos antimicrobianos de ocorréncia natural (PAMSs) (Rosa,
2007; Wang, 2015).

Peptideos sdo polimeros que possuem em sua estrutura de dois a dezenas de residuos de
aminoacidos menores que 10 KDa, os quais estdo ligados entre si através das ligacbes peptidicas
(Machado et al., 2004; Marzzoco; Torres, 2017). A nomenclatura dos peptideos varia conforme
0 nimero de amino&cidos presentes em sua cadeia; residuos que contém até 30 aminoacidos
sdo denominados oligopeptideos, enquanto aqueles que apresentam nimero superior a 30 sdo

chamados de polipeptideos (Marzzoco; Torres, 2017).

Os peptideos apresentam além do agrupamento R dos aminoacidos, um grupo amino
livre na regido denominada amino terminal e um grupamento carboxila livre na outra
extremidade, denominada carboxila terminal (Marzzoco; Torres, 2017). Sdo moléculas
guimicamente versateis, uma vez que podem apresentar modificacbes em suas estruturas
terminais, como as amidacdes e esterificacOes na regido carboxilo terminal e acetilacdo no

grupo amino terminal (Machado et al., 2004).

As funcgdes apresentadas pelos peptideos sdo diversificadas. Podem atuar como
moléculas de sinalizacdo, por exemplo os hormonios, fatores de crescimento e neuropeptideos,
ou ainda como mecanismos de defesa, tendo por exemplo as toxinas, venenos e 0s peptideos
antimicrobianos (Machado et al., 2004; Fricker, 2010; Marzzoco; Torres, 2017).



10

Os peptideos mais estudados pela peptidomica em trabalhos mais antigos sdo 0s
denominados neuropeptideos, os quais sdo sintetizados de forma cléssica, ou seja, sdo
secretados por células e atuam na comunicacdo celular. Durante a sintese destes peptideos
ocorre 0 processamento das proteinas no Complexo de Golgi, o qual € mediado por acédo de
enzimas (Fricker, 2010; Fricker et al., 2012).

Contudo, o avanco das técnicas peptiddmicas permitiram a identificacdo dos chamados
peptideos intracelulares, os quais sdo gerados por meio da degradacdo de proteinas
mitocondriais, nucleares ou citosélicas (Fricker, 2010; Fricker, et al., 2012; De Aradjo et al.,
2019). Os principais mecanismos envolvidos no processamento de peptideos intracelulares sdo
a via da ubiquitina-proteassoma (ubiquitin-proteasome) e as oligopeptidases THOP1 (Ferro et
al., 2014; De Aradtjo et al., 2019) e Neurolisina (De Aradujo et al., 2019). Atualmente ja foram
identificados peptideos intracelulares em diversos organismos como plantas, peixes (zebra-
fish), células e tecidos humanos e roedores, sendo que muitas vezes estes peptideos apresentam

atividade farmacologica (De Araujo et al., 2019).

Nas Ultimas décadas o estudo de peptideos com acdo antimicrobiana aumentou
significativamente. Os peptideos antimicrobianos sdo componentes inatos do sistema imune de
diversos organismos, desde os mais primitivos, como as bactérias, até os mamiferos (Wang,
2015). As estruturas e tamanhos dos peptideos antimicrobianos variam entre 0s grupos, mas €é
importante destacar que a maioria é anfifilica, ou seja, apresentam uma regido hidrofilica e outra
hidrofobica (Destoumieux et al., 2000). Ademais os AMP tém mecanismos de acdo
antimicrobicida que poucas vezes sdo capazes de induzir resisténcia por parte dos
microrganismos, sendo que 0s mecanismos de acdo mais descritos envolvem a formacéo de

poros ou acdo detergente (Bulet; Stocklin; Menin, 2004; Destoumieux et al., 2000; Toke, 2005).

Nos crustdceos marinhos ja foram descritos diversos grupos de peptideos
antimicrobianos. Como exemplo tem-se as taquiplesinas, extraidas primariamente de
caranguejos ferradura (Tachypleus tridentatus) (Iwanaga; Lee, 2005) e as defensinas, também
isoladas de caranguejo ferradura (Tachypleus tridentatus) (Saito et al., 1995) e lagosta vermelha
(Panulirus argus) (Montero-Alejo et al., 2012). Na espécie Litopenaeus vannamei foram
descritos peptideos capazes de atuar como agentes antimicrobianos e até mesmo atenuar células
tumorais (Destoumieux et al., 2000; Liu et al., 2018; Yang et al., 2018).

O camardo branco do Pacifico (L. vannamei) pertence ao filo Arthropoda, e se insere

ainda dentro do subfilo Crustacea, que possui como caracteristicas um corpo composto por um
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céfalo e um tronco pos cefalico longo, tronco dividido e dois tagmas mais ou menos bem
definidos, presenca de um escudo cefalico (ou carapaca), apéndices poliarticulados e larva em
forma de nauplio. A ordem Decapoda, na qual se inserem, é composta por crustaceos com alto
nivel de organizacdo e com ampla diversidade, compreendendo 0s caranguejos, camardes,

lagostas e lagostins (Vieira, 2008; Brusca et al., 2018).

