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RESUMO

A resisténcia de microrganismos aos antibioticos é uma preocupacdo que vem
crescendo a nivel mundial, diversas cepas bacterianas com resisténcia a certas
classes de quimioterapicos tém sido encontradas. A procura de alternativas para o
tratamento de bactérias resistentes tem estimulado o estudo de novas classes de
moléculas, como os peptideos antimicrobianos (PAMs). Os peptideos Hy-al e
desCys/Lys'?/Lyst3(p-BthTX-1)2K sédo exemplos de PAMs trabalhados por nosso
grupo. O Hy-al possui 0 seu mecanismo de ag&o que consiste na permeabilizacdo da
membrana mediante a formagdo de poros; enquanto o0 peptideo
desCys/Lys'?/Lys*3(p-BthTX-1)2K (p-Bt) apresenta um mecanismo diferente, ndo
agindo diretamente na membrana. Com o0 objetivo de potencializar os efeitos
antimicrobianos destes peptideos, essas sequéncias foram conjugadas e sintetizadas
utilizando-se a metodologia da sintese de peptideos em fase sélida, na presenca ou
ndo de espacadores. Os peptideos obtidos ndo apresentaram atividade
antimicrobiana potencializada em relacao aos peptideos originais, com excecéo do p-
Bt[PEG]Hy-al, peptideo conjugado com um espacador PEG, que contra a cepa A.
jandaei IA1 mostrou CIM de 15,63 pg/mL. O peptideo desCyst/Lys'?/Lys3(p-BthTX-
1)2K também foi conjugado com os peptideos de penetracdo celular (PPC) AIP-6
(PPCy), PFV (PPC2) e HIV-TAT (47-57) (PPCs), descritos na literatura como bons
carreadores em membranas celulares. Os resultados obtidos mostraram que a
conjugacao potencializou a atividade contra bactérias Gram-positivas, com destaque
para o peptideo p-Bt-PPC1 que apresentou CIM de 8 uM. Esse aumento na atividade
antibacteriana provavelmente € propiciado pela facilidade da entrada do peptideo
desCys/Lys'?/Lys3(p-BthTX-1)2K no interior da bactéria e sua ligacdo ao alvo.
Estudos adicionais sdo necessarios para entender o mecanismo de acao do peptideo
desCys'/Lys'?/Lys3(p-BthTX-1)2K, uma promissora molécula no combate as

bactérias multirresistentes.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana; Peptideos antimicrobianos;

desCys/Lys'?/Lys3(p-BthTX-1)2K; Peptideos de penetragédo celular.



ABSTRACT

The resistance of microorganisms to antibiotics is a growing concern worldwide, and
several bacterial strains with resistance to certain classes of drugs have been found.
The search for alternatives for the treatment of resistant bacteria has stimulated the
study of new classes of molecules, such as antimicrobial peptides (AMPs). The
peptides Hy-al and desCys!Y/Lys'?/Lys!3(p-BthTX-1)2K are examples of PAMs worked
on by our group. Hy-al has its mechanism of action that consists in the
permeabilization of the membrane through pore formation; while the
desCys'/Lys'?/Lys3(p-BthTX-1)2K (p-Bt) peptide presents a different mechanism, not
acting directly on the membrane. In order to potentiate the antimicrobial effects of these
peptides, these sequences were conjugated and synthesized using the methodology
of solid phase peptide synthesis, in the presence or absence of spacers. The peptides
obtained did not show enhanced antimicrobial activity compared to the original
peptides, with the exception of p-Bt{PEG]Hy-al, peptide conjugated with a PEG
spacer, which against A. jandaei 1Al strain showed MIC of 15.63 pg/mL. The
desCys'/Lys'?/Lys3(p-BthTX-1)2K peptide was also conjugated with the cell-
penetrating peptides (PPC) AIP-6 (PPC1), PFV (PPC2) and HIV-TAT (47-57) (PPCs),
described in the literature as good carriers in cell membranes. The results obtained
showed that the conjugation potentiated the activity against Gram-positive bacteria,
especially for the p-Bt-PPC1 peptide, which showed an MIC of 8 uM. This increase in
antibacterial activity is probably propitiated by the ease of entry of the
desCys/Lys'?/Lys3(p-BthTX-1)2K peptide into bacteria and its binding to the target.
Further studies are needed to understand the mechanism of action of the
desCys/Lys'?/Lys3(p-BthTX-1)2K peptide, a promising molecule in the fight against

multidrug-resistant bacteria.

Key-words: Bacterial resistance; Antimicrobial peptides; desCys'/Lys'?/Lys(p-

BthTX-I)2K; Cell penetrating peptides.
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1 INTRODUCAO

1.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Desde a sua descoberta, os antibioticos vém tendo um papel essencial na
prevencdo de bacteremias como nos casos de transplantes, tratamento poés-
cirdrgicos, pacientes com insuficiéncia renal em dialise e infecgcdes microbianas
(MANEGE; LIYANAGE, 2019; GONZALEZ-BELLO, 2017). Dados obtidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) demonstraram que em cada grupo de 1.000
habitantes no ano de 2016; 22,75 habitantes faziam uso de antibidticos diariamente
no Brasil, contabilizando 2.225 toneladas (WHO, 2018). Além de serem amplamente
utilizados em humanos, os antibiéticos também sdo empregados na prevencao e
tratamento de doengas microbianas em animais (MANEGE; LIYANAGE, 2019).
Estima-se que, a quantidade de antibidticos empregadas no mundo seja entre 100.000
a 200.000 toneladas ao ano (ZHU et al., 2018).

O uso de antibidticos de forma descontrolada nas industrias de esterco e
aquicultura, para a prevencao de doencas e promocéo do crescimento dos animais;
conjuntamente com 0 aumento das prescricdes médicas para este tipo de
medicamento, tem propiciado o surgimento de patdgenos resistentes a mdultiplas
drogas. Isso causa infeccbes de dificil tratamento pelos antimicrobianos
convencionais e disponiveis comercialmente, gerando uma grande ameaca a saude
humana e animal (AWASTHI et al., 2019; BEN et al., 2018; FRIERI et al., 2017). O
namero de patdgenos bacterianos resistentes aos antimicrobianos atingiu niveis
alarmantes, sendo encontrados em diversos paises, independente do estagio de
desenvolvimento, o que resulta em tratamentos mais complexos e procedimentos
médicos mais invasivos (D’ ANDREA et al., 2019; WHO, 2019). As doencas causadas
por essas cepas resistentes causam globalmente mais de 700.000 mortes por ano,
sendo 230.000 por tuberculose multirresistente. Estima-se que este nUmero possa
aumentar para 10 milhées de mortes ao ano até 2050 (O’NEILL, 2014; WHO, 2019).

A resisténcia aos antimicrobianos é a capacidade de o microrganismo ser viavel
e sobreviver sob a influéncia dos mesmos. Os antimicrobianos podem ser naturais,
sintéticos e semissintéticos. As utilizagbes destas moléculas podem causar alteracdes

em nivel fisiologico e metabdlico, modificacées na sintese da parede celular, inibicdo
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da sintese de proteinas, inibicdo de vias metabdlicas e interferéncia na traducéo e
replicagdo do DNA bacteriano (ABUSHAHEEN et al., 2020).

Existem trés formas principais pelas quais 0s microrganismos adquirem
resisténcia aos antimicrobianos: intrinseca, adaptativa e adquirida. As duas ultimas
séo descritas como formas extrinsecas de obtenc¢do de resisténcia (ARZANLOU et al.,
2017; TINTINO et al., 2015). A resisténcia intrinseca ou natural, se refere a capacidade
de limitar a acdo dos antimicrobianos devido as propriedades inerentes das bactérias
(ARZANLOU et al., 2017; CHRISTAKI et al., 2020).

A resisténcia adaptativa ocorre quando o organismo possui uma capacidade de
se adaptar e sobreviver as condi¢cdes de estresse do ambiente, como pH, condi¢cdes
nutricionais e niveis subinibitorios de antibiéticos. Isso ocorre por meio da alteracao
de seus transcriptomas em resposta aos estimulos ambientais (ARZANLOU et al.,
2017; CHRISTAKI et al., 2020). Diferente da resisténcia intrinseca e da resisténcia
adquirida, a resisténcia adaptativa € transitoria. E ela que permite que os
microrganismos criem um mecanismo de defesa mais rapido aos antibioticos, porém
ao nao ter mais a influéncia do agente indutor, a bactéria retorna ao seu metabolismo
natural (CHRISTAKI et al., 2020).

A resisténcia adquirida ocorre quando um organismo que € naturalmente
suscetivel aos antibidticos se torna resistente por conta da aquisicao de genes ou por
mutacBes por meio de fontes exdgenas (transferéncia horizontal de genes)
(ARZANLOU et al., 2017; CHRISTAKI et al., 2020). A transferéncia horizontal de
genes ocorre por meio de trés mecanismos principais: 1) transformacdo, que é
recombinacao de material genético, como a incorporacédo de fragmentos de DNA livres
de um microrganismo morto ao cromossomo; 2) transducdo, a qual consiste na
transferéncia de material genético através de um bacteriéfago; 3) conjugacao, que
consiste no contato célula a célula através de pili sexual, usando elementos genéticos
moveis como 0s plasmideos e o0s transposons, para transpassar genes. Porém o
método mais eficiente para a acumulacdo de genes de resisténcia é representado
pelos “integrons”, que séo sistemas de recombinacao sitios-especificos que podem
recrutar quadros de leituras abertos na forma de cassete de genes moveis
(CHRISTAKI et al., 2020; MUNITA; ARIAS, 2016). As mutac¢Oes propiciadas por essas
alteracOes podem afetar os mecanismos de acdo de antimicrobianos por meio da

mudanca do seu alvo molecular, diminuindo a afinidade pela droga; ativando a bomba
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de efluxo que elimina da célula a molécula ativa; ou mudando as vias metabdlicas

essenciais por meio de modulacao de redes regulatérias (MUNITA; ARIAS, 2016).

1.1.1 Bactérias patogénicas de humanos.

Staphylococcus epidermidis € uma bactéria Gram-positiva coagulase negativa,
gue € encontrada na microbiota nasal e cutanea. Esta € considerada um patégeno
oportunista, pois esta relacionada com infeccbes nosocominais associadas a
dispositivos médicos, como cateteres, valvulas cardiacas, implantes prostéticos e
enxertos vasculares, principalmente em pacientes jovens e adultos
imunocomprometidos (QI et al., 2018; BOTTAGISIO et al., 2020; SANCHEZ et al.,
2020).

