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RESUMO

Diante do atual cenario de multirresisténcia das bactérias aos antibiéticos comercialmente
disponiveis, a busca por novas opg¢des terapéuticas para enfrentar tal crise torna-se
premente. Uma estratégia que vem se mostrado promissora para o desenvolvimento de
novas drogas anti-infecciosas reside no desenho racional de analogos de peptideos
antimicrobianos identificados na natureza. Uma rica fonte de peptideos antimicrobianos sao
as secregdes cutaneas de anfibios anuros. O presente trabalho teve como objetivo geral
produzir por sintese quimica de fase soélida e avaliar os efeitos biolégicos de analogos de
segunda geracgao do peptideo antimicrobiano ocellatin 4, usando como template o analogo
K[1,4,8,15];A[12,16,20]. Com o emprego da sintese quimica em fase solida foram
produzidos o peptideo femplate e nove analogos. De posse dos peptideos sintéticos foram
realizados ensaios de microdiluicdo seriada para se avaliar suas propriedades
antimicrobianas sobre bactérias de interesse médico Gram-positivas e Gram-negativas e
sobre o fungo Candida albicans. Também foi avaliada sua atividade sobre eritrocitos
humanos e sobre células de melanoma murino B16F10 e seus efeitos na multiplicacédo do
virus SARS-COV-2 e na migracéo de neutréfilos humanos. Alguns dos analogos testados
exibiram aumento de atividade sobre bactérias em relacdo ao template, além de
demonstrarem atividade sobre células de melanoma murino da linhagem B16F10 e sobre
a migragao de neutrofilos. Trés dos analogos testados merecem destaque e necessitam de
estudos subsequentes principalmente com o objetivo de reduzir sua atividade hemolitica.
Um dos analogos demonstrou grande potencial terapéutico e ndo apresentou toxicidade,
sendo que testes adicionais devem ser realizados de modo a aprofundar os estudos sobre
suas propriedades antimicrobianas e antitumorais.

Palavras-chave: anuros; secrecdo cutanea; peptideos antimicrobianos; ocellatin 4;

desenho racional; analogos; multirresisténcia.



ABSTRACT

Given the current scenario of multidrug resistance of bacteria to commercially available
antibiotics, the search for new therapeutic options to face this crisis becomes urgent.
A strategy that has shown to be promising for the development of new anti-infective drugs
is found in the rational design of analogues of antimicrobial peptides identified in nature.
A rich source of antimicrobial peptides are the skin secretions of anuran amphibians. The
general objective of this work was to evaluate the biological effects of second-generation
analogues of the antimicrobial peptide ocellatin 4 using the analogue
K[1,4,8,15];A[12,16,20] as a template. With the use of chemical synthesis in solid phase, the
template peptide and nine analogues were produced. With the synthetic peptides in hand,
serial microdilution assays were carried out to evaluate their antimicrobial properties on
Gram-positive and Gram-negative bacteria of medical interest and on the fungus Candida
albicans. Its activity on human erythrocytes and B16F10 murine melanoma cells and its
effects on the multiplication of the SARS-COV-2 virus and on the migration of human
neutrophils were also evaluated. Some of the analogues tested showed increased activity
against bacteria compared to the template, in addition to demonstrating activity against
murine melanoma cells of the B16F10 lineage and on neutrophil migration. Three of the
analogues tested are noteworthy and require further studies, mainly to reduce their
hemolytic activity. One of the analogues demonstrates great therapeutic potential with no
toxicity, and additional assays should be performed in order to evaluate in greater depth its
antimicrobial and antitumor properties.

Keywords: anurans; skin secretion; antimicrobial peptides; ocellatin 4; rational design;

analogues; multidrug resistance.
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1. INTRODUGAO

1.1. CONSIDERAGOES PRELIMINARES

O recente aumento de bactérias multirresistentes & responsavel por uma crise
mundial de saude que vem aumentando as taxas de morbidade e mortalidade.
Essa resisténcia a medicamentos foi listada pela Organizagdo Mundial da Saude entre as
dez principais ameagcas globais a saude publica que a humanidade enfrental'll?l. Além disso,
existe uma grande demanda para tratamentos de outros tipos de doengas que ndo possuem
tratamentos seguros e consistentes. Cancer por exemplo, outra doenga emergente, ndo é
mais a sentenga de morte que costumava ser, mas seus tratamentos demonstram-se longe
de ideais. A quimioterapia de longo prazo em pacientes com cancer, por exemplo, ndo sé
leva a resisténcia aos tratamentos convencionais de cancer, mas também resulta na
suscetibilidade a infecgdes patogénicasElI4I,

A dificuldade de se encontrar novas classes de antibidticos e o rapido surgimento de
resisténcia a novos antibidticos mostram a necessidade de novas alternativas
terapéuticas(l. Peptideos antimicrobianos (PAMs) foram sugeridos como muito
promissores ha mais de 20 anos, pois existem na natureza ha milhdes de anos com quase
nenhum desenvolvimento de resisténcial'l.