Os peptideos antimicrobianos dos crustaceos, assim como de outros invertebrados, sdo
sintetizados nos hemacitos, os quais podem ser comparados de forma analoga aos glébulos
brancos. Os hemdcitos representam cerca de 99% das células circulantes na hemolinfa e se
apresentam em 3 tipos celulares morfologicos distintos: hialino, granular, também chamado de
granulo grande e semi granular, também chamado de pequeno granulo. Nos granulos estdo
armazenadas diversas moléculas de defesa que apresentam papel fundamental na funcéo

imunoldgica desses individuos (Zanjani et al., 2018).

E na hemolinfa que os peptideos sdo liberados quando héa presenca de estimulo causado
geralmente por agentes infecciosos (Zanjani et al., 2018). A hemolinfa nos crustaceos é
semelhante em funcdo ao plasma sanguineo dos seres humanos. E um fluido que apresenta
como pigmento respiratorio a hemocianina, o qual é responsavel pelo transporte de oxigénio
para os tecidos. O ion metalico encontrado na hemocianina é o cobre, o que confere uma
aparéncia azulada a esse fluido. Além do transporte de oxigénio, é na hemolinfa que ocorre

transporte de nutrientes, hormonios e excretas (Vieira, 2008; Brusca et al., 2018).

A hemolinfa também é responsavel por abrigar os componentes do sistema imunoldgico,
isto ocorre devido a sua fluidez e capacidade de atingir os tecidos. Alguns dos mecanismos de
defesa conhecidos dos crustaceos sdo a coagulacdo da hemolinfa, mediada por hemdcitos,
atividades antibacterianas, antifingicas e antivirais mediadas por peptideos e producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Ilwanaga; Lee, 2005; Vieira, 2008; Zanjani et al.,
2018).

Os PAMs descritos até 0 momento em L. vannamei sdo geralmente pequenas moléculas
catibnicas e anfipaticas, com cerca de 150 a 200 residuos de aminoacidos. Devido a essas
caracteristicas os peptideos sao capazes de se ligarem aos microrganismos, desestruturando sua
membrana por agirem como um detergente sobre ela (Destoumieux et al., 2000; Liu et al.,
2018). Como supracitado, esse mecanismo de acdo quando comparado ao de farmacos ja
conhecidos raramente induz a resisténcia (Liu et al., 2018). De acordo com a revisdo

bibliografica existem 3 classes de peptideos antimicrobianos em camardes peneideos: as
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peneidinas, as crustinas e os fatores anti-lipossacarideos (Rosa, 2007; De La Vega et al., 2008;
Sun et al., 2021).

As peneidinas constituem uma familia de peptideos antimicrobianos, pois possuem
caracteristicas em sua estrutura as quais sdo singulares (Destoumieux et al., 1997). A atividade
foi descrita como antibacteriana e antifungica (especialmente fungos filamentosos). Possuem
de 5,28 a 6,62 kDa, sendo moléculas catiénicas que apresentam uma regido amino terminal rica
em residuos de prolina (Pro) e uma regido carboxi-terminal que apresenta seis residuos de
cisteina (Cys) ligados por meio de trés pontes dissulfeto (Destoumieux et al., 2000).
Inicialmente foram descritos na hemolinfa de L. vannamei e posteriormente foram descritos

peptideos pertencentes a esta familia em outros camardes peneideos.

Os subgrupos das peneidinas séo codificados por genes especificos e sdo divididos em
PEN2, PEN3 E PEN4, cada qual com suas isoformas. A ampla diversidade de isoformas
presentes nos subgrupos pode ser explicada devido ao polimorfismo de cada um dos genes
distintos que codificam cada subgrupo. As peneidinas sdo sintetizadas como moléculas
precursoras, contendo um peptideo sinal que apresenta cerca de 20 aminoacidos. O peptideo
sinal passa por uma clivagem, que ¢é sucedida pela amidacdo do dominio C-terminal (Rosa,
2007).

As Crustinas sdo peptideos antimicrobianos encontrados nos hemacitos. Apresentam
massa molecular que varia entre 7 e 14 kDa e se caracterizam por serem moléculas catidnicas
e hidrofdbicas (Zanjani et al., 2018). Na regido amino terminal é encontrado um peptideo sinal,
o0 qual contém cerca de 16 a 24 aminoacidos (Zanjani et al., 2018), além disso essa regido € rica
em glicina nos camardes (Gly) (Rosa, 2007; Zanjani et al., 2018), arginina (Arg) ou prolina
(Pro) (Zanjani et al., 2018). J& a regido carboxi terminal é compactada devido as 4 ligacGes por
pontes dissulfidicas, sendo que estas sdo semelhantes ao dominio WAP (whey acidic protein)
(Zanjani et al., 2018), o que pode indicar uma atividade de inibi¢do de proteases (Rosa, 2007).
O dominio WAP é descrito na literatura como responsavel pela atividade antimicrobiana pois
estd conservado nas subclasses desta familia (Zanjani et al., 2018). Ademais, na regido C
terminal sdo encontrados residuos de cisteina (Cys) em abundancia (Rosa, 2007).