O patégeno Gram-positivo Staphylococcus aureus € frequentemente
relacionado as infeccbes que afetam humanos e animais, como as cutaneas,
endocardite, artrite séptica, pneumonia e sepse, entre outras; agindo ao nivel
hospitalar e comunitario. Devido as prescri¢cdes inadequadas de antibioticos é possivel
encontrar cepas de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA), daptomicina
(DRSA), B-lactamicos e meticilina (MRSA) seus derivados (GONCALVES et al., 2019;
WU et al., 2019).

A bactéria oportunista Gram-positiva e anaerébia facultativa Enterococcus
faecalis € normalmente encontrada no trato gastrointestinal e urinario de animais e
humanos. Essa bactéria € frequentemente transmitida por contaminacéo fecal, sendo
causadora de septicemia, endocardite, infeccbes do trato urinario, peritonite e
meningite por infeccdo na corrente sanguinea e feridas (NAHA et al., 2020; WEN et
al, 2020). Atualmente sdo encontradas cepas de E. faecalis que apresentam
resisténcia adquirida e intrinseca a diversos antibiéticos comumente utilizados, como
os macrolideos e aminoglicosideos, incluindo cepas resistentes a linezolida (LZD) e a
vancomicina (VAN) (WEN et al. 2020).

O microrganismo Gram-negativo Escherichia coli € normalmente encontrado
no trato digestivo de animais e humanos, no entanto algumas cepas podem causar
infeccbes no trato gastrointestinal, urinario (ITU) e do sitio cirdrgico, sindrome
hemolitica-urémica (SHU), pneumonia e sepse (DAGA et al., 2019; SAROWSKA et
al., 2019).
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1.1.2 Infeccdes bacterianas na psicultura.

Embora o uso de antimicrobianos no tratamento contra microrganismos que
afetam o ambiente aquatico seja eficaz, a utilizacdo destes compostos acaba gerando
grande quantidade de residuos, o que acarreta risco de desenvolvimento de
resisténcia microbiana, afetando ndo apenas 0s organismos aquaticos, mas também
aves e mamiferos (FERNANDES et al.,, 2019). Desta forma, a contribuicdo da
aquicultura na resisténcia aos antimicrobianos deve ser controlada (LOZANO-MUNOZ
et al., 2021).

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das espécies de peixe
comerciais mais importantes do mundo anualmente sao produzidas 4,5 milhdes de
toneladas, com uma receita de 7,5 bilhdes de délares. Porém, as perdas econémicas
geradas por cepas bacterianas na produgdo mundial desse peixe estdo na ordem de
40 milhdes de dolares anuais, 0 que representa uma grande ameaca a indastria da
piscicultura (ETO et al., 2020).

Aeromonas hydrophilia (Ah) é uma das bactérias que afetam a piscicultura.
Pertencente a familia Aeromonodaceae, ela é Gram-negativa, anaerdbia facultativa,
possui forma de bastonete, ndo formadora de esporo e com flagelos polares e capsula
movel. Na tildpia do Nilo, a infeccdo causada pela Ah caracteriza-se por lesbes
hemorragicas nas nadadeiras e Ulceras na pele, e a sua disseminacdo nos tecidos
causa, inflamacéao, necrose e faléncia de multiplos 6rgaos (FERNANDES et al., 2019).

A Ewardsielose é uma doenca causada pela bactéria Gram-negativa
Edwardsiella tarda, a qual possui forma de bastonete. Ela afeta varias espécies de
peixes economicamente importantes, promovendo grandes perdas econdmicas. Os
principais sintomas que caracterizam a infeccdo por este tipo de bactéria sdo a
inflamacéo sistémica, septicemia e, nos quadros graves, a morte (PHUMKHACHORN,;
RATTANACHAIKUNSOPON, 2018.).

Citrobacter freundii é uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa e
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Sua patogenicidade tem sido associada a
surtos de doencas em peixes cultivados, resultando em grandes perdas para a
aquicultura devido a mortalidade e a baixa produtividade (JUNIOR et al., 2018; JIANG
et al.,, 2020). Ela esta associada as doengas encontradas na tilapia do Nilo (O.
niloticus); no bagre (Pseudoplatystoma reticulatum); e na tilapia mocambicana
(Oreochromis mossambicus) (JUNIOR et al., 2018).
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Na industria da aquicultura o Streptococcus agalactiae é considerado um
patégeno importante, que também causa graves perdas econémicas globais (DONG
et al., 2020). S. agalactiae € uma bactéria Gram-positiva comumente encontrada em
peixes de agua doce e salgada, sendo infecciosa em peixes, anfibios, mamiferos,
répteis, passaros e humanos. Ela pode causar sepse, pneumonia e meningite em
humanos, animais terrestres e peixes (WANG et al., 2018; DONG et al., 2020).

Lactococcus garvieae € uma bactéria Gram-positiva, anaerébia facultativa, de
cocos ovoide, ndo mével e causadora de meningoencefalite e septicemia fatal em
animais, peixes e humanos (BWALYA et al., 2020; SHAHI; MALLIK, 2020). Os sinais
clinicos em peixes incluem natacdo erratica, anorexia, exoftalmia, conjuntivite,
peritonite, melanose, congestao dos vasos sanguineos e hemorragia interna (SHAHI,
MALLIK, 2020).

1.2 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os peptideos vém se tornando nas Ultimas trés décadas candidatos para
aplicacbes na area médica (GRECO et al.,, 2020; MAHLAPUU, et al., 2016), na
aquicultura, na agricultura e na industria alimenticia, entre outras (SEYFI et al.,2020).

Com a crescente resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos tradicionais,
0s peptideos antimicrobianos (PAMs) tém sido avaliados como alternativa de
tratamento para as infec¢des bacterianas (GRECO et al., 2020). Atualmente mais de
3.000 PAMs se encontram identificados no antimicrobial peptides database (ADP), e
mais de 10.000 artigos foram publicados em 2019 sobre os PAMs, sendo que 36
sequéncias se encontram em fase pré-clinica ou clinica de estudo. Destas, sete tém
aprovacao para aplicacao clinica pelo Food and Drug Administration (FDA) dos EUA,
sendo estes oritavancina, colistina, vancomicina, gramicidina D, dalbavancina,
telavancina e daptomicina (KRISHNAN et al., 2020; LI et al., 2020; WANG, 2020).

Os PAMs podem ser encontrados em diversos organismos como insetos,
plantas, peixes, bactérias e mamiferos, pois sdo componentes importantes da
imunidade natural. Estes podem ser utilizados como antibacterianos, antivirais,
antiparasitarios e antifingicos, fazendo com que se tornem compostos especialmente
interessantes para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (MAHLAPUU,
et al., 2016; SEYFI et al., 2020). Diferente dos antibiéticos tradicionais, boa parte dos

PAMs rompe a membrana celular tornando a célula inviavel. Esse modo de agéo torna
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dificil o desenvolvimento de resisténcia, ja& que sdo necessarias diversas mutacdes
para que ocorra a alteragdo dos componentes da membrana celular (LEI et al., 2019).
Os PAMs séao oligopeptideos contendo entre 10 a 50 residuos de aminoacidos,
cationicos (com duas ou mais cargas positivas), anfipaticos (quase 50% de seus
aminoacidos sao hidrofébicos), e na grande maioria das vezes possuem estrutura
helicoidal (CRUSCA et al., 2010; LEON-CALVIJO et al., 2015; MISHRA et al.,2018).
Além dos PAMs que possuem estrutura em a-hélice, de acordo com suas
caracteristicas estruturais os PAMs podem ser classificados em outros 3 grupos: 1)
ricos em cisteinas e folhas [3 estabilizadas por duas ou quatro ligagdes de dissulfeto;
2) PAMs contendo “loops” formados por uma unica ligagéo de dissulfeto e; 3) PAMs
com estruturas estendidas ricas em arginina, histidina, glicina, prolina e/ou triptofano
(HANCOCK; SAHL, 2006; SANTOS-FILHO et al., 2017).

Os peptideos a-helicoidais em solugdo se encontram estendidos ou nao
estruturados, mas ao terem contato com os fosfolipideos anfipaticos da membrana se
tornam helicoidais. Ja os peptideos com estrutura em folha 3 sdo normalmente muito
mais ordenados em solucdes aquosas e ambientes de membrana (TRAKOVA et al.,
2017).

O principal mecanismo de acdo dos PAMs é a permeabilizacdo seguida pelo
rompimento da membrana (CIUMAC et al., 2019). Para a interacdo do peptideo com
a célula temos como primeira etapa, o contato com a membrana aniénica por meio da
interacdo eletrostatica dos residuos catidnicos dos peptideos, com subsequente
interacdo hidrofébica entre as cadeias acila dos lipideos e os residuos apolares da
sequéncia peptidica (LEI et al., 2021). Os mecanismos de acdo na membrana séo
complexos, ja que a sua atividade e seletividade celular dependem dos parametros
fisico-quimicos dos peptideos e também das membranas alvo (KUPPUSAMY et al.,
2019). Além da acdo na membrana, estes peptideos podem atuar em alvos
moleculares especificos, promovendo perturbacao nas vias metabolicas e agindo nos
componentes citoplasmaticos essenciais dos microrganismos, como 0 DNA e RNA,
proteinas e enzimas (CIUMAC et al., 2019).

Varios modelos foram propostos para explicar a forma que os PAMs
estruturados em a-hélice anfipatica rompem as membranas, sendo alguns descritos
abaixo. No modelo conhecido como barril, apos a interacao inicial com a superficie da
membrana e estruturacdo, a face hidrofébica do peptideo interage com a cadeia

hidrofobica dos fosfolipidios e a sua superficie hidrofilica fica orientada para dentro do
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barril, formando poros (LORENZON, et al., 2019). No modelo toroidal, as moléculas
dos peptideos sdo adsorvidas e associadas a superficie da camada lipidica, e apos
mudanca conformacional e forte interacdo com os lipideos, poros formados de
peptideos e lipideos sdo constituidos, contento em seu interior a face polar dos
peptideos e as cabecas polares dos lipideos (KUPPUSAMY et al., 2019; CIUMAC et
al., 2019). Um outro tipo de poro toroidal encontrado é o poro toroidal desordenado, 0
qual consiste em um poro semelhante ao anterior, mas ndo muito bem ordenado e
com alta entropia (LORENZON, et al., 2019). O modelo de eletroporacédo propde a
formacao de orificios instaveis na membrana alterando a carga da mesma, o que
muda o potencial da membrana e leva a lise celular (SEYFI et al., 2020). Outro
mecanismo bem aceito € o modelo “tipo carpete” ou “tipo detergente”, onde os
peptideos se acumulam na superficie da bicamada lipidica, e quando se atinge uma
“concentragao limiar” ocorre a formagao de agregados micelares, que exercem uma
acdo detergente e um processo de solubilizacdo da membrana (figura 1)
(LORENZON, et al., 2019; KUPPUSAMY et al, 2019; CIUMAC et al, 2019). De uma
forma geral, cinco passos podem ser descritos na interacdo dos PAMs: 1) contato
primério com as células alvos por interac6es hidrofobicas ou eletrostéticas; 2) ajuste
estrutural na membrana alvo; 3) acimulo até um nivel estequiométrico ativo; 4)
perturbacdo da membrana alvo por despolarizagdo ou permeabilizagéo, ou ainda por
meio de qualquer outro mecanismo de a¢ao, que pode ser transitorio ou estavel; e 5)
acesso aos alvos finais e/ou a morte celular (MORAVEJ, 2018).