Além das atividades antibacterianas, os PAMs possuem uma variedade de
atividades, como cicatrizagao de feridas, antiproliferativa, antiparasitaria, antiviral e, embora
a maioria dos estudos envolvendo PAMs visem sua atividade antimicrobiana, ja existem

diversos estudos explorando sua atividade imunorreguladora e antitumoralGI4IBIeI7],

1.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS
Peptideos antimicrobianos s&o moléculas multifuncionais que muitas vezes

combinam atividades antimicrobianas diretas com fun¢des imunomoduladoras ou de



sinalizagao®l“l,

Na década de 1920, Alexander Fleming descobriu a primeira proteina antibacteriana,
a lisozima, dando inicio a uma série de pesquisas e descobertas até que, em 1939,
Dubos isolou agentes antimicrobianos de Bacillus spp, descrevendo os primeiros PAMs[l.
Este grupo de moléculas pode ser encontrado em diversas espécies na natureza e sdo bem
presentes em espécimes da ordem Anural'0ll],

PAMs costumam ser relativamente pequenos contendo, em geral, menos de 50
residuos de aminoacidos e sdo, em sua maioria, catidnicos e anfipaticos, o que os ajuda a
se ligarem as membranas de microrganismos de forma seletiva gragas as diferengas nas
cargas das membranas de eucariotos e procariotos®l®l. Também exercem inimeras
propriedades imunomoduladoras, como a modulacdo da expressdao de citocinas e
quimiocinas e a ativagdo de leucocitos!®l.

PAMs apresentam atividade antimicrobiana direta através da lise membranar de
microrganismos e demonstram capacidade de modular processos imunologicos e
inflamatorios do hospedeirol®l. Podem estimular a liberagéo de citocinas pré-inflamatérias,
a ativagado de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs), a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a fagocitosel'"l.

Os possiveis mecanismos de acao dos peptideos que envolvem a interagcdo com a
membrana plasmatica sao:

1- modelo barrel-stave pelo qual tem-se a ligacdo dos peptideos a membrana;
insercdo na membrana para formacao de poros e recrutamento de monémeros
para aumentar o didmetro do porol'?(Figura 2a);

2- modelo do poro toroidal com recrutamento de mondémeros. Os PAMs podem

atuar junto com os lipidios presentes na membrana, facilitando a estabilizagao



dos poros devido a interagao de residuos hidrofébicos dos peptideos e residuos
hidrofébicos da membranal'3l(Figura 2b);

3- modelo carpet-like no qual os peptideos interagem com a membrana celular de
forma eletrostéatica: a parte carregada positivamente se liga a regides negativas
da membrana. Os peptideos se orientam paralelamente a superficie da
membrana, de modo a recobri-la como um tapete. Desta forma, a regido
hidrofébica fica em contato com a regiéo lipidica e a face polar em contato com
os grupos carregados dos fosfolipidios, ocasionando uma curvatura na camada
["2l(Figura 2d);

4- modelo de agregacao, segundo o qual os peptideos se ligam aos constituintes
da membrana e agregam-se de forma desordenada, levando a uma

desestabilizagdo da bicamada lipidical'?(Figura 2d).

) | W B
Modelo barrel-stave d}Mndelcr poro toroidal

Modelo carpet-like Modelo de agregacao

Figura 1. Representacao esquematica dos possiveis mecanismos de agao de peptideos antimicrobianos.
a) modelo barrel-stave; b) modelo do poro toroidal; ¢c) modelo carpet-like e d) modelo de agregagéo. (Figura
adaptada de 1),



A atividade antimicrobiana dos PAMs os torna candidatos promissores para usos
terapéuticos, onde varios PAMs demonstraram atividade contra infec¢gdes complicadas de
pele e tecidos moles. Até o momento apenas alguns PAMs foram aprovados para uso
clinico, sendo as polimixinas as mais bem caracterizadas/®Il'4I>I15116],