A atividade antibacteriana das Crustinas (CRUS) é maior para bactérias gram-positivas,
entretanto é possivel encontrar isoformas que também sdo capazes de atuar contra bactérias
gram-negativas em camardes da espécie Penaeus monodon (Krusong et al.,, 2012;

Arayamethakorn et al., 2017). Foram identificados 3 tipos de Crustinas: tipo I, Il e 1ll. Embora
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a presenca de um unico dominio WAP na regido C-terminal seja comum a todos, as diferencas
que caracterizam cada tipo se encontram na regido que se insere entre 0 dominio WAP e o
peptideo sinal. No tipo | sdo frequentemente encontrados residuos de cisteina (Cys), enquanto
no tipo 11 sdo encontrados residuos anfipaticos de glicina (Gly). Ja o tipo 111 apresenta residuos

de prolina (Pro) e arginina (Arg) (Zanjani et al., 2018).

Por fim, os Fatores Anti-lipossacarideos (ALF) sdo peptideos antimicrobianos isolados
primeiramente de caranguejos ferradura (De La Vega et al., 2008). Nos camardes peneideos
como L.vannamei foram encontradas moléculas homdlogas aos ALF presentes nos limulideos,
apresentando dois residuos de cisteina (Cys) conservados (Rosa, 2007; De La Vega et al., 2008).
Os ALF apresentam dominio de ligacdo ao lipossacarideo (LPS), molécula encontrada na
parede de bactérias, sendo que esse dominio é importante para neutralizar o LPS. Em relacéo
ao seu espectro de a¢do, sao mais eficazes contra bactérias gram-negativas (devido ao dominio
de ligagéo LPS) e a fungos filamentosos (De La Vega et al., 2008; Sun et al., 2021).

Justificativas

A resisténcia aos antimicrobianos € um problema emergente no mundo atualmente e a
descoberta de novos farmacos ndo acompanha tal problema. Apesar do aumento de estudos
sobre os peptideos antimicrobianos naturais, a compreensao em relacdo a seus mecanismos de
acdo e formacdo ainda sdo limitadas. Nesse sentido é necessaria a exploracdo de técnicas de
geracdo e producdo mais eficientes desses PAMSs, sendo os programas de bioinformatica uma

6tima ferramenta para a descoberta de novas sequéncias (Yang et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho visa a caracterizagdo in silico de possiveis peptideos
antimicrobianos naturais presentes na hemolinfa de Litopenaeus vannamei, uma vez que esses
sdo pouco capazes de induzir a resisténcia por parte dos microrganismos tornando-se uma
alternativa terapéutica futura. Neste trabalho foram utilizadas técnicas integradas, como
espectrometria de massas e softwares de bioinformatica, ferramentas Uteis na predigdo de novas

sequéncias com potencial antimicrobiano.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo dos animais e coleta da hemolinfa

Espécimes adultos de L. vannamei foram obtidos de uma fazenda de camaréo localizada
no estado de Santa Catarina, coletados com o auxilio de rede de tarrafas nos viveiros. Os
animais foram transportados em caixas de polipropileno contendo &gua do local de coleta sobre
aeracdo constante para o Laboratério de Aquicultura Sustentavel/ UNESP em Séo Vicente, SP.
As variaveis da agua do local de coleta como salinidade, pH e temperatura foram verificadas,
respectivamente, com refratdmetro, pHmetro e termémetro. Os animais foram aclimatados as
condices laboratoriais em aquérios contendo dgua com salinidade 30, pH 8,0 e temperatura 25
°C durante quatro dias antes do inicio da coleta de hemolinfa. Os camardes foram alimentados
com racdo comercial de camardo marinho (Guabi 35%), com cerca de 5% da biomassa total
uma vez ao dia. Os experimentos foram realizados com um nimero minimo de cinco animais

(N =5). Os camardes utilizados estavam todos em fase de intermuda.

Com o auxilio de uma seringa com agulha 24G foram coletados 50-100 puL de hemolinfa
de cinco animais e imediatamente transferidos para um tubo de microcentrifuga 950 pL
contendo solugdo anticoagulante (acrescido de 50 pl de inibidor de protease), sendo 0s animais

e as amostras mantidos no gelo durante todo o processo.

3.2 Peptidoma

3.2.1 Preparo de extratos peptidicos de hemolinfa

As amostras de hemolinfa foram sonicadas trés vezes de 20 pulsos de um segundo a 4
Hz, resfriadas a 4°C no gelo por quarenta minutos, posteriormente acidificadas com HCI para
uma concentracéo final de 10 mM e centrifugadas a 15000 x g por 40 minutos a 4°C. Depois
deste ponto, os sobrenadantes foram filtrados em membrana Millipore que permite a passagem
de moléculas com peso molecular inferior a 10 KDa (Amicon Ultra, Millipore, EUA). Os
eluatos ndo retidos pela membrana foram aplicados em pré-colunas C18 (OASIS — Waters,
UK), lavado com agua deionizada e eluido com acetonitrila 100% contendo 0,15% de &cido
trifluoracético (TFA). Os volumes das amostras foram concentrados para 5 pL em uma a

centrifuga a vacuo e estocados a -80°C.
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3.2.2 Dosagem de peptideos totais através do reagente fluorescamine