Além destes mecanismos, os PAMs também possuem agéo contra biofilmes
bacterianos (GALDIERO et al., 2019). Varios mecanismos sao relatados dentre eles
cinco séo datados como principais: (1) degradacéo do polissacarideo e da matriz do
biofilme; (2) regulacédo negativa de genes responsaveis pelo transporte de proteinas
de ligacdo e de genes responsaveis por biofilmes; (3) ruptura ou degradagcédo do
potencial de membrana de células incorporadas aos biofilmes principais; (4) inibicao
do sistema alarme para evitar a resposta bacteriana estringente; (5) interrupcéo dos
sistemas de sinalizagdo de células bacterianas (YASIR; WILLCOX; DUTTA, 2018).

Por mais que os PAMs apresentem diversos mecanismos de acdo nos
patogenos, incluindo a membrana celular, ja sdo encontrados mecanismos de
resisténcia (BECHINGER; GORR, 2017; CARDOSO et al., 2021). Esses envolvem a
alteracdo de seu alvo (se especifico) ou principalmente a hidrélise dos peptideos e/ou

remocao de seu local de ac&o. Estes mecanismos envolvem a secrecao de proteases,
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exportacdo dos peptideos por bombas de efluxo, alteracdo da membrana
citoplasmatica e modificacdo de superficie, entre outros (CARDOSO et al., 2021).
Entre as modificacdes nas membranas das células bacterianas temos como exemplo
a acilacdo do grupo amino na cabeca do fosfatidil glicerol (CARDOSO et al., 2021).
Um melhor entendimento destes mecanismos de resisténcia € fundamental para o
desenvolvimento de novos PAMs com atividades terapéuticas (BECHINGER; GORR,
2017). Mesmo com a sua acao contra biofilmes eles também dificultam a acdo dos
PAMs, pois muitos ndo sdo capazes de adentrar nesta matriz, uma vez que 0S
polissacarideos capsulares e 0s exopolissacarideos podem impedir a

permeabilizacdo por esta estrutura.

Figura 1 - Mecanismo de acao dos peptideos antimicrobianos

Barrel stave

Modo Carpete

Eletroporagao

Adaptado de: MAGANA et al., 2020

Indmeros PAMs vem mostrando resultados promissores como antimicrobianos.
Um deles € o peptideo dimérico ligado por ponte de dissulfeto (p-BthTX-I)2 (sequéncia
[KKYRYHLKPFCKK]2) isolado da toxina BthTX-I, da peconha da serpente Bothrops
jararaca, que apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (SANTOS-FILHO et al., 2015). O seu mecanismo de acao ainda nao

€ bem definido, no entanto, esse peptideo aparentemente ndo age diretamente na
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membrana bacteriana, ndo possuindo capacidade de permeabilizar vesiculas, e atua
diferentemente nas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (SANTOS-FILHO et
al., 2021). Adicionalmente, 0 nosso grupo mostrou que a retirada das duas lisinas
situadas na regido C-terminal desse peptideo ndo promove perda de sua atividade
antimicrobiana, sendo esse peptideo foi obtido da degradagédo enzimética do peptideo
inicial (p-BthTX-1)2 (SANTOS-FILHO et al., 2017). Outro experimento mostrou que o
peptideo dimerizado com um residuo de lisina na extremidade C-terminal, em lugar
dos residuos de cisteina, peptideo (desCys/Lys'?/Lys3(p-BthTX-I)2K), apresenta
atividade similar ou aumentada em relacédo ao dimero inicial (SANTOS-FILHO et al.,
2018), sendo esse escolhido para ser avaliado nesse projeto.

Outro peptideo utilizado nesse trabalho foi o Hilina al (Hy-al) isolado de um
sapo arboricola encontrado no Brasil chamado Hypsiboas albopunctatus, cuja
sequéncia é IFGAILPLALGALKNLIK-NHz. Essa molécula apresenta atividade contra
bactérias e fungos. O seu modo de acgdo foi atribuido a formagdo de poros na
membrana do microrganismo, causando assim a destruicdo do mesmo (CASTRO et
al., 2009; CRUSCA et al., 2010). Desta forma, temos dois peptideos com mecanismo
de acao diferentes, e a conjugacao entre eles poderia proporcionar a obtencéo de

moléculas mais ativas.

1.3 PEPTIDEOS DE PENETRACAO CELULAR

A lipofilicidade da biomembrana celular é um obstaculo no processo de
penetracdo de farmacos que agem no interior da célula, sendo que muitas drogas nao
conseguem atingir completamente o seu alvo. Para contornar esse problema, muitos
métodos vém sendo desenvolvidos, como a perturbacdo da membrana, a utilizacao
de nanocarreadores e utilizacdo de peptideos de penetracdo celular (PPCs), entre
outros (GUI et al., 2020).

Os PPCs sdo uma familia de peptideos naturais ou sinteticamente obtidos e
gue sao capazes de atravessar a membrana biolégica por meio de processos
dependentes ou independentes de energia (NEUNDORF, 2019; BOHMOVA et al.,
2018). Comparados com outras técnicas de translocacdo, os PPCs adentram as
células de forma néo invasiva e sem destruir a integridade das membranas, sendo
considerados seguros e eficientes (RUSESKA; ZIMMER, 2020). A eficiéncia dos
PPCs varia de acordo com sua estrutura, do tipo da célula alvo, da temperatura, da
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concentracio e tempo de exposi¢cdo (BOHMOVA et al., 2020). Os PPCs possuem uma
sequéncia relativamente pequena, de 5 a 30 residuos de aminoacidos, e sua
conformac&o e estrutura quimica sdo altamente variaveis (BOHMOVA et al., 2018;
NEUNDORF, 2019; WATKINS et al., 2019). A aplicacéo desses peptideos envolve o
carreamento para o interior da célula de diversos tipos de moléculas, como outros
peptideos, proteinas, DNA, RNA, lipossomas, nanoparticulas ou pequenas drogas
organicas (NEUNDORF, 2019).

A taxonomia unificada destes peptideos ndo existe, mesmo que Varios critérios
diferentes foram propostos com base na origem, sequéncia, fungéo ou mecanismo de
acado dos PPCs (GUIDOTTI et al., 2017; DERAKHSHANKHAH; JAFARI, 2018). No
entanto, eles podem ser categorizados em trés subclasses: catidnicos, hidrofébicos e
anfipaticos (DASALE et al., 2020).

Os PPCs de classe catibnica consistem em peptideos que contém grande
quantidade de cargas positivas em pH fisioldgico, possuindo em sua sequéncia
mdltiplos residuos de lisinas e argininas (BOHMOVA et al, 2018; DASALE et al., 2020;
GUIDOTTI et al., 2017). A classe anfipatica possui em sua sequéncia regides polares
(hidrofilicas) e apolares (hidrofébicas) (BOHMOVA et al., 2018; DASALE et al., 2020).
Ja os PPCs de classe hidrofobica possuem aminoacidos hidrofébicos em grande
quantidade, como a leucina, alanina, isoleucina, triptofano, metionina e fenilalanina
(BOHMOVA et al., 2018). A alta hidrofobicidade de sua sequéncia possui alta
afinidade com a parte hidrofébica das membranas celulares, permitindo a interacédo e
o carreamento (GUIDOTTI et al., 2017).

Com base em sua origem os PPCs podem ser divididos em sintéticos,
derivados de proteinas e quiméricos. O PPC da familia da poliarginina possui a
arginina como um unico componente estrutural sendo assim, um representante dos
peptideos sintéticos. Como exemplo de PPCs derivados de proteinas naturais,
encontramos a penetratina e o HIV-TAT (47-57). OS PPCs quiméricos sdo compostos
por dois ou mais motivos de peptideos diferentes, tendo como um exemplo o
“transportan” que € um peptideo quimérico derivado da galanina e do mastoparan
(DERAKHSHANKHAH; JAFARI, 2018).

Embora cada PPC possua mecanismos diferentes de internalizagéo, a literatura
descreve trés como principais, sendo estes, a endocitose, a penetracdo direta e a
translocacdo por meio da formagdo de uma estrutura transitoria (micela invertida)
(figura 2) (DERAKHSHANKHAH; JAFARI, 2018). No processo de endocitose, 0s
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PPCs sao transportados para dentro da membrana em mecanismo dependente de
energia. Nesse processo a membrana se dobra para dentro, afim de transportar
componentes externos para o interior da célula (DERAKHSHANKHAH; JAFARI,
2018). Ja na penetracdo direta, o processo acontece independente de energia,
podendo ocorrer mesmo em temperaturas baixas e na presenga de inibidores
endocitéticos. Os mecanismos aceitos nesse caso, sdo 0s mesmos dos peptideos
antimicrobianos que agem na membrana, mas o0s poros formados sao transitérios
(DERAKHSHANKHAH; JAFARI, 2018; GUIDOTTI et al, 2017).

Figura 2 - Mecanismo de acao dos peptideos de penetracdo celular.
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Adaptada de: DERAKHSHANKHAH; JAFARI, 2018

Na translocacdo por meio da formacdo de uma estrutura transitéria, ocorre o
modelo de micela invertida, onde a interacdo do PPC com a membrana pode causar
ruptura da bicamada lipidica, ap6s a formacgéo da estrutura invertida. Neste processo
varias etapas ocorrem, entre elas, a captura dos PPCs do ambiente hidrofilico para o
nacleo da micela, a interacdo da micela invertida com os componentes da membrana,
a desestabilizagdo das micelas e, por ultimo, a liberacdo dos PPCs no citoplasma
(DERAKHSHANKHAH; JAFARI, 2018).
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O PPC hidrofébico “PFV” de sequéncia PFVYLI é um peptideo derivado do
peptideo C105Y de sequéncia CSIPPEVKFNKPFVYLI que corresponde aos residuos
359-374 da a1-antripsina (RHEE; DAVIES, 2005). O PFV ja foi utilizado para carrear
SiRNA, peptideos pré-apoptéticos e sondas fluorescentes em diversas linhas celulares
diferentes (CAl et al., 2013). O peptideo catiénico HIV-TAT (47 a 57) de sequéncia
YGRKKRRQRR € um peptideo derivado da proteina de ligacdo e transativacao do
RNA (TAT) do virus causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV-1). Ele
€ capaz de mediar a entrada de muitas macromoléculas biolégicas exdgenas nas
células através de sua membrana (ZOU et al., 2017; GUI et al., 2020). Outro peptideo
com capacidade de penetracao celular € o anti-inflamatério 6 (AlP-6) que é catibnico
de sequéncia KRLRWR. Além de sua capacidade intrinseca de penetracao celular o
peptideo ja demonstrou em estudos in vitro e in vivo efeitos anti-inflamatérios
significativos (WANG et al., 2011).