O surgimento da resisténcia bacteriana aos PAMs tem sido geralmente considerado
improvavel devido ao mecanismo de agdo dos PAMs ao interagirem com varios alvos de
baixa afinidade, ao invés de um alvo definido e de alta afinidade, mecanismos caracteristico
dos antibidticos convencionais, o que torna mais dificil para o organismo se defender por
um unico mecanismo de resisténcial®li*l,

PAMs podem exibir baixa toxicidade, alta especificidade e um amplo espectro de
acao. Sua baixa massa molecular permite boa permeabilidade e uma agao rapida. Isso os
leva a serem alvos de grande interesse na pesquisa farmacéutica na luta contra
microrganismos resistentes a drogas'®l.

Os peptideos possuem tamanho pequeno, facilidade de sintese e modificagao,
capacidade de penetragao tumoral e boa biocompatibilidade, o que os torna um alvo de
pesquisa interessante na luta contra o cancer. Muitos PAMs desempenham atividade
imunorreguladora em concentragbes muito mais baixas do que as necessarias para
apresentarem atividade antimicrobianal'’l. Os peptideos podem ser utilizados de varias
maneiras diferentes como no tratamento do cancer, isso inclui o seu uso diretamente como

drogas, ou como veiculos para drogas citotoxicas e radioterapicas!'8ll“l,

1.3. BACTERIAS
As bactérias sdo organismos procariéticos e suas membranas tém caracteristicas
peculiares que permitem a sua divisdo em dois grandes grupos por meio da coloragao de

Gram. As bactérias que sdao denominadas Gram-positivas possuem uma parede celular



geralmente composta por mureina e peptideoglicanos com alternancias de N-acetil-
glicosamina e acido N-acetilmuramico, que ao se ligar ao acido teicdico apresenta uma cor
azuladal'®l. Ja as bactérias Gram-negativas apresentam uma coloragéo vermelha no teste
de Gram. A coloracdo avermelhada se deve ao fato da camada ser muito mais fina, nao
permitindo a agregacdo dos cristais de violeta. A bicamada lipidica das bactérias
Gram-negativas apresenta uma camada interna formada por fosfolipidios e uma externa
formada por fosfolipidios e lipopolissacarideos. Em meio as duas camadas, no espacgo
periplasmatico € possivel encontrar peptideoglicanos e grupos de proteinas que estéo
associados a troca de ions, ligagdo com ATP e transporte de pequenas moléculas/?Ol2]
(Figura 2).

Parede celular de Gram (+) Parede celular de Gram (-)

Acido teicoico Acido lipoteicoico
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Figura 2. Representacdo esquematica das membranas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
(Figura adaptada de https://microbiologynote.com/difference-between-gram-positive-and-gram-negative-
bacteria/).
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Espago periplasmatico L

Infeccdbes causadas por bactérias tém representado um problema para a
humanidade desde seu inicio, mas desenvolvemos ferramentas capazes de lidar com elas:
os antibidticos. Contudo, as bactérias vem exibindo resisténcia aos antibidticos
comercialmente disponiveis, como resultado do uso indevido dos agentes antimicrobianos
levando a selegéo de bactérias resistentes!??li®l, onde a pressao de selecao no microbioma
ambiental termina favorecendo a disseminacdo de formas resistentes dos

microrganismos!23li24],



Foram descritos na literatura diversos PAMs com um grande espectro antibacteriano
ou com concentragdes inibitérias minimas (CIMs) comparaveis a medicamentos no
mercado. Além disso, ja existem alguns PAMs com uso clinico, sendo alguns exemplos
sdo: Bacitracin, Boceprevir, Dalbavancin, Daptomycin, Enfuvirtide, Oritavancin, Teicoplanin,

Telaprevir, Telavancin e Vancomycinl?°],

1.4. FUNGOS

Os fungos sao organismos eucariéticos, variando entre individuos pluricelulares e
unicelulares. Diferentemente das plantas, os fungos sao heterotréficos, alimentando-se de
carcacas de animais ou até mesmo de plantas mortas. Sua estrutura celular € composta
por uma parede celular grossa responsavel pela sua defesa e interagdo com o meio
extracelular. A parede celular fungica protege contra danos a célula além de prevenir o
desequilibrio osmatico. A parede celular deles € composta por uma camada interior e uma
exterior. A exterior apresenta uma camada de glicoproteinas onde polimeros de manose
associados com proteinas e a camada interna auxilia na estabilidade e protecao celular por
se apresentar como uma estrutura esquelética de polissacarideos, quitina e 3-1,3-glucano
que mantém a estrutura da célulal?®li27128],

A maioria dos PAMs com propriedades antifungicas interagem diretamente com
parede celular ou com compostos intracelulares!'?9. Diversos mecanismos foram
propostos, entre eles a quebra da estrutura da membrana celular®0B3132 promocao de
danos a parede celular® interacdo com mitocondriasi®¥l e a despolarizagdo do
citoesqueletol34l.