Os peptideos foram ressuspendidos em 100uL e quantificados por um método
fluorimétrico, utilizando o reagente fluorescamina (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA -
C17H1004) como previamente descrito (Castro et al., 2010). Este método consiste na ligacdo
de uma molécula de fluorescamina as aminas primarias presentes nos residuos de lisina (K) e
no N-terminal dos peptideos. As concentra¢Ges de peptideos nas amostras desconhecidas foram
determinadas atraves de uma curva padréo utilizando o peptideo 5A (LTLRTKL) como padréo.
Para a realizacdo desses experimentos, uma placa branca opaca de 96 pocos (Corning
Incorporated, NY, USA) foi utilizada. Em cada pogo foram misturados 2,5 pL de amostra, 25
uL de tampdo fosfato 0,2 M (pH 6.8) ¢ 12,5 uL de solug¢do de fluorescamine 0,3 mg/mL diluida
em acetona. Apds a aplicacdo de todas as amostras, a placa foi agitada por 1 minuto e
acrescentado 110 pL de 4gua para estabilizar a reacdo. A fluorescéncia foi medida nos

comprimentos de onda 370 nm (excitacdo) e 480 nm (emissao).

3.2.3 Cromatografia liquida e espectrometria de massas

As amostras de peptideos foram ressuspendidas em volume de &gua apropriado e o
equivalente a 5ug de cada amostra submetida a andlise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC/MS/MS). As misturas peptidicas foram separadas em gradiente
de eluicdo de 0- 85% de uma mistura dgua/acetonitrila contendo 0,1% de &cido férmico, em
coluna capilar de 75 pum empacotada com silica C-18. Os dados foram adquiridos
automaticamente em modo dependente de aquisicdo (DDA) apds geracdo de multiplos
peptideos protonados por ionizagdo em electrospray (ESI), seguido de dissociagdo em MS/MS
por colisdo com argdnio em intensidade de 10 a 30 eV. Condicdes tipicas de LC e ESI foram:
fluxo de 600 nL/min, voltagem no capilar do nanofluxo de 3.5 kV, temperatura do bloco de
80°C, e voltagem do cone de 100 V.

3.2.4 Andlises de Bioinformética

Os arquivos de dados brutos (.raw) gerados pelo espectrometro de massas foram
submetidos a pesquisa no banco de dados de proteinas do NCBI (palavra chave: Penaeus
vannamei, com 60298 itens) usando o software PEAKS Studio (versdo 8.5; Bioinformatics
Solution, Waterloo, Canada) (Ma et al., 2003; Zhang et al., 2012). Os parametros de pesquisa
utilizados foram: sem especificidade enzimatica; tolerancia de massa do precursor ajustada para

+ 30 ppm e massa dos ions de fragmentacdo (tolerdncia de = 0,5 Da); Metionina oxidada
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(+15,99 Da) e acetilacdo (+42,01 Da) foram definidas como modificacbes variaveis. Os
peptideos identificados foram entdo classificados por sua média de confianca local para
selecionar os melhores espectros para anotagdo e filtrados por FDR <5%. Adicionalmente, os
peptideos foram analisados quanto as suas caracteristicas estruturais de PAMs com uma
ferramenta de predicdo disponivel na base de dados APD 3 (Wang et al., 2016). Por fim, para
andlise das semelhangas entre as amostras, diagramas de Venn foram construidos a partir da

ferramenta RStudio (RStudio team, 2022).

Figura 2 - Fluxograma experimental das etapas do projeto.
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18

4. RESULTADOS

4.1 Peptidoma

4.1.1 Quantificacdo total dos extratos de peptideos por fluorescamine

Primeiramente foi realizado um procedimento para dosagem da concentracéo total de
peptideos com o reagente fluorescamine a fim de verificar o rendimento da extracdo peptidica
nos extratos de hemolinfa (Tabela 1). As concentragdes obtidas foram suficientes para a analise

por espectrometria de massas.

Tabela 1 - Concentracdo total de peptideos nas amostras

Amostras Concentracéo (pg/(uL) Quantidade total (ng)
Al 1,33 133
A2 2,35 235

Fonte: autoria prépria.

4.1.2 Caracterizacdo do perfil peptidico dos extratos

Através do programa Peaks Studio, 3127 sequéncias distintas de peptideos foram
identificadas quando consideradas as trés corridas analisadas no espectrdmetro de massas
(Figura 3, item A; Anexo 1 - Tabela Suplementar 1). O tamanho dos fragmentos identificados
variou de 5 a 32 residuos de aminoacidos (Figura 3, item B), provenientes de 296 grupos de
proteinas precursoras, das quais 19 proteinas ainda ndo estdo completamente caracterizadas no
banco de dados de Litopenaeus vannamei (Anexo 1 - Tabela Suplementar 1). A maioria das
sequéncias identificadas (92,48%) eram fragmentos correspondentes a regido interna das
proteinas precursoras, enquanto apenas 4,16% e 3,36% correspondiam a regido do N- e C-
terminal, respectivamente (Figura 3, item C). Os aminoacidos mais frequentes no residuo N-
terminal dos peptideos gerados foram Asp, Leu, Glu e lle, enquanto His, Met, GIn e Trp foram
0s menos abundantes (Figura 4, item A). Quanto aos aminoacidos presentes nos sitios de
clivagem adjacentes de cada peptideo, tanto na posicdo “upstream” como “downstream™