O desenvolvimento de novas moléculas visando o sistema de distribuicao de
drogas pode ser uma abordagem a ser utilizada para permitir a administracdo de
PAMs, mantendo a sua atividade contra alvos especificos, aumentando o seu tempo
de meia-vida e diminuindo efeitos toxicos (SANTOS-FILHO et al., 2021). Por isso
conjugamos o peptideo desCys'/Lys?/Lys3(p-BthTX-1)2K, que aparentemente é
especifico a um alvo intracelular, com os PPCs citados acima para auxiliar a entrada

do peptideo na célula e otimizar a sua atividade.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar, e avaliar as atividades antimicrobianas dos peptideos
conjugados desCys!t/Lys'?/Lys'3(p-BthTX-1)2K-(Hy-al), na presenca ou ndo de
espacadores, e desCys!Y/Lys'?/Lyst3(p-BthTX-1)2K-PPCs.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese e purificacdo dos peptideos

o (p-BthTX-1)2K-(Hy-al) - Cys-Bt-Hy-a1l,

o desCys'/Lys'?/Lys*3(p-BthTX-1)2K-(Hy-al) - p-Bt-Hy-a1l,

o desCys't/Lys'?/Lys'3(p-BthTX-I)2K-[PEG]-(Hy-al) - p-Bt-[PEG]-Hy-al,
o desCys!Y/Lys'?/Lys'3(p-BthTX-1)2K-(AIP-6) - p-Bt-PPCy,

o desCys't/Lys'?/Lys'3(p-BthTX-I)-(PFV) - p-Bt-PPC,

o desCys!/Lys'?/Lys'3(p-BthTX-1)2K-(HIV-TAT(47-57)) - p-Bt-PPCs.
e Caracterizacao dos peptideos por meio de:
o Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia
o Analise por espectrometria de massas
o Dicroismo Circular
e Avaliacdo bioldgica dos peptideos por meio da:
o Determinagdo da concentragdo inibitoria minima e bactericida minima
em microrganismos patogénicos em humanos e peixes.

o Atividade hemolitica em eritrocitos humanos e de peixes.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 SINTESE DE PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA

Os peptideos foram sintetizados utilizando a metodologia da sintese em fase solida
(SPFS) (MERRIFIELD, 1963), a qual consiste no crescimento da cadeia peptidica,
aminoacido por aminoéacido, a partir da regido C-terminal ligada covalentemente a um
suporte polimérico inerte nas condicbes da sintese. Este suporte polimérico formado
principalmente de estireno e divinilbenzeno solvata em solventes organicos e se expande
conforme o peptideo cresce (HANSEN; ODDO, 2015). A formacéo da ligacao peptidica esta
apresentada na figura 3. Na sintese dos peptideos desse projeto foram utilizados como

suportes as resinas Rink Amida e Wang.

Figura 3 - Formacéao da ligacéo peptidica.
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Fonte: Préprio autor.

A sintese comecou com os peptideos Hy-al ou PPCs. Os Fmoc-aminoacidos foram
acoplados pela ativacdo dos grupos carboxilas com a combinacdo de
diisopropilcarbodiimida (DIC) e N-hidroxibenzotriazoil (HOBt). Todos os reagentes e 0s
aminoéacidos foram usados com trés vezes de excesso em relacdo a quantidade de grupos
reativos na resina inicial. O grupo Fmoc possui como caracteristica ser base-labil, sendo
removido utilizando-se uma solugcdo de 20% de 4-metilpiperidina em dimetilformamida
(DMF) durante 1 e 20 minutos. O esquema de sintese utilizado esta demonstrado na figura
4. Entre cada etapa foram realizadas 6 lavagens da resina para a retirada dos subprodutos
da reacdo e excessos dos reagentes. Os solventes DMF e diclorometano (DCM) foram
utilizados. Apos cada etapa de acoplamento e desprotecao foi realizado o teste de ninidrina

(KAISER et al., 1970). Esta solugdao quando em temperatura elevada, reage com 0s
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grupamentos amino livres, gerando um composto de cor azul, fazendo com que a reagao
seja apropriada para indicar a eficiéncia de cada etapa da sintese.

Figura 4 - Desenho representando o protocolo geral da sintese peptidica utilizada nesse
trabalho.

Fmoc —

Y

~ Desprotecdo Desprotege novamente
(4-metilpiperidina/DMF)

Novo ciclo

NH,— Testede Negativo —
ninidrina Positivo _l
+ <
Fmoc—-AA,
|

Acoplamento novamente

Acoplamento

LJ

Positivo T.es.te .de «— Fmoc—AA
Negativo nhinidrina |

Apds o acoplamento de todos
| as aminoacidos

Desprotec¢do/Clivagem

Fonte: Proprio autor.

Ao fim da sequéncia de aminoacidos da Hy-al ou dos PPCs foi acoplado o residuo
de lisina protegido com dois grupos Fmoc em seus grupos amino. Esses grupos foram
retirados com 20% de 4-metil-piperidina em DMF e o restante da sintese ocorreu
concomitantemente nos dois grupos aminos para a obtencdo da parte do peptideo
correspondente a sequéncia desCys'l/Lys'?/Lys?3(p-BthTX-I)2K (p-Bt). A estratégia de
sintese dos peptideos sintetizados Hy-al ou PPCs com o peptideo dimérico p-Bt esta
representada na figura 5.
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Figura 5 - Estratégia de sintese utilizada nesse trabalho: a) com Hilina-al; b) com PPC.
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Fonte: Préprio autor

3.2 CLIVAGEM DOS PEPTIDEOS

Ao final da sintese foi feita a clivagem dos peptideos da resina por meio da utilizacao
de TFA contendo supressores de reacdes colaterais (scavengers). A proporcao usada para
o peptideo desLys3(p-Bth TX-I)2K-Hy-al foi 94% de &cido trifluoracético (TFA); 2,5% de
isopropilsilano (TIS); 2,5 % de H20 e 1% de 1,2-etanoditiol (EDT); para os demais peptideos
foi usada a proporcéao 95% TFA; 2,5% de TIS e 2,5 % de H20. As reacdes foram conduzidas
sob agitacdo moderada durante duas horas a temperatura ambiente. Ao término 0s
peptideos foram precipitados com éter etilico gelado e lavados 3 vezes com esse solvente
para eliminacdo de parte dos reagentes presentes na solucdo de clivagem. O precipitado
obtido foi extraido da resina com uma solugcédo aquosa contendo 50% de 0,045% de TFA
em agua e 0,036% de TFA em acetonitrila. O sobrenadante contendo o peptideo foi

liofilizado e identificado como peptideo bruto.
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3.3 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS

A purificacdo dos produtos da sintese foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa no modo semipreparativo utilizando uma coluna C18
AAPPTEC (25 cm x 1 mm e particula de 5 ym). Durante as purificagoes foram recolhidas
fracdes de aproximadamente 5 mL, e a pureza dessa determinada por CLAE analitica em
uma coluna Ultraspehere Phenomnex C18 (tamanho 4,6 x 250 mm, tamanho da particula
de 5 um). Os tubos que continham o material puro foram juntados e liofilizados.

As analises dos peptideos foram realizadas em um espectrometro de massas
Thermo LCQ-fleet, com configuragéo ESI-IT-MS. Realizou-se a infusdo direta das solu¢des
de amostra a uma concentracdo de aproximadamente 10 ppm em acetonitrila/agua
contendo 0,1% v/v de &cido férmico. A vazao de infuséo foi ajustada a 5,0 pL/min e a fonte

de eletrospray foi operada em modo positivo, aplicando-se 4,5 kV no capilar de eletrospray.

3.4 DICROISMO CIRCULAR

Para o estudo estrutural dos peptideos foi utilizada a espectroscopia de dicroismo
circular. Os espectros de CD foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco J-815, em
celas de 1,0 mm de caminho éptico com 5 varreduras por espectro com tempo de integracao
de 3 s por ponto. As solucdes estoques dos peptideos foram preparadas em tampéao fosfato
salino (PBS), para posterior diluicdo. As solucdes de peptideos também foram preparadas
em LPC (lisofosfatidilcolina) 1 mM e TFE (trifluoretanol) 60% em tampé&o.

O calculo da elipticidade molar [6] foi realizada utilizando a equacédo 1
(CASALLANOVO et al., 2006).

valor(em milidegree)

161 = (10. ¢. [peptideo].n® de aa)

Equacao 1

O numerador é o valor obtido em milidegree pelo equipamento, { € o caminho éptico
da cubeta utilizada (0,1 cm), [peptideo] é a concentragdo em mol/L usada no experimento

e 0 “n° de aa” é a quantidade de residuos de aminoacidos presente na molécula.

3.5 AVALIACAO BIOLOGICA
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3.5.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana dos peptideos foi avaliada a partir dos ensaios de
concentracao inibitéria minima (CIM) e de concentracéo bactericida minima (CBM). Nesses
ensaios foram utilizadas cepas bacterianas de importancia clinica: S. epidermidis (ATCC
35984) resistente a meticilina, S. aureus (ATCC 25923) sensivel a meticilina, S. aureus
(ATCC 14458) portador da enterotoxina b, E. coli (ATCC 10536) e E. faecalis (ATCC 29212),
e cepas encontradas na piscicultura: A. hydrophila, A. jandaei, C. freundi, E. tarda, S.
agalactiae, L. garvieai. A identidade, o codigo de acesso as sequéncias de nucleotideos
depositadas no GenBank, o hospedeiro e o local de isolamento das cepas oriundas da
psicultura estdo descritas na tabela 1.