Alguns PAMs sao capazes de se ligarem a quitina presente na parede celular dos
fungos, por exemplo, a histatina 5%, Ja a iturina A se mostrou eficaz contra fungos

filamentosos, como Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme!36137],



O interesse da comunidade cientifica em relagéo as doengas fungicas € menor que
para outros tipos de infecgbes que causam mortalidade semelhante. A resisténcia aos
medicamentos € um problema ainda maior se tratando de fungos, pois atualmente temos
apenas trés classes de antifungicos disponiveis, sendo que quando um fungo n&o responde
a uma delas a chance de responder as outras € baixa e isso limita muito as op¢des de
tratamentol®839. Aspergillus fumigatus e Candida glabrata, por exemplo, sdo resistentes
aos tratamentos disponiveis e, mais recentemente, Candida auris que ndo sé demonstrou
resisténcia aos tratamentos hospitalares, como demonstrou resisténcia a esterilizagao
usada em aparelhos e equipamentos hospitalares aumentando sua taxa de disseminagao
e transmissaol*l, Além disso, alguns medicamentos antifingicos causam efeitos colaterais
graves e se mostram potencialmente toxicos*'l.

A resisténcia microbiana contra PAMs foi relatadal*?*3 no entanto, peptideos
sintéticos podem superar a resisténcia, a partir de modificagdes pontuais €& possivel
aumentar a atividade bioldgica dos peptideos antimicrobianos e diminuir os possiveis

efeitos adversos!#4l.

1.5. VIRUS

Os virus sao causadores de doencas infecciosas e foram descobertos no final do
século XIX. Sua patogenicidade e capacidade de sofrer rapidas mutagbes evolutivas
desencadearam um grande volume de pesquisas. O interesse pela distribuicdo dos virus
se expandiu na ultima década e agora os virologistas reconhecem o papel dos virus na
regulagdo do hospedeiro e na manutengéo dos ecossistemas naturaisi°l.

O surgimento e a rapida disseminagéo do coronavirus SARS-CoV-2, que promove o
quadro clinico da sindrome respiratoria aguda grave (SARS), causou um grande impacto

na saude e economia global. Até o momento, o SARS-CoV-2 infectou mais de 600 milhdes



de pessoas e causou mais de 6 milhdes de mortes (ouorldindata.org/coronavirus).
Muitos pacientes com SARS-CoV-2 sofrem de doenga prolongada. O SARS-CoV-2 evita a
vigilancia imunoldgica humana de forma mais eficaz do que o SARS-CoV. Quando os virus
evoluem para escapar da vigilancia imunoldgica, eles geralmente se tornam menos
infecciosos, no entanto, SARS-CoV-2 permanece altamente infeccioso e essa combinagao
levou a sua ampla disseminacaol“®!

A comunidade cientifica enfrenta novos desafios com relagcdo a vigilancia,
tratamento e prevengao de viroses emergentes. Embora as propriedades antibacterianas
dos peptideos sejam as mais estudadas, suas propriedades anti-virais ja foram observadas
e merecem ser exploradas. O mecanismo de acdo de peptideos que exibem atividade
antiviral € pouco compreendido, com relatos de que alguns peptideos podem atuar como

agentes virucidas ou como inibidores da multiplicagédo do virust7..

1.6. NEUTROFILOS

Os neutrdfilos sdo células do sistema imune responsaveis pela primeira linha de
defesa. Sua atividade pode ser deletéria, muitas vezes resultando em dano ao tecido
hospedeiro quando n&o controladal*®l. Varios elementos do neutrdfilo sdo expressos por
outras células, no entanto, sua capacidade de adentrar tecidos, abundancia e mecanismos
de acédo, que formam a base de todas as fungdes efetoras de neutrofilos estudadas até o
momentol*?l. Os neutrdfilos adultos maduros ndo se dividem, contém nucleos lobulados,
tém vida curta de 12 a 24 horas e sdo constantemente repostos pela medula 6sseal®.