(residuo P1), os mais abundantes foram Arg e Lys, seguido de Leu e Phe (Figura 4, item B).
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Figura 3 - Perfil peptidico na hemolinfa de L. vannamei.
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Em A, o Diagrama de Venn mostra a quantidade de peptideos identificados nas corridas analisadas. Em B, a
distribuicdo dos peptideos identificados quanto ao tamanho do nimero de residuos de aminoéacidos (aa). Em C

distribuicdo da localizagdo dos peptideos em suas proteinas precursoras. Fonte: autoria prépria
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Figura 4 - Analise dos sitios de clivagem para geragdo dos peptideos.
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4.2 Andlise in silico das sequéncias peptidicas para sua caracterizacdo como possiveis

antimicrobianos

Para avaliar se os peptideos identificados apresentavam possiveis caracteristicas de
peptideos antimicrobianos, foi utilizada uma ferramenta de predicéo, 0 “Antimicrobial Peptide
Calculator and Predictor”, disponivel em uma base de dados, o0 APD3 (Antimicrobial Peptide
Database), da Universidade de Nebraska (Wang et al., 2016). Esta ferramenta leva em
consideragcdo parametros como: porcentagem de residuos de aminoacidos hidrofdbicos,
tamanho das sequéncias, formacdo de estruturas secundarias como alfas hélice e folhas beta,
presenca de cisteinas com formacao de pontes de dissulfeto, entre outros, com objetivo de
sugerir se as sequéncias submetidas ao programa possuem um determinado conjunto de
caracteristicas presentes em peptideos descritos com atividade antimicrobiana. Como existe
uma diversidade estrutural entre os PAMSs, 0 programa aponta as caracteristicas presentes em
cada sequéncia submetida, sugerindo se o peptideo pode ser um candidato trazendo

informac0es especificas nos resultados.

Das 3127 sequéncias analisadas na ferramenta, 555 peptideos foram sugeridos como
um possivel peptideo antimicrobiano por apresentar tamanho, formacao de alfa hélice, % de
residuos hidrofébicos e quantidade destes residuos presentes na mesma superficie para
interacdo com membranas, enquanto 1386 sequéncias ndo apresentaram estas principais
caracteristicas. Adicionalmente, o programa sugeriu que 16 sequéncias apresentaram cisteinas
com formacdo de pontes de dissulfeto, um dos tipos de estrutura encontradas em diversas
classes de peptideos antimicrobianos. Para outras 35 sequéncias, o programa informou a
presenca de carga liquida dos aminoacidos fora da faixa esperada para os PAMSs, apesar destes
apresentarem uma porcentagem de residuos hidrofobicos suficientes e formacéo de alfa hélices.
Neste caso, 0 programa sugeriu que estes peptideos poderiam ser um novo membro de PAMs
diferente daqueles presentes no APD3. Além disso, um dos fragmentos peptidicos identificados
ja consta na base de dados do APD3 com atividade antimicrobiana descrita. Para o restante dos
peptideos nenhuma sugestdo foi apontada, pois esses peptideos ndo apresentavam um ou outro
parametro analisado. Os dados completos das anélises de predicdo para cada peptideo estdo

demonstrados no Anexo 2 - Tabela Suplementar 2.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo € o primeiro a obter dados do perfil peptidico na hemolinfa do
camardo L. vannamei, de fragmentos gerados naturalmente durante o metabolismo proteico,
considerando tanto as sequéncias de proteinas extracelulares bem caracterizadas na hemolinfa
(Fredrick; Ravichandran, 2012; Gianazza et al., 2021), assim como os fragmentos peptidicos
de proteinas intracelulares provenientes dos hemacitos, principais células circulantes neste
fluido.

A maioria dos estudos de peptidoma da hemolinfa de crustaceos sdo focados na
identificacdo e modulacdo de neuropeptideos (Behrens; Chen; Li, 2008; Chen et al., 2009;
Delaney et al., 2022), ou na caracterizagdo de algumas classes especificas de peptideos
utilizando diferentes métodos, como no caso das penaeidinas, mas sem a realizacdo de uma
abordagem global (Destoumieux et al., 2000; Mufioz et al., 2003). Contudo, nas ultimas
décadas tem sido demonstrado em diferentes amostras de células e tecidos, de plantas a
animais, a presenca de peptideos provenientes de proteinas residentes em diferentes
compartimentos celulares como citoplasma, ndcleo e mitocondria, os chamados peptideos
intracelulares (Dasgupta et al., 2016; De Araujo et al., 2019; Fesenko et al., 2015; Fricker,
2010; Tavormina et al., 2015). Algumas dezenas desses peptideos intracelulares tém
demonstrado atividade biologica. Como exemplos, podemos citar: a melhora de parametros
metabdlicos em modelo de obesidade induzida por dieta (Reckziegel et al., 2017; Silvério et
al., 2022), efeito anti-inflamatério e antinociceptivo em modelo experimental de artrite
(Camargo et al., 2021), morte celular em linhagens de células cancerigenas (De Araujo et al.,
2014), dentre outros. Neste sentido, identificar e compreender o processamento proteolitico
destes fragmentos, podem levar a descoberta de funcGes diferentes de suas proteinas

precursoras.