Cada composto foi diluido em agua e uma solucdo estoque concentrada foi
preparada. Posteriormente a solucao estoque foi diluida 1:10 em caldo Mueller Hinton
Cétion Ajustado (MHCA) (BD) segundo o CLSI (WAYNE, 2011). Nas andlises feitas com os
peptideos da conjugacdo p-Bt com a Hy-al, em cepas que afetam os humanos, as
concentracOes utilizadas foram de 512 pug/mL até 0,06 pg/mL. Nas cepas que afetam a
psicultura as concentracdes utilizadas foram de 250 pg/mL até 0,488 ug/mL. Na analise dos
peptideos da conjugacéo p-Bt contendo os PPCs, a concentracao inicial utilizada foi de 512
MM e a final de 0,125 pM. Em todos os estudos foram realizadas diluicdes seriadas (1:2),
até a obtencado da concentracdo minima. A incubacéo foi feita a 37°C e a leitura visual dos
resultados apo6s 24 h, na qual foi observada a concentragdo minima em que o composto
consegue inibir o crescimento do microrganismo. Para os controles de esterilidade e de
crescimento foram adicionados caldo MHCA. No controle de crescimento foi adicionado
bactéria sem o composto para se observar o crescimento da mesma em caldo MHCA. No
controle de esterilidade, ha apenas o meio de cultura caldo MHCA, sem bactéria, para
mostrar que ndo ha contaminacdo do mesmo. Os testes foram realizados em duplicata e
em dois eventos diferentes.

Apés a leitura visual da concentracao inibitoria minima (CIM), foram inoculados 100
WL do conteudo do pogo equivalente a CIM, uma diluigdo acima e duas abaixo, em placa
de MHCA-Agar por técnica de microgota, sem estriar. A placa foi incubada em estufa a
37°C por 24 h, quando foi feita a leitura visual para observar qual concentracdo nao houve
0 crescimento bacteriano.

Nas analises dos conjugados p-Bt-PPCs apds o tempo de incubacdo das placas a

37°C durante 24 h, foi adicionado aos poc¢os 15 pL de coloracdo com resazurina a 0,01% e
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incubadas novamente protegidos da luz por duas horas. Em seguida, 0os pocos que
corresponderam ao CIM e pelo menos aos trés pocos anteriores foram homogeneizados,
diluidos em série e semeados em agar Mueller-Hinton para a determinacdo do MBC. As
placas foram incubadas em estufas a 37°C por 24 h em 5% de CO:2. Foi determinado o
nimero de unidades formadoras de col6nias/mL (UFC mL™) de bactérias. O MBC foi

considerado quando os peptideos mataram 99,9% da cultura bacteriana testada.

Tabela 1 - Dados das cepas oriundas da piscicultura.

Caodigo Isolamento

ID Espécie Hospedeiro
GenBank Ano Local

Bactérias Gram-positivas

ATCC 7966 - A. hydrophila - - -
T3R MH591949.1 A. hydrophila Oreochromis niloticus 2016 A
Al24 KJ561033.1 A. jandaei O. niloticus 2011 B

IA1 MH155229.1  A.jandaei O. niloticus 2017 A
LP15/3 MH155228.1 C.freundi Pteropyllum scalare 2015 A
Bactérias Gram-negativas

13 - E. tarda O. niloticus 2016 A
D115C KU605571.1 S. agalactiae O. niloticus 2014 C
D151C KX385295.1 S. agalactiae O. niloticus 2016 D
A74 KJ560984.1 L. garvieae O. niloticus 2011 B
14MS KJ560992.1 L. garvieae Pseudoplatystoma fasciatum 2012 E

(A = Caunesp, B = Arealva, C = Nova Avanhandava, D = Reservatério de Chavantes- Rio Parani e E =

Dourados)

3.5.2 Atividade hemolitica

A avaliacdo da toxicidade dos peptideos foi realizada em eritrocitos. O protocolo
utilizado para teste foi 0 de Onuma et al. 1999 com modifica¢cdes. Para a preparagéo das
hemacias foi colhido o sangue de uma pessoa sem 0 uso de medicamento em tubo para
coleta contendo EDTA. Deste tubo foram retirados 2 mL de sangue e transferidos para um
tubo de centrifuga com mais 2 mL de tampéo PBS. O tubo foi centrifugado a uma rotacao

de 800 xg, por 15 min a temperatura ambiente. Apos a centrifugagédo, o sobrenadante foi
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descartado. Este processo foi repetido mais duas vezes, completando um total de 3
lavagens do sangue. Apos as lavagens foi feita uma solucdo de hemécias a 1% em PBS.
Foram feitas diluicbes seriadas dos peptideos para determinacao da concentracdo que lisa
50% das hemacias (HC50). Os tubos entdo foram encubados por 1 h a 37 °C, ap0s este
processo 0os mesmos foram centrifugados a 3000 rpm por 5 min e 100 pL do sobrenadante
foram pipetados em microplacas de 96 pocos. A absorbancia foi lida no aparelho
SpectraMax em 540 nm. O valor de 100% de hemodlise foi determinado utilizando 100 pL
da suspenséo celular misturada com 100 uL de Triton X-100 1% (v/v), enquanto que o valor
de 0% de hemolise foi obtido utilizando 100 pL da suspenséao celular com 100 yL de tampéo.
O ensaio foi realizado em duplicata, sob aprovacédo do projeto “Sintese, caracterizacédo e

estudos de diferentes peptideos bioativos” no conselho de ética, parecer n° 4.253.480.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DE PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA

Os peptideos obtidos e os cddigos utilizados em sua descri¢cado estdo colocados na
Tabela 2.

Para a sintese dos peptideos conjugados com a sequéncia Hy-al, inicialmente foi
sintetizado a Hy-al, posteriormente foi acoplado o residuo de Fmoc-Lys(Fmoc)-OH e por
fim os amino&cidos das sequéncias correspondentes aos peptideos Cys-Bt ou p-Bt. Na
sintese do primeiro peptideo, partiu-se de uma massa inicial de resina Rink amida de 645,2
mg e obteve massa final de 1,4055 g, com um ganho de massa de 760,3 mg e rendimento
de 90%. Na sintese do p-Bt-Hy-al a massa inicial de resina foi de 526,5 mg, obtendo no
final 990,5 mg, com ganho de massa de 464 mg (rendimento de 97%). Para avaliar se a
distancia entre os peptideos poderia afetar a atividade do bioconjugado, um o grupamento
acido {2-[2-(Fmoc-amino)etoxi]etoxi}acético foi adicionado entre as sequéncias, obtendo-
se 0 peptideo p-Bt[PEG]Hy-al. Essa sintese iniciou-se com uma massa de resina de 526,3
mg e terminou com uma massa de 933,5 mg, com um ganho de massa de 407,2 mg e
rendimento 90%. Os rendimentos e 0s ganhos de massa obtidos e tedricos podem ser
encontrados na Tabela 3.

Apos a sintese, os peptideos passaram pelo processo de clivagem. Para o peptideo
Cys-Bt-(Hy-al) a solucéo utilizada foi de 94% de TFA, 2,5% de Hz20, 2,5% de EDT e 1% de
TIS. Ja na clivagem dos peptideos p-Bt-Hy-al e p-Bt[PEG]-Hy-al foi utilizada uma solugéo
contendo 95%de TFA, 2,5% de H20 e 2,5% de TIS. As massas obtidas dos peptideos
brutos estdo apresentadas na Tabela 4.

Os peptideos brutos obtidos foram avaliados por meio da espectroscopia de massas
para a confirmacdo da obtencdo materiais desejados. As massas molares dos peptideos
Cys-Bt-Hy-al p-Bt-Hy-al, p-Bt[PEG]-Hy-al foram respectivamente 5178,4 g/mol, 4716,8
g/mol e 4861,8 g/mol (Figuras 6, 7 e 8) e iguais as tedricas esperadas: 5178,4; 4715,8 e

4860,7 g/mol, respectivamente.
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Tabela 2 - Sequéncias e codigos dos bioconjugados peptidicos produzidos no projeto.

Peptideo Cédigo Sequéncia
desLys'3(p-BthTX-1)2K-(Hy-al) Cys-Bt-Hy-al (KKYRYHLKPFCK)2K-
IFGAILPLALGALKNLIK
desCyst/Lys?/Lyst3(p-BthTX-1)2K- p-Bt-Hy-al (KKYRYHLKPF)2K-
(Hy-al) IFGAILPLALGALKNLIK
desCys/Lys?/Lys'3(p-BthTX- p-Bt[PEG]Hy-al (KKYRYHLKPF)2K-
)2K[PEG]-(Hy-al) [PEG]IFGAILPLALGALKNLIK
desCysY/Lys!?/Lys3(p-BthTX-1)2K- p-Bt-PPC1 (KKYRYHLKPF)2K-
(AIP-6) KRLRWR
desCysY/Lys!2/Lys3(p-BthTX-1)2K- p-Bt-PPC> (KKYRYHLKPF)2K-
PFV PFVYLI
desCys/Lys?/Lys'3(p-BthTX-I)2K- p-Bt-PPCs (KKYRYHLKPF)2K-
(HIV-TAT(47-57)) YGRKKRRQRRR

Os perfis cromatograficos dos peptideos brutos foram obtidos em um cromatografo
liquido de alta eficiéncia (CLAE) utilizando um gradiente de 5 a 95% de solvente B em 30
min em um fluxo de 1 mL/min. O peptideo Cys-Bt-Hy-al apresentou um tempo de retencdo
de 15,81 min, como pode ser observado na figura 9, ja o peptideo p-Bt-Hy-al apresentou
como tempo de retencdo de 17,07 min como observado na figura 10 e o peptideo p-
Bt[PEG]-Hy-al apresentou um tempo de retencéo de 16,61 min como pode ser observado
na figura 11. Como o esperado o peptideo contendo o espacador polar PEG, devido a sua
polaridade, apresentou menor tempo de retencdo que 0 seu correspondente sem o
espacador.

Os peptideos brutos foram purificados em um sistema CLAE semipreparativo. As
fracdes obtidas da purificagédo foram avaliadas em um sistema CLAE analitico e as fra¢des
puras foram juntadas e liofilizadas. Os gradientes de purificacdo e da andlise das fracoes,
e as massas obtidas estdo colocados na tabela 5. Os cromatogramas dos peptideos puros

podem ser observados nas figuras 12, 13 e 14.



Tabela 3 - Rendimento da etapa sintética dos peptideos conjugados com a Hy-al.

o . Ganho de Ganho de massa Rendimento
Peptidil-resina

massa (mg) tedrico (mg) (%)

Cys-Bt-Hy-al 760,3 922,5 90
p-Bt-Hy-al 464,0 938,0 97
p-Bt{PEG]Hy-al 407,2 1029,8 90

Tabela 4 - Rendimento da clivagem dos peptideos conjugados com o peptideo Hy-al.