Durante um processo infeccioso, por exemplo, neutrofilos migram por quimiotaxia
para o local da injuria ou infecgao e quando atingem o tecido-alvo empregam uma série de
estratégias para a neutralizagao dos patdégenos invasores, incluindo a secregao de espécies

reativas de oxigénio (ROS), a producédo e liberacdo de armadilhas extracelulares



constituidas por DNA eucromatico, histonas e granulos de proteinas citoplasmaticas e o
estimulo a atividade fagocitica, todas fungdes neutrofilicas voltadas ao combate e
eliminagdo de microorganismos invasores!>'52I53I54],

Os neutrdfilos sdo responsaveis pelo reconhecimento e subsequente morte de
patdogenos invasores. Eles podem atacar patéogenos de diversas formas como
mieloperoxidase (MPO), ROS, citocinas, fagocitose, formacdo de NETs, degradagéao e
producdo de exossomos!*’l. Embora seus mecanismos sejam pouco conhecidos, alguns
peptideos podem estimular a atividade de neutrofilos a partir do recrutamento de células
apresentadoras de antigeno para o local da infecgéo, direta ou indiretamente, pela indugéo
de quimiocinas para aumentar os efeitos antimicrobianos, faciltando a ativagcdo de
armadilhas extracelulares de neutréfilos, alterando vias de sinalizagdo mediadas por
endotoxinas, supressdo de citocinas pro-inflamatorias e aumentando a fagocitose e

respostas pré-inflamatorias aos acidos nucleicos!'.

1.7. CANCER

O cancer ¢é caracterizado pela divisdo descontrolada das células e pela capacidade
dessas células de invadir outros tecidos, podendo levar a formacdo de massa tumoral,
vascularizagdo e metastasel®®. Essa doencga € um grande problema de saude publica em
todo o mundo, representando uma das maiores causas de mortalidade e seus indices vém
aumentando com o passar dos anos!®®l. A quimioterapia, um dos principais tratamentos para
0 cancer, se baseia em aplicar um agente citotdxico as células cancerigenas, mas existem
dificuldades em se entregar a quantidade correta de droga ao tumor sem afetar o restante
do organismol%6l,

A pandemia da doenga de SARS-CoV-2 (COVID-19) causou atrasos no diagndéstico

e tratamento do cancer devido ao fechamento de estabelecimentos de saude, interrupgcdes



no emprego e seguro de saude e medo da exposi¢cao ao virus e, até hoje, a prestagao de
cuidados de saude nao se recuperou totalmente. Esses atrasos no diagndstico e tratamento
podem levar a um aumento na presenga de cancer em estagio avangado e na sua
mortalidadel’],

Peptideos oferecem uma abordagem multifuncional, além de serem biologicamente
ativos e influenciarem em processos imunoldgicos, sdo excelentes no transporte de
Principio ativos para os alvos desejados. Seu uso na terapéutica direcionada demonstra

um futuro promissort®8l.

1.8. ANFiBIOS

Os anfibios s&o vertebrados de quatro membros e ectotérmicos da classe Amphibia,
sendo divididos em trés ordens: Urodela ou Caudata (salamandras), Gymnophiona (cecilias
ou cobras cegas) e Anura (sapos, rds e pererecas)®®. Os anfibios tém uma vasta
distribuicdo pelo planeta, com excec&o das zonas extremas como na Antartida e mais ao
norte na Groenlandia, sendo mais presentes em regides neotropicais e ecozonas de clima
tropicais e de floresta até os desertos!®9.

Os anfibios se caracterizam por apresentarem uma fase aquatica e outra terrestre
em seu ciclo de vida. Em sua fase aquatica, possuem branquias e na terrestre sua
respiracdo é cutaneal®?.