Quando analisados aspectos relacionados a protedlise a maioria dos peptideos
encontrados nas amostras foram majoritariamente fragmentos da regido interna da sequéncia
de aminoéacidos das proteinas precursoras (92,5%) e apenas 7,5 % eram de regides N- e C-
terminal, sendo que os amino&cidos Arg e Lys foram os mais presentes em P1. Uma metanalise
de peptidoma de fluidos humano demonstrou que pelo menos para o soro e lagrima, hd uma
preferéncia por Arg e Lys na posic¢do P1, amino&cidos carregados positivamente (Magalhdes et
al., 2018). Esta abundancia de fragmentos internos das proteinas precursoras e a frequéncia dos

residuos de aminoacidos observados no sitio de clivagem em nossas analises podem refletir o
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processamento que ocorre principalmente para proteinas secretadas, ja& que uma parte

consideravel dos peptideos foram provenientes dessas proteinas (Figura 5).

Adicionalmente, os resultados também permitiram a identificacdo de sequéncias
peptidicas de proteinas residentes nos mais diversos compartimentos intracelulares dos
hemdcitos, porém ndo foi possivel verificar a localizagdo subcelular exata através do nimero
de acesso de cada proteina no site do Uniprot, pela falta deste tipo de informacéo para a maioria
dos genes no banco de dados de L. vannamei. Contudo, muitos peptideos foram de enzimas e
proteinas do citosol, além de componentes do citoesqueleto, como actinas, miosinas, tubulinas
e diversas proteinas acessorias. Dentre os mais abundantes também foram encontrados
peptideos de proteinas nucleares como as histonas (Figura 5). Fragmentos peptidicos de
proteinas intracelulares também tém sido identificados em diferentes estudos de peptidoma,
onde os residuos de aminoacidos mais presentes na posicao P1 foram Leu e Phe. No entanto,
nesses estudos a percentagem de fragmentos N- e C-terminal variou de 40 a 60% (Fricker,
2010; Gelman etal., 2011; Teixeira et al., 2019). Os peptideos encontrados em nossas amostras,
também apresentaram residuos hidrofébicos Leu e Phe em P1, porém apds os residuos Arg e

Lys como ja mencionado, sugerindo também um processamento dos peptideos intracelulares.

As proteinas alfa-2-macroglobulinas, proteina ligadora de beta 1-3 glucana, proteina
coagulante de hemolinfa, hemocianinas e penaedinas, descritas na literatura como secretadas
na hemolinfa (Gianazza et al., 2021), estavam dentre as proteinas com um consideravel nimero
de fragmentos identificados (Figura 5). Adicionalmente, foram observados também muitas
sequéncias das enzimas transglutaminase e phenoloxidase presentes nos hemacitos (Figura 5).
Dados da literatura mostram que estas proteinas estdo relacionadas com os mecanismos de
resposta imune inata, como o sistema de coagulacdo (Perdomo-Morales; Montero-Alejo;
Perera, 2019) e o processo de melanizagcdo (Amparyup; Charoensapsri; Tassanakajon, 2013;
Gianazza et al., 2021). Dentre essas proteinas, a alfa-2-macroglobulina foi a segunda com
maior numero de peptideos identificados, com 206 sequéncias. Conforme descrito em Penaeus
monodon, esta proteina interage com o terminal carboxil da transglutaminase tipo Il, enzima
chave no sistema de coagulacdo do camardo, aumentando o sequestro bacteriano, protegendo
assim coagulos sanguineos contra fibrindlise (Chaikeeratisak; Somboonwiwat; Tassanakajon,
2012). Além disso, 138 fragmentos da proteina ligadora de beta 1-3 glucana foram observados.

No caranguejo azul Portunus pelagicus esta proteina demonstrou ser multifuncional com papel
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potencializadora de phenoloxidase, fagocitose, encapsulamento e atividade antibacteriana in

vitro (Anjugam; Iswarya; Vaseeharan, 2016).

Figura 5 - NUmero de peptideos distintos por proteina
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Levando em consideragdo a importancia da hemolinfa nos processos de defesa contra
microorganismos, 0s peptideos identificados foram também analisados in silico quanto a
possibilidade de apresentarem caracteristicas de peptideos antimicrobianos. As anélises de
bioinformatica sugeriram que um numero significativo das sequéncias (~ 20%) podem ser
PAMs (Anexo 2 - Tabela Suplementar 2). Como o nimero de sequéncias com estas
caracteristicas foi alto, no intuito de apresentar as melhores sequéncias, foram agrupados na
tabela 2, os peptideos com um tamanho maior que 1000 Da, com alta porcentagem de residuos
hidrofébicos e formacdo de alfa-hélices. Esses peptideos foram provenientes de diferentes

proteinas precursoras tanto secretadas como intracelulares.

Inicialmente, nosso estudo falhou em detectar a presenca de residuos de cisteinas nas
duas primeiras corridas realizadas no espectrometro de massas, onde apenas 5 fragmentos
apresentavam esse aminoacido. Este tipo de residuo costuma ser raros nas sequéncias de muitas
proteinas e sua deteccdo pode ter sido prejudicada pelo tipo de preparo amostra realizado, com
a preservacdo das pontes de dissulfeto prejudicando a fragmentacdo no espectro de massas.
Neste sentido, um dos pools de extratos de peptideos foi alquilado, reduzido e novamente
analisado no espectrometro de massa. A presenca da modificacdo causada pela alquilagéo e
reducdo permitiu a identificacdo de 55 peptideos com esses residuos. Destes, 16 sequéncias
foram indicadas pelo APD3, como possiveis antimicrobianos e eram provenientes das
seguintes proteinas: ficolina, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, chaoptina, transferrina,
profilina e lectina 1 tipo C (Tabela 3). Além da presenca de cisteinas essas sequéncias
apresentaram outros residuos frequentes em PAMSs, como alta porcentagem de residuos
hidrofobicos, carregados positivamente ou aminoacidos Pro e Gly, também presentes em
PAMs.