34

Massa do peptideo Massa de peptideo Rendimento de

Peptideos
bruto (mg) bruto tedrico (mQ) Clivagem (%)
Cys-Bt-Hy-al 355,2 707,1 50
p-Bt-Hy-al 431,4 990,5 43
p-Bt{PEG]Hy-al 415,8 933,5 44

Figura 6 - Espectro de massas do peptideo Cys-Bt-Hy-al - massa molar 5178,4 g/mol
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Figura 7 - Espectro de massas do peptideo p-Bt-Hy-al - massa molar 4716,8 g/mol
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Figura 8 - Espectro de massas do peptideo p-Bt[PEG]Hy-al - massa molar 4860,8 g/mol
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Figura 9 - Perfil cromatografico do peptideo bruto Cys-Bt-Hy-al.
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Figura 10 - Perfil cromatogréafico do peptideo bruto p-Bt-Hy-al
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Figura 11 - Perfil cromatografico do peptideo bruto p-Bt{PEG]Hy-al.
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Tabela 5 - Condi¢cdes de purificacdo dos peptideos Cys-Bt-Hy-al, p-Bt-Hy-al, p-
Bt[PEG]Hy-al.

Gradiente de purificacao
Fracoes Pureza

) CLAE semi- .
Peptideos . CLAE analitico  puras (mg) (%)
preparativo
30-70 solvente B 40-60 solvente B
Cys-Bt-Hy-al ) _ 87,8 98
em 170 min em 10 min
30-70 solvente B 40-60 solvente B
p-Bt-Hy-al ) . 41,8 92
em 170 min em 10 min
30-70 solvente B 40-60 solvente B
95,9 95

-Bt[PEG}Hy-al
p-Bll Hy em 170 min em 10 min




Figura 12 - Perfil cromatografico do peptideo puro Cys-Bt-Hy-al.
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Figura 14 - Perfil cromatografico do peptideo puro p-Bt[PEG]Hy-al

0,8+
1 16,68

0,74

0,6

0,5+

0,4 1

0,34

Abs (220 nm)

024

0,14

.

T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo (minutos)

Apos o processo de sintese e caracterizacdo dos peptideos, foram feitos os ensaios
antibacterianos. A partir dos resultados obtidos, os quais vao ser discutidos no topico 4.2,
decidimos fazer novas sinteses contento o peptideo p-Bt, porém agora conjugado com
PPCs em sua regido C-terminal.

O primeiro peptideo sintetizado foi o p-Bt-PPC1, que foi iniciado com uma massa de
748,8 mg e no final apresentou uma massa de 1260,0 mg, rendimento de 83%. O segundo
a ser sintetizado foi o p-Bt-PPC2, o qual comegou com uma massa de 563,4 mg de resina
e terminou com 1069,0 mg de peptidil-resina, rendimento de sintese de 93%. E por fim o
peptideo p-Bt-PPCs que foi iniciado com uma massa de 1132,4 mg e terminou com uma
massa de 1670,6 mg, tendo um rendimento final de 94%. Os dados de rendimento e o
ganho de massa tedrico das sinteses destes peptideos podem ser encontrados na tabela
6.

ApoOs a sintese dos peptideos foi feita a clivagem da resina. Uma solugdo contendo
95% de TFA, 2,5% de H20 e 2,5% de TIS foi utilizada. A extragao foi realizada com 50%
de solvente A e 50% de solvente B. As massas dos peptideos brutos obtidas estédo

apresentadas na tabela 7.
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Tabela 6 - Rendimentos das sinteses dos peptideos p-Bt-PPCi1, p-Bt-PPC: e p-Bt-PPCs.

o ' Ganho de massa Ganho de massa Rendimento
Peptidil-resina .
(mg) tedrico (mg) (%)
p-Bt-PPC1 518,2 772,4 83
p-Bt-PPC:2 505,6 584,4 93
p-Bt-PPC3 538,2 572,5 94

Tabela 7 - Rendimento da etapa de clivagem dos peptideos p-Bt-PPC1, p-Bt-PPC:2 e p-Bt-
PPCs.

Massa do peptideo Massa de peptideo  Rendimento de
Peptideos bruto (mg) tedrico (mg) Clivagem (%)
p-Bt-PPC1 288,7 630,5 46
p-Bt-PPC2 660,3 1.014,8 65
p-Bt-PPCs 773,6 1.2415 62

Apo6s a obtencdo dos peptideos brutos, os mesmos foram avaliados por meio da
espectrometria de massas para a confirmacdo da massa molar. Os resultados obtidos
confirmaram a obtencao dos materiais desejados, com massas molares tedricos de 3764,57
g/mol, 3601,38 g/mol e 4410,6 g/mol para os peptideos p-Bt-PPC1, p-Bt-PPC: e p-Bt-PPCs,
respectivamente (Figuras 15, 16 e 17).

Figura 15 - Espectro de massas do peptideo p-Bt-PPC1 - massa molar 3764,57 g/mol.
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Figura 16 - Espectro de massas do peptideo p-Bt-PPC2 - massa molar 3601,38 g/mol.
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Figura 17 - Espectro de massas do peptideo p-Bt-PPCs - massa molar 4410,6 g/mol.
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O perfil cromatografico dos peptideos brutos foi obtido em CLAE utilizando um
gradiente de 5 a 95% de solvente B em 30 minutos, em um fluxo de 1 mL/min. O peptideo
p-Bt-PPC1 apresentou um tempo de retencéo de 11,37 min (figura 18), ja o peptideo p-Bt-
PPC:2 apresentou como tempo de retencédo de 14,20 min (Figura 19), e o peptideo p-Bt-
PPCs apresentou um tempo de retencdo de 10,64 min (figura 20). Esses dados estao de
acordo com as diferentes propriedades fisico-quimicas dos PPCs. O mais hidrofébico

apresentou o maior tempo de retencgao.
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Os peptideos foram purificados em um sistema CLAE semi-preparativo. As fracdes

obtidas da purificagdo foram avaliadas em um sistema CLAE analitico e as fragfes puras

foram juntadas e liofilizadas. Os programas de purificacdo, a pureza e as massas obtidas

estdo colocados na tabela 8. Os cromatogramas dos peptideos puros podem ser

observados nas figuras 21, 22 e 23.

Tabela 8 - Condicdes e resultados obtidos da purificacdo dos peptideos p-Bt-PPCa, p-Bt-

PPC: e p-Bt-PPCs.

Gradiente de purificacdo

i : Massa Pureza
Peptideos CLAE semi- o _
) CLAE analitico obtida (mg) (%)
preparativo
20-50 solvente B 15-45 solvente B
p-Bt-PPC1 _ ) 25,9 97
em 90 min em 15 min
15-45 solvente B 40-60 solvente B
p-Bt-PPC2 . . 25,2 93
em 90 min em 10 min
11-51 solvente B 10-50 solvente B
p-Bt-PPC3 23,7 90

em 90 min

em 15 min

Figura 18 - Perfil cromatografico do peptideo bruto p-Bt-PPCi.
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Figura 19 - Perfil cromatografico do peptideo bruto p-Bt-PPCo:.
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Figura 20 - Perfil cromatografico do peptideo bruto p-Bt-PPCs.
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Figura 21 - Perfil cromatografico do peptideo puro p-Bt-PPC1
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Figura 22 - Perfil cromatografico do peptideo puro p-Bt-PPCo:.
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Figura 23 - Perfil cromatografico do peptideo puro p-Bt-PPCs.
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4.2 DICROISMO CIRCULAR

A técnica de dicroismo circular (CD) pode ser utilizada para determinar a estrutura
secundaria de peptideos, proteinas e acidos nucleicos. Estas moléculas possuem diversos
centros quirais que podem interagir com a luz circularmente polarizada e alterar sua
absorcao (MAZINI, 2012).

Os cromoforos mais importantes nos estudos de CD de amostras peptidicas sdo 0s
grupamentos amidas das ligacdes peptidicas. Esses tipos de grupamento possuem angulos
de rotagcédo ¢ (phi) e @ (psi) que definem as condigbes de coplanariedade dos orbitais
envolvidos na ligacdo peptidica, tornando-se assim caracteristicos para cada tipo de
estrutura secundaria. As interacbes que a molécula pode fazer e o seu estado de
agregacdao/estruturacdo com o solvente ou com outras espécies, como por exemplo
surfactantes ou fosfolipidios, influenciam diretamente na rotacdo desses angulos
(GUIMARAES, 2017).

As estruturas secundarias dos peptideos e proteinas, principalmente folha-p, a-
hélice e random coil (randémica), podem ser observadas na regido do UV-distante (240-
180 nm) (MURAKAMI E RULLER, 20186).



46

A andlise de CD do peptideo (p-BthTX-I)2 foi utilizada como base para este trabalho
e apresentou anteriormente uma estrutura desorganizada (random coil) na presenca de
LPC e TFE (SANTOS-FILHO, et al., 2015). Os espectros obtidos para o peptideo p-Bt
(Figura 24) foram muito semelhantes ao peptideo (p-BthTX-I)2. Ja o peptideo Hy-al (Figura
25) na presenca de tampédo PBS apresenta uma estrutura desordenada, porém quando ele
se encontra na presenca de LPC e TFE se estrutura em a-hélice (CASTRO et al., 2009).
Na andlise dos peptideos precisou-se aumentar o comprimento de onda inicial de 195 para
198 nm devido a saturacdo da célula fotossensivel do equipamento. Desta forma, para a
Hy-al ndo foi observada a parte positiva do espectro e que corresponde a a-hélice (proximo
de 190 nm), os valores ficaram em valores proximos de zero, mas mesmo assim, o restante
do espectro mostrou estruturacdo em a-hélice com minimos em 208 e 222 nm.

Os peptideos Cys-Bt-Hy-al e p-Bt[PEG]-Hy-al em PBS ndo apresentaram
estruturacédo — “random coil”, enquanto a sequéncia p-Bt-Hy-al apresentou uma pequena
estruturacdo, provavelmente em a-hélice (Figuras 26, 27 e 28). A estruturacdo desses
peptideos em a-hélice ocorreu na presenca de 60% TFE e 1 mM de LPC. Acreditamos que
essa estruturacdo se da na parte do peptideo correspondente a Hy-al, que interage com
micelas, como as de LPC, ou se estruturam em TFE. No entanto, o formato do espectro
encontrado é diferente para cada um dos peptideos estudados. Para os peptideos Cys-Bt-
Hy-al e p-Bt-Hy-al, a intensidade em 222 nm é maior que a de 208 nm em LPC, indicando
uma agregacao do peptideo na forma de “coiled-coil” (figuras 26-28). Ja em TFE, o peptideo
adota uma conformacé&o mais estendida, sem ter as suas duas hélices em contato uma com
a outra — maior absor¢cdo em 208 nm em relagcdo ao comprimento de onda de 222 nm. No
peptideo contendo o PEG como espacador, a agregacado das moléculas nao foi encontrada,
indicando que essa molécula permite uma maior liberdade conformacional para esse

peptideo.