A pele dos anfibios ndo tem somente o papel de respiracdo, mas também é
responsavel pela primeira linha de defesa do organismo. O muco presente na pele desses
animais tem moléculas bioativas responsaveis pela protegdo contra microrganismos!®l.
Geralmente na secregao de anfibios sdo encontrados glicoproteinas e peptideos com
propriedades antibacterianas, antioxidante, antitumoral potencializando os efeitos do

sistema imunoldgicol®'l,
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As secrecoes da pele de muitos anuros contém uma variedade de peptideos
bioativos que frequentemente exibem atividade contra microrganismos multirresistentes!'?l.
Os PAMs da secrecgéo de pele dos anuros em geral apresentam cerca de 8 a 46 residuos
de aminoacidos, com carga positiva e uma porgao hidrofobica. A expressao dos peptideos
antimicrobianos pode ser constitutiva ou induzida por estimulos infecciosos ou
inflamatorios!®?l,

Ja foram isolados 1.196 peptideos antimicrobianos de anfibios demonstrando sua
elevada importadncia como uma fonte natural de PAMs, uma vez que esse numero
representa cerca de 33.5% do total de peptideos antimicrobianos ja descritos
(https://aps.unmc.edu/). PAMs ja foram identificados em diversas familias de anuros
incluindo Leiopelmatidae, Alytidae, Bombinatoridae, Pipidae, Dicroglossidae, Hylidae,

Hyperoliidae, Leptodactylidae, Myobatrachidae e em Ranidael'?l.

1.9. DESENHO RACIONAL E SINTESE DE PEPTIDEOS

Os peptideos vem ganhando grande notoriedade na medicina gragcas as suas
propriedades terapéuticas relevantes na produgdo de novos medicamentos!©3l,

Peptideos antimicrobianos tém boas perspectivas de aplicagdo, porém, podem ser
hemoliticos, sensiveis ao pH, apresentar atividade reduzida na presenca de ferro e certos
soros e serem hidrolisados por proteases!®4. Tais problemas podem ser minimizados com
o desenho racional de PAMs.

O desenho racional de peptideos antibacterianos deve se concentrar no
comprimento da cadeia, estrutura secundaria, carga liquida, hidrofobicidade e anfifilicidade
para alcangar baixa toxicidade para membranas de mamiferos, alta estabilidade, baixa

capacidade de ligagdo do soro, facilidade de acesso e baixo custo de produgéol®l.
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Figura 3. Representagao esquematica do fluxo de trabalho voltado ao desenho racional de peptideos (Figura
adaptada de https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsomega.8b03421).

O método de configuracdo envolve identificagdo de padrbes de sequéncia,
residuos cruciais, posicdes e frequéncias de aminoacidos de PAMs conhecidos.
Estas informacgdes podem ser usadas para desenvolver novos PAMs. Também é possivel
fazer substituicbes/truncamentos no peptideo com auxilio de algoritmos altamente
sensiveis 0 que pode levar a desenhos de PAMs mais potentes com toxicidade reduzida
[65]_

Os estudos de relagéo estrutura-atividade (SAR) de PAMs podem ser usados para
abordar maneiras de modificar sistematicamente moléculas de ocorréncia natural ou
peptideos sintéticos projetados e determinar sua estrutura e suas atividades biologicas!®l.

Descritores, vetores computacionais que fornecem informacgdes sobre parametros
fisico-quimicos de aminoacidos, podem ser usados para adquirir informacdes sobre os
peptideos!®®]. A sintese de peptideos pode ser feita tanto em solugéo quanto em fase solida.
Tal produgéo de peptideos é feita por uma ligagao de forma selecionada e direcionada com
auxilio da protegdo do aminoacido no seu N-Terminal®7l,

O método de sintese de peptideos em fase sodlida (SPFS) € o método mais

comumente utilizado, devido a praticidade e rapidez. A SPFS se da através da adicao de
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residuos de aminoacidos sequencialmente, com cadeias de aminoacidos laterais
protegidos usando um suporte de um aminoacido ou peptideo ligado a um polimero
insoltvel®7],

O método de protegao utilizado € o de N-a-protegdo utilizado no grupo de Boc
sustentavel a acidos (Boc-SPFS) ou o grupo Fmoc (Fmoc-SPFS). No método de ativagéo
do peptideo é retirado o grupo protetor e adicionado e acoplado um reagente ou derivado
de aminoacido protegido pré-ativado. Os grupos de aminoacidos laterais tendem a ser

clivados no momento do desprendimento do peptideo com a resinal®’.

1.10. OCELLATIN 4 E ANALOGOS

O PAM ocellatin 4, um peptideo de 21 aminoacidos (GLLDFVTGVGKDIFAQLIKQI),
foi isolado da secrec¢ao cutanea do anuro Leptodactylus latrans e demonstrou, em estudos
anteriores, uma baixa atividade antimicrobianal®®, mas com potencial para ser empregada
como template para a geragcéo de novos PAMs. Nesse sentido, varios analogos do PAM
ocellatin 4 foram produzidos e suas propriedades antimicrobianas e antivirais foram
avaliadas, observando-se ganho de poténcia e de especificidade em alguns desses
analogos®®. Nesse estudo, mereceu destaque o andlogo K[1,4,8,15];A[12,16,20], que
demonstrou atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas de interesse
terapéutico e efeito e seletividade contra o virus da denguel®l.