Interessantemente duas destas proteinas também estdo envolvidas em mecanismos de
imunidade inata: proteina do tipo ficolina e tipo perlucina (uma lectina tipo 1 C) (Bi et al.,
2020; Matsushita, 2010). As proteinas tipo ficolinas sdo um grupo de lectinas oligoméricas
com subunidades constituida por dominios parecidos aos do coladgeno e fibrinogénio
(Matsushita, 2010). No soro, estas proteinas tém sido caracterizadas e atuam como moléculas
de reconhecimento de carboidratos na superficie de patégenos microbianos e ativam o sistema
complemento (Matsushita, 2010). Na espécie de camardo Macrobrachium nipponense, por
exemplo, duas proteinas tipo ficolina caracterizadas apresentaram atividade de aglutinacéo de

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e relacdo com a modulacéo da transcri¢cdo de genes
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de PAMs, quando utilizado um modelo knockdown para estas proteinas (Li et al., 2017).

Adicionalmente, uma proteina tipo perlucina caracterizada em L. vannamei, também
apresentou atividade de aglutinacdo contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (Bi et
al., 2020).

Tabela 2 - Selecdo de peptideos preditos com as melhores caracteristicas estruturais de PAMs.

0,
Proteina Peptideos/Residuos hidrofdébicos & PM H Jla
RH ms
60S ribosomal protein L23a-like L- A- P- D- Y- D- A- L- D- V-A- N- K- 46% 1404,539 S 4
6-phosphofructokinase K- V- I- V- D- Q- L- G- F- D-T- 45% 1234,414 S 3
adenosylhomocysteinase-like K- L- D- E- E- V- A- R- L- H- 40% 1209,367 S 4
alpha-2 macroglobulin isoform 2 S L-P-G-E-G-V-A-D-V-FE-E-A- A g2, 1428566 S 4
alpha-2 macroglobulin isoform 2 E E_’E_ FI,‘_ P-C-E- G V-ADV-F 4190 1612761 5 4
oo L- S- S- A- N- L- P- I- N- E-E- H- L- V-

alpha-2 macroglobulin isoform 2 E-P-L-P-P-P-P-E- H-T- V- 32% 2730,077 S 3
alpha-2 macroglobulin isoform 2 V- L- S-H-I- V- |- P- Q- G- 50% 106228 S 3
arginine kinase L- T- E- F- Q- A- V- K- E- M-Q- 45% 1323532 S 4
arginine kinase Y; (AD |§ g_ X_ E 2_ LDS G VG 4106 2204381 S 3
arginine quinase A- V- N- E- |- E- K- R- |- P- 40% 1168,358 S 4
arginine quinase D- V-I- Q- S- G- V- E- N- L- 40% 1073,171 S 5
arginine quinase I- I- S- M- Q- M- G- G- D- L-G- Q- V- 46% 1348,611 S 3
arginine quinase L- D- V- I- Q- S- G- V- E- N-L- 45% 1186,331 S 3
arginine quinase L- E- E- V- A- G- K- Y- N- L-Q- V- 42% 1362,545 S 3
arginine quinase L- I- K- |- E- K- E- M- 50% 1003,266 S 4
centrosomal protein of 290 kDa-like K- V- N- Q- M- D- N- M- V- E-R- 36% 1363,581 S 4
chloride intracellular channel exc-4-like F- A- D- F- E- |- P- D- E- L-E- H- L- 46% 1574,712 S 5
ﬁgﬂ'g(g‘gc“”'depO'yme”z'”g factor \ S G-V-Q-V-AD-ACT-Q  50% 1149249 S 3
i‘;%'?gﬁgzd'r”c superoxide  dismutase , \, \ p g v. A1 M- N-H- E- 50% 1383549 S 4
i‘;%'?gﬁgzd'r”c superoxide  diSMUtase |/ \ A G-E D DL G- LG 43% 1381509 S 3
C-type lectin-like A-1-L-E-Q-E-S-A-Q-D-I-F-N-N-  43% 1591,699 S 3
cysteine sulfinic acid decarboxylase-like I- V- T- G- V- D- A- P- E- K-V- |- E- 46% 1369,578 S 3
cytoplasmatic actin I- V- T- N- W- D- D- M- E- K- 40% 1250,393 S 4
DJ-1 protein g \é \é\F/, \\/(_P D-A-ALED-AA 4790 188609 S 3
elongation factor 1-alpha ; \[/)AF ?_ 2_ Z_K N-D-PAKEA 4006 2112233 s 4
elongation factor 2-like isoform X2 ; X1 é\é 5 '\1{' FF:_ D-G-L-A-D-D-I-E-A~ 459, 180615 s