Figura 24 - Espectros de CD do peptideo p-Bt.
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Figura 25 - Espectros de CD do peptideo Hy-al.
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Figura 26 - Espectros de CD do peptideo Cys-Bt-Hy-al.
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Figura 27 - Espectros de CD do peptideo p-Bt-Hy-al.
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Figura 28 - Espectros de CD do peptideo p-Bt[PEG]-Hy-al.
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Os peptideos originarios das conjugacdes p-Bt com os PPCs também foram
analisados por CD. As concentracfes analisadas foram de 30 uM, pois ao tentar a analise
na mesma concentracao que os peptideos anteriores (60 uM) houve a saturacdo da célula
fotossensivel do equipamento, tendo assim, a necessidade de diminuir a concentracdo de
peptideos na solucdo analisada.

Os espectros dos peptideos PPCs AIP-6 (PPCi) e HIV-TAT (47-57) (PPCs3)
individualmente estdo nas figuras 29 e 30. Os resultados indicam a nao estruturagao
(random coil) nas condigdes testadas. Devido a pandemia do COVID-19 e o fechamento da
universidade diante do decreto de lockdown pela prefeitura de Araraquara nao foi possivel
a andlise do PPCa.

Ao analisar os espectros dos conjugados p-Bt com os PPCs é observado que na
presenca do tampao PBS quanto na presenca de LPC eles ndo apresentaram estruturagao,
(random coil), porém na presenca de um agente estruturante como o TFE, os peptideos
apresentaram bandas caracteristicas de a-hélice, com absorbancia negativa em 208 e 222
nm (figuras 31, 32 e 33). Esta estruturagcdo pode ser explicada pela conjugacéo dos
peptideos, obtendo-se uma nova conformacdo estrutural. Destacamos que nado houve
mudanca estrutural em LPC, um detergente que representa um meio correspondente a

membrana, indicando que a interacdo desses peptideos com a membrana é dificil e seu
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mecanismo de agdo nao ocorre nesta estrutura com indicado no trabalho de SANTOS-

FILHO et al., 2015.

Figura 29 - Espectros de CD do peptideo PPC:

‘3 4
E O 'n lf\ Iv/'\\./ ' 1 V I M 1 A= |
o 2 v 220 230 240 250 %6 270 (nm)
NE o
Q
% ]
5 4
©
- -6
»
=
_ ——PPC4 30 uM
104 — PPC1 30 uM + LPC 1 mM

——PPC4 30 uM + TFE 60%

Figura 30 - Espectros de CD do peptideo PPCs.
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Figura 31 - Espectros de CD do peptideo p-Bt-PPCa.
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Figura 32 - Espectros de CD do peptideo p-Bt-PPCo.
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Figura 33 - Espectros de CD do peptideo p-Bt-PPCs.
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4.3 ATIVIDADE BIOLOGICA

4.3.1 Atividade antimicrobiana

4.3.1.1 Atividade antimicrobiana dos conjugados Cys- e p-Bt/Hy-al

Os peptideos Cys-Bt-Hy-al, p-Bt-Hy-al e p-Bt[PEG]Hy-al apresentaram valores
de CIM baixos e comparaveis com outros PAMs, demonstrando boa capacidade bactericida
(Tabela 9) para a cepa resistente de S. epidermidis. Porém quando comparados com 0s
peptideos p-Bt e Hy-al, a atividade foi menor, demonstrando que a conjugacao foi
ineficiente para a melhora da atividade antibacteriana. Os conjugados mostraram valores
de CIM de 32 pg/mL, 64 pg/mL e 32 ug/mL para os peptideos Cys-Bt-Hy-al, p-Bt-Hy-al e
p-Bt[PEG]Hy-al, respectivamente. Essa diminuicdo pode ser atribuida & mudanga na
estrutura que ocorreu com a conjugacao, alterando assim a especificidade para o alvo e a
atividade antimicrobiana (LI et al., 2020). A menor atividade antimicrobiana do peptideo
conjugado p-Bt-Hy-al, pode estar relacionado a sua estrutura secundaria, originalmente
em “random coil” com os peptideos originais em PBS, que em parte foi estruturada em a-

hélice com a conjugacéo, o que pode ter atrapalhado a interagcédo dos peptideos com o seu
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alvo e consequentemente diminuindo o efeito antimicrobiano (LORENZON, et al., 2019).
Para as duas outras bactérias, o peptideo Hy-al apresentou a melhor atividade, sendo que
conjugacao com o peptideo p-Bt promoveu uma diminuicao na atividade bacteriana.

O peptideo H4, conjugado dos peptideos BMAP-25 e OP-145, mostrou um aumento
da atividade biol6gica contra as bactérias E. faecalis e Klebsiella pneumoniae, no entanto,
nao teve alteracdo em sua estrutura, o que pode ter viabilizado a sua atividade com estas
bactérias (ALMAAYTAH et al., 2018).

No caso do peptideo p-Bt[PEG]Hy-al, a utilizacdo do espacador diminuiu a CBM
em comparacédo ao p-Bt-Hy-al em E. faecalis e S. epidermidis. Isso indica que a distancia
entre os peptideos pode facilitar 0 acesso ao seu alvo celular, porém sua CIM ainda € igual
ao peptideo p-Bt ou menor que a Hy-al individualmente. Os peptideos Cys-Bt-Hy-al e p-
Bt[PEG]Hy-al apresentaram melhora na CBM em relacdo ao p-Bt, fato que merece maior

investigacao.

Tabela 9 - Atividade antibacteriana dos peptideos Cys-Bt-Hy-al, p-Bt-Hy-al, p-Bt[PEG]Hy-
al.

Atividade antimicrobiana

Peptideos S. epidermidis S. aureus E. faecalis

ATCC 35984 ATCC 25923 ATCC 29212

CIM CBM CIM CBM CIM CBM

(mg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (Hg/mL)

p-Bt 8 16 32 128 64 128
Hy-al 16 32 16 16 32 32
Cys-Bt-Hy-al 32 32 128 128 64 64
p-Bt-Hy-al 64 64 128 256 128 256
p-Bt[PEG]Hy-al 32 32 128 128 64 64

Quando testados contra cepas Gram-negativas encontradas na piscicultura (Tabela
10), as bactérias A. hydrophila (ATCC 7966), A. hydrophila T3R e E. tarda I3, nao
mostraram ter sido afetadas nas concentracdes estudadas em nenhum dos peptideos. O
peptideo p-Bt ndo apresentou atividade em nenhuma das cepas testadas, ja o peptideo Hy-
al ndo foi eficiente nas bactérias A. jandaei A124, A. jandaei IA1 e C.freundii LP15/3, além
das cepas anteriormente citadas (ASSANE et al., 2021). Na cepa bacteriana de A. jandaei

Al124, o peptideo Cys-Bt-Hy-al foi o Unico que apresentou atividade, com um CIM de 31,25
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pg/mL e um CBM de 62,50 pg/mL, sendo que na bactéria A. jandaei 1Al ele apresentou
atividade duas vezes menor que a cepa anterior, CIM 62,50 pg/mL e CBM 125 pg/mL. O
peptideo p-Bt[PEG]Hy-al apresentou maior atividade na bactéria A. jandaei IA1, com CIM
de 15,63 ug/mL e CBM de 15,63 pg/mL. Nessa bactéria, o peptideo p-Bt-Hy-al ndo mostrou
atividade, mostrando que a mobilidade das cadeias, propiciada pelo grupo PEG, nesse
caso, € importante. Para as demais bactérias Gram-positivas, de forma geral, o peptideo
mais eficiente foi a Hy-al, sendo que a conjugacao ndo aumentou a atividade. No entanto,
para as bactérias S. agalactiae e L. garvieae os resultados foram diferentes quando
comparamos o peptideo sem e o com espacador, sendo o primeiro mais ativo em bactérias
Gram-positivas, indicando diferentes modos de acéo e a complexidade dos mecanismos de
acao envolvidos.

A partir dos resultados obtidos observamos néo haver uma melhora significativa na
atividade antimicrobiana dos peptideos quando da conjugacdo do p-Bt com a Hy-al,
indicando que a conjugagao diminuiu a interacdo com componentes da parede celular e/ou
dificulta a interacao do peptideo com seu alvo molecular e/ou sua internalizacéo.

Para verificar se o alvo molecular do peptideo p-Bt era no interior da célula, esse
foi conjugado aos peptideos de penetracéo celular (PPCs), que o ajudariam a entrar na

célula bacteriana e atingir o seu alvo intracelular.

4.3.1.2 Atividade antimicrobiana do peptideo conjugado p-Bt com PPCs

Os peptideos PPCs individualmente ndo apresentaram atividade bacteriana
significativa nas bactérias testadas (Tabela 11). A atividade antimicrobiana na bactéria
Gram-negativa E. coli dos peptideos conjugados com os PPCs foi semelhante ao do
peptideo p-Bt. A pouca mudanca da estrutura secundaria dos peptideos, obtida por CD,
pode ser uma das explicacdes da similaridade da atividade bacteriana.

No entanto, na bactéria Gram-positiva S. aureus, os peptideos p-Bt-PPC:, p-Bt-
PPC: e p-Bt-PPC3 apresentaram uma atividade melhorada, com MIC de 8 uM, 16 pM e 16
UM, respectivamente (Tabela 11) contra 256 uM do peptideo p-Bt. O aumento da atividade
em células bacterianas Gram-positivas pode estar relacionado a capacidade de o peptideo
agora penetrar a membrana bacteriana, facilitando assim a chegada ao seu alvo molecular

interno.
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Tabela 10 - Atividade dos peptideos Bt-Hy-al, p-Bt-Hy-al e p-Bt{PEG]Hy-al em bactérias relacionadas a piscicultura.

Atividade antimicrobiana (ug/mL)

Peptideos
Cepas p-Bt Hy-al Cys-Bt-Hy-al p-Bt-Hy-al p-Bt[PEG]Hy-al
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Bactérias Gram-positivas
A. hydrophila >250 - >250 - >250 - >250 - >250 -
ATCC 7966
A. hydrophila T3R >250 - >250 - >250 - >250 - >250 -
A. jandaei A124 >250 - >250 - 31,25 62,50 125 - 250 -
A. jandaei IA1 >250 - >250 - 62,50 125 >250 - 15,63 15,63
C.freundii LP15/3 >250 - 125 >250 15,63 15,63 62,50 62,50 >250 -
Bactérias Gram-negativas
E. tarda I3 >250 - >250 - >250 - >250 - >250 -
S. agalactiae >250 - 7,81 15,63 15,63 62,50 15,63 31,25 >250 -
D115C
S. agalactiae >250 - 7,81 15,63 31,25 62,50 31,25 31,25 >250 -
D151C
L. garvieae A74 >250 - 15,63 31,25 31,25 31,25 15,63 31,25 >250 -

L. garvieae 14MS >250 - 15,63 31,25 31,25 31,25 15,63 31,25 >250 -
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A conjugacao dos PPCs com os PAMs é um método descrito como eficiente para
a melhora da atividade antimicrobiana. A ligacdo PPC-PAM aumenta a afinidade por DNA,
a permeabilizacdo da membrana e a ligacdo aos lipopolissacarideos (LPS) (CHEN et al.,
2021).