Ocellatin 4 possui carga de +1 devido a sua amidagéo na porgao C-terminal e essa
baixa carga positiva pode ter limitado sua atividade antimicrobiana. O analogo
K[1,4,8,15];A[12,16,20] & fortemente catidnico, cujo desenho visou eliminar as cargas
negativas da estrutura primaria da ocellatin 4 na forma de residuos de aspartato (D) e pela

substituicdo das glicinas (G), fracamente hidrofilica e com potencial desestabilizador de
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hélices, por lisinas (K), as quais sao positivamente carregadas, fortementes hidrofilicas e

propiciadoras de hélices!®9.

2. JUSTIFICATIVA

O Brasil apresenta uma grande variedade de animais em sua fauna e se destaca por
possuir a mais diversa anurofauna do mundo. A secre¢ao cutdnea dos anuros € rica em
proteinas e peptideos com propriedades antimicrobianas com potenciais empregos
terapéuticos em humanos, em especial no combate aos organismos multirresistentes, cuja
presenca vem crescendo nos ultimos anos devido ao uso indiscriminado de antibidticos.
Isso tem limitado os tratamentos disponiveis, 0 que representa uma grave ameaca a saude
publica mundiall’®. Estima-se que até 2050 o numero de mortes por infecgbes resistentes
a antimicrobianos ultrapasse as mortes por cancer!’'l.

O isolamento de varios peptideos antimicrobianos presentes na secrecio cutanea
de anuros associado ao desenho racional de analogos por meio do qual é possivel
maximizar seus efeitos antimicrobianos e diminuir eventuais efeitos colaterais abriu um
leque de opcgdes terapéuticas para o tratamentos de infec¢gdes causadas por bactérias e
fungos multirresistentes. Isso junto com sua capacidade de associagao a outras tecnologias
possibilitando melhoria da permeacao, estabilidade e farmacocinética, tém destacado o
potencial clinico de PAMs!'"],

O presente projeto insere-se dentro desse cenario, onde pretendeu-se explorar o
potencial terapéutico do peptideo K[1,4,8,15];A[12,16,20], analogo do PAM ocellatin 4, por
meio da proposicdo de nove novos analogos peptidicos, cujas propriedades

antimicrobianas e antitumorais foram avaliadas.
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3. OBJETIVO GERAL

O presente projeto teve como objetivo geral produzir analogos de segunda geragao
do peptideo ocellatin 4, usando como template o analogo K[1,4,8,15];A[12,16,20], e avaliar
seus efeitos sobre agentes infecciosos (bactérias, fungos e o virus SARS-CoV-2) e sobre

células de melanoma murino, eritrécitos e neutréfilos humanos.

4. METAS ESTABELECIDAS

l. Propor e produzir por sintese quimica em fase sélida nove analogos do
peptideo K[1,4,8,15];A[12,16,20];

Il. Determinar as propriedades antimicrobianas dos analogos sobre bactérias
patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas;

[. Determinar as propriedades antifungicas dos analogos sobre fungos
patogénicos;

V. Avaliar os efeitos antiproliferativos dos analogos sobre a linhagem de

melanoma murino B16F10;

V. Avaliar os efeitos hemoliticos dos analogos sobre eritrocitos humanos;

VI. Avaliar possiveis efeitos dos analogos sobre o virus SARS-CoV-2;

VII.  Avaliar possiveis efeitos dos analogos sobre a migragdo de neutrofilos
humanos.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. DESENHO DOS ANALOGOS E SiNTESE DOS PEPTIDEOS

A estrutura primaria do peptideo K[1,4,8,15];A[12,16,20] foi analisada por meio de
métodos computacionais com vistas a se produzir modificagdes nas faces polares e

apolares da molécula visando a obtenc&o de analogos cujas atividades biologicas sejam
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otimizadas!’2l73Il74l Os analogos propostos foram produzidos (em quantidades suficientes
para realizagao dos estudos de avaliagao de atividade bioldgica) por sintese em fase solida
com estratégia quimica Fmoc, empregando-se sintese manual ou automatica, os quais
foram purificados por RP-HPLC e analisados por espectrometria de massas de modo a
confirmar a corregcao na sintese dos peptideos produzidos. A sintese foi realizada pela
empresa especializada GenOne (https://www.genone.com.br/#main-slider-wrap) mediante
contrato de confidencialidade.

5.2. ANALISES COMPUTACIONAIS

O alinhamento multiplo de sequéncias foi realizado com o emprego do programa
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). As proje¢cdes em roda helicoidal
foram obtidas com uso do software NetWheels (https://neutrophil-
proteome.shinyapps.io/netwheels/). As propriedades fisico-quimicas dos analogos foram
obtidas com o emprego das ferramentas Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor
(https://aps.unmc.edu/prediction) e ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

5.3. QUANTIFICAGAO DOS PEPTIDEOS

Os peptideos foram quantificados por espectrofotometria no ultravioleta em
espectrofotometro Bel Photonics UV/Vis M51. A leitura das absorbancias foi realizada nos
comprimentos de onda 205 nm, 215 nm e 225 nm, seguindo protocolo proposto por AITKEN
e LEARMONTH (2002)[% e pela EXPERIMENTAL BIOSCIENCE (Quantifying protein using
absorbance at 205 nm - http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/protein/abs205.html)
em relagdo aos meétodos de dosagem de proteinas. O calculo que permitiu obter a

concentragéo protéica em pg/mL a partir das medidas de absorbancia esta descrito abaixo:

Concentragdo1 = Abs20snm) x 1000 Concentragdoz = 144 x [ Abs215mm) - Abs(2250m)]
31

Concentracdo1 + Concentracdoz = Concentracdo da aliquota analisada
2
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Os peptideos foram aliquotados, secos em concentrador a vacuo (SpeedVac Modelo
SC 100, Savant) e armazenados a -20 °C até o momento de sua utilizagao.

5.4. AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Inéculos de cinco microrganismos, sendo duas bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228), duas
Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC 13883) e
um fungo (Candida albicans ATCC 14053), foram preparados em dois meios:
Mueller-Hinton liquido para as bactérias e BHI para os fungos; ambos cultivados a 37 °C,
overnight, e sob agitagdo constante em incubadora shaker de bancada (Cientec, CT-712).
Em seguida, a densidade 6ptica dos meios de cultivo foi ajustada para valores entre 0,08 e
0,1 a 625 nm em espectrofotometro (Bel Photonics UV/Vis M51). Os microrganismos, em
fase logaritmica de crescimento, foram diluidos em seus respectivos meios de crescimento
nas proporgbes de 1:200 para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
1:2000 para o fungo. Amostras peptidicas foram esterilizadas em filtro Millex GV 0,22; a
partir do material filtrado de cada amostra foram preparadas diluicbes seriadas em placa
de microtitulagao estéril (96 pogos, fundo chato), resultando em um volume de 50 pL de
amostra por poco. Os peptideos foram entdo incubados com 50 uyL de suspensao
bacteriana/fungica, com concentragdes finais de amostra de 128 yM a 1 yM, seguida de
incubacédo em estufa por 24 horas a 37 °C.

Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, formaldeido na concentragao final de 0,4% (v/v) e agua Milli-Q estéril,
ambos incubados também com 50 pL das suspensdes microbianas. O crescimento foi
determinado pela leitura da densidade o6ptica a 620 nm em uma leitora de placas
(Multiskan®FC, Thermo Scientific, EUA). A concentragao inibitdria minima (CIM) para cada

peptideo foi assumida como sendo a menor concentragdo onde nao houve crescimento
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detectavel espectrofotometricamente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

5.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA SOBRE CELULAS DE
MELANOMA MURINO B16F10

Células tumorais de melanoma murino da linhagem B16F10 foram rapidamente
descongeladas por homogeneizacdo com meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium) completo, preparado com 10% (v/v) de soro fetal bovino e 1% (v/v) de antibiotico.
A solucgéao resultante foi centrifugada, por 5 minutos a 2000 rpm, a fim de se eliminar o
DMSO, presente no sobrenadante, que foi descartado em seguida.

O sedimento de células obtido foi ressuspendido em meio e transferido para garrafas
de cultura de células. As células foram incubadas em estufa (incubadora de CO2 TE-399,
Tecnal) em condigbes padrao, a 37°C e com saturagao de CO2de 5%. Trocas de meio e
passagens