enolase partial D-A-L-T-L-I-Q-E-S-I-E-K-A- G-  43% 148767 S 6
epidermal growth factor receptor-like h_Lé_S\'/AF', "G B L VEAD-M 50 1979201 5 5
epidermal growth factor receptor-like é_ E-GC-FE-L-V-E-A-DM-H-R-V- 79, 1665,893 S 3
F1-ATP synthase beta subunit 2: IT\; VoP-AD-D-L-T-D-P- AP 4196 1730893 5 3
F1-ATP synthase beta subunit |- Y- P- A- V- D- P- L- D- S-I- S- 42% 1289,451 S 3
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RH:% de residuos hidrofébicos; PM: Peso Molecular (Da); H: Hélice; RH ms: residuos hidrofébicos na mesma

superficie; *methenyltetrahydrofolate synthase domain-containing protein-like isoform X2; X1. Fonte: Autoria

propria.
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De maneira geral é possivel perceber que a maioria dos peptideos encontrados na

hemolinfa sdo de proteinas relacionadas a resposta imune inata, porém ndo ha dados na
literatura se estruturalmente fragmentos menores dessas proteinas, naturalmente gerados,
podem ser dominios de interacdo e acdo direta sobre membranas de microrganismos podendo

ter acdo antimicrobiana.

Tabela 3 - Peptideos identificados com residuos de cisteinas.

%

Proteina precursora Peptideos/Residuos hidrofébicos Carga + RH PM
lyceraldehyde-3-phosphate deh.  V-V-S-N-A-S-C-T-T-N-C-L-A-P-1-A- K:1R:0 1691,9
gly yde-3-phosp 53%
Isoform X2 K- H: 0 ° 89
ficolin-1-like isoformx1, X2, X3~ £ -SR-S V-CL-Q-N-P-N-L-V-G-C- KIOR:L e, 20163
H- F- H: 1 37
ficolin-1-like isoformx1, X2, X3 R- S- V- C- L- Q- N- P- N- L- V- G- C- H- F- E 2 R 4708 ég%'g
ficolin-1-like isoformx1, X2, X3 R- S- V- C- L- Q- N- P- N- L- V- G- C- H- E 2 RL 4300 (1)239'8
o S-V-C-L- Q- N- P- N- L- V- K: 0 R: 0 .. 13836
ficolin-1-like isoformX1, X2, X3 G- C- H- H 1 46% 18
ficolin-1-like isoformX1, X2, X3~ S- V- C- L- Q- N- P- N- L- V-G- C- H- F- E cl’ RO 500 3230'7
ficolin-1-like isoformx1, X2, X3 S- V- C- L- Q- N- P- N- L- V- G- C- H- F- A- E 2 RO 5390 %201'8
ficolin-1-like isoformX1, X2, X3 S V-C-L-Q-N-P-N-1-V-G-C-H-F-A-D E 2 R:0 50% (15;16’9
ficolin-1-like isoformX1, X2, X3 S-V-C-L-Q-N-P-N-1-V-G-C-H-F- A- K OR.0 47% 1774,0
D- G- H: 1 15
o S-V- C-L- Q- N- P- N- L- V- K: 0 R: 0 .. 18610
ficolin-1-like isoformX1, X2, X3 G-C-H-F-A-D- G- S- H 1 44% 93
o S-V-C-L-Q-N-P-N-L-V-G-C-H-F-A-  K:OR:0 o, 20313
ficolin-1-like isoformX1, X2, X3 D-G-S-L- G- H 1 45% 05
chaoptin-like F-C-D-C-N-N-R-V-P-P E 8 RL 40 ;1164'3
transferrin-like R-I- C- V- G- P- D- V- D- C- D- N- L E 8 RL s6m 1318'6
. T-Q-C-T-D-G-F-R-L-V K:1R:1 .. 18812
C-type lectin 1 A-G-K- C- V- L- L- G- H: 0 0% 5
N - S- E- E- P- G- Q- P- G- P- K: 0 R: 0 .. 16878
profilin C-A-C-T-V-E-A- H: 0 BN 73
y I-S-E-E-P-G-Q-P-G-P-C-A-C-T-V-  K:OR:0 1801,0
profilin E- A L H- 0 39% 33

Fonte: Autoria prépria
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6. CONCLUSAO

O presente estudo permitiu a caracterizacdo do peptidoma presente na hemolinfa do
camardo L. vannamei, onde a maioria dos fragmentos encontrados eram provenientes da regido
interna da sequéncia de aminoéacidos de proteinas majoritariamente extracelulares e
relacionadas principalmente a resposta imune inata. Através das analises de bioinformatica,
aproximadamente 20% desses fragmentos foram preditos possuir caracteristicas encontradas
em PAMSs, o que abre novas perspectivas para o desenvolvimento de novas moléculas com

acdo antimicrobiana a partir do estudo de peptideos intracelulares do camardo L. vannamei.
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ANEXOS

Anexo 1 - Tabela Suplementar 1

https://docs.google.com/spreadsheets/d/15sL Xu5DBmMu38Tn9ImvhKK8sf7rOKdmQOQi/edit?us
p=sharing&ouid=111831713428020483251 &rtpof=true&sd=true

Anexo 2 - Tabela Suplementar 2

https://docs.google.com/spreadsheets/d/15Eug-

EQz40d50QiZuuEwS3BoblivDRey/edit?usp=sharing&ouid=111831713428020483251&rtpo
f=true&sd=true
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