Kimura et a., (2020) analisou a conjugacao do PAM Salusin-3 com o PPC HIV-TAT
(49-57). Esse peptideo ndo apresentou atividade nas cepas Gram-negativas testadas, no
entanto, quando as moléculas foram conjugadas elas demonstraram valores de MIC de 0,5
e 1 nmol/mL contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente,
demonstrando uma potente capacidade bacteriostatica e a ampliacdo de seu espectro
antimicrobiano.

No estudo com o PPC R9 conjugado com os peptideos M15 e magainina foi
demonstrado melhor atividade antimicrobiana tanto para cepas Gram-positivas quanto para
Gram-negativas. Os conjugados PPC-PAM apesar de possuirem a capacidade de
permeabilizar e despolarizar as membranas bacterianas, podem agir na membrana como
os PAMs (LEE et al., 2019). A conjugacédo dos PPCs com o p-Bt pode ter facilitado a
translocacao da molécula através da membrana e a entrada nas células bacterianas.

Esses resultados estdo coerentes com os estudos do peptideo realizado por
SANTOS-FILHO et al., 2021, onde foi proposto que o mecanismo de acdo do peptideo (p-
BthTX-1)> é diferente nas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo que na
primeira 0 peptideo mostra uma acéo direta na parede bacteriana, enquanto na outra
provavelmente ocorra a internalizacdo do peptideo.

Considerando as duas bactérias testadas, o PPC: (catidnico) conjugado ao
peptideo p-Bt foi 0 que melhor apresentou resultados, com MIC de 4 uM (similar ao peptideo
p-Bt) na E. coli e 8 uM na S. aureus. Vale destacar que o PPCi sozinho ndo apresentou
atividade antimicrobiana contra esta bactéria e o p-Bt apresentou um MIC de 128 pM.
Estudo anterior com o PPC: relatou que o mesmo tem uma capacidade de penetracéo
celular quando testado com células RAW e em células LoVo (células derivadas de cancer
de colo retal humano), sendo a sua a¢éo na ultima independente de fagocitose (WANG et
al.,, 2011). Esta capacidade pode ser atribuida a presenca de varios residuos de arginina
carregados positivamente, seu baixo peso molecular e a sua hidrofobicidade. O peptideo
p-Bt-PPCs, apesar de também ser catidnico, mostrou ser menos efetivo contra o S. aureus.
O peptideo hidrofébico PPC2 conjugado com o peptideo p-Bt apresentou resultados

semelhantes ao peptideo acoplado ao PPCs.
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Os resultados obtidos indicaram que o mecanismo de acdo em bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas é diferente, e que a conjugacao afeta de maneira diversa cada

uma dessas bactérias.

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana dos peptideos p-Bt-PPC1, p-Bt-PPC: e p-Bt-PPC3s

Peptideos E. coli ATCC 10536 S. aureus ATCC 14458
CIM (uM) CBM (uM) CIM (uM) CBM (uM)
p-Bt 4 4 128 256
PPC1 128 512 >512 >512
PPC2 512 >512 512 >512
PPCs 128 128 128 128
p-Bt-PPC1 4 4 8 8
p-Bt-PPC: 4 8 16 16
p-Bt-PPCs 4 4 16 16
Ciprofloxacina 0,078 0,0315 2 4

4.3.2 Atividade hemolitica

4.3.2.1 Atividade hemolitica dos peptideos conjugados com Hy-al

A avaliacdo da atividade hemolitica de um peptideo é utilizada com um importante
fator para a avaliagdo de sua seguranca, visto que os peptideos além de causar danos no
patébgeno também podem causar a destruicdo da integridade das células de mamiferos
(WANG, 2021).

Os peptideos Cys-Bt-Hy-al, p-Bt-Hy-al e p-Bt[PEG]Hy-al apresentaram uma alta
toxidade aos eritrocitos humanos e de peixes, e essa toxicidade seguiu o padréo de dose
resposta, ou seja, conforme aumenta-se a concentracdo de peptideo maior é a
porcentagem de hemdlise causada (Figura 34 e 35). O peptideo Cys-Bt-Hy-al mostrou a
maior toxicidade com HC50 de 0,8 ug/mL e 109 ug/mL em eritrGcitos humanos e de peixes,
respectivamente. O p-Bt-Hy-al foi o de menor atividade em eritrécitos humanos, com
valores de HC50 = 7,9 ug/mL, sendo que em eritrocitos de peixes o valor foi de 217 pg/mL
(tabela 12).
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A toxicidade destes peptideos pode ser relacionada com a toxicidade da Hy-al, ja
que o peptideo p-Bt ndo apresentou toxicidade contra eritrécitos (dados ndo publicados). A
Hy-al apresenta alta toxicidade, sendo o seu HC50 determinado como 33,55 pg/mL
(CASTRO 2009). Essa alta toxicidade foi confirmada neste estudo (tabela 12), no entanto,
com valor de HC50 menor. Esta variagdo pode ser atribuida a fatores experimentais como
metodologia, doador, etc. Outros anélogos do peptideo Hy-al também apresentaram uma
alta atividade hemolitica. A adicdo de um triptofano na posicdo 6 de sua sequéncia
promoveu o0 aumento da atividade hemolitica em relacao ao peptideo original (CRUSCA et
al., 2010). Este resultado também pode estar relacionado com a estruturacao do peptideo
em a-hélice, ja que no estudo de Mai et al (2015) ele demonstrou que quanto mais
estruturado o peptideo em a-hélice, maior a atividade hemolitica.

No estudo de Assane et al. (2021), o peptideo Hy-al também demonstrou uma alta
atividade hemolitica quando testados in vitro contra os globulos vermelhos da Tilapia do
Nilo, porém também demonstra uma boa atividade antimicrobiana contra as cepas de
Lactococcus garvieae e Streptococcus agalactiaes, demonstrando que a sua atividade

hemolitica também pode estar relacionada com a sua atividade antibacteriana.

Tabela 12 - HC50 dos peptideos Cys-Bt-Hy-al, p-Bt-Hy-al e p-Bt-Hy-al em

eritrécitos humanos e de peixes

HC50 eritrécitos HC50 eritrocitos

Peptideos
humanos (ug/mL) peixes (ug/mL)
Hy-al 1,0 110
Cys-Bt-Hy-al 0,8 109
p-Bt-Hy-al 7,9 217

p-Bt{[PEG]Hy-al 1,2 120
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Figura 34 - Atividade hemolitica em eritrécitos humanos dos peptideos Hy-al, Cys-Bt-Hy-
al, p-Bt-Hy-al, p-Bt[PEG]Hy-al.
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Figura 35 - Atividade hemolitica em eritrocitos de peixes dos peptideos Hy-al, Cys-Bt-Hy-
al, p-Bt-Hy-al, p-Bt[PEG]Hy-al.
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4.3.2.2 Atividade hemolitica dos peptideos conjugados com PPCs

Os PPCs sozinhos ou conjugados com o peptideo p-Bt, de forma geral, ndo
apresentaram atividade hemolitica (dados néo colocados), sendo que a Unica molécula que
apresentou esse efeito foi a p-Bt-PPC: - porcentagem de hemolise de cerca de 28%. Essa
porcentagem, também segue o padréo dose resposta, pois ao diminuir a concentracao de
peptideo a porcentagem de hemolise também diminui (figura 36). Porém mesmo com essa
porcentagem de hemolise o peptideo ndo chegou a permitir o calculo de HC50,
demonstrando que o uso do mesmo possa ser viavel. A causa encontrada para esta
atividade pode estar relacionada com a hidrofobicidade do PPCz, pois ao ser conjugado ao
p-Bt aumenta a hidrofobicidade da molécula. Regifes hidrofébicas podem interagir com a
regido interfacial das membranas e destruir as estruturas das mesmas, fazendo com que o

aumento da hidrofobicidade possa facilitar o processo de hemolise (WANG et al., 2021).

Figura 36 - Atividade hemolitica dos peptideos PPC: e p-Bt-PPCo..
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5 CONCLUSAO

A sintese peptideo em fase solida possibilitou a obtencdo dos peptideos utilizados
com um bom rendimento.

Os peptideos resultantes da conjuga¢do da Hy-al com o peptideo p-Bt mostraram
menor atividade antimicrobiana, sendo que essa diminuicdo pode estar relacionada a
mudanca estrutural do peptideo obtido, permitindo a interacdo com outros componentes da
parede bacteriana e dificultando a interacdo com seu alvo. Porém mais estudos precisam
ser feitos para a confirmagéo destes dados.

O peptideo p-Bt[PEG]Hy-al apresentou uma boa atividade contra a cepa bacteriana
de A. jandaei IA1, sendo o peptideo da conjugacdo p-Bt/Hy-al (p-Bt-Hy-al) o que obteve
maior e mais diversificada atividade contra as bactérias.

Os peptideos derivados da conjugacdo do p-Bt com os PPCs demonstraram
resultados promissores contra bactérias Gram-positivas, como a S. aureus, sem perder
atividade contra as bactérias Gram-negativas. Destaque para o peptideo p-Bt-PPC1, que
mostrou o menor MIC.

A hemodlise dos peptideos conjugados Hy-al com o peptideo p-Bt foi alta, resultado
gue pode ser explicado pela toxicidade apresentada pela Hy-al, ja que p-Bt ndo apresenta
essa atividade.

A conjugacao com os PPCs ndo apresentou atividade hemolitica, com excecao do
peptideo p-Bt-PPC2, que pode ser explicada pelo aumento da hidrofobicidade do peptideo
p-Bt ao ser conjugado com o PPCo.

Os resultados obtidos até 0 momento mostram que a conjugacao p-Bt com PPCs
torna o peptideo ativo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, indicando um
caminho para o desenvolvimento de moléculas mais ativas contra varios tipos de bactérias.

Somado a isto, os dados aqui demonstrados podem contribuir para o entendimento
do modo de acéo dos peptideos aqui estudados, e mostra que a conjugacéo de peptideos
nao é um processo simples, sendo que mais estudos sao necessarios para um melhor

entendimento do efeito da conjugac¢ao na atividade antibacteriana.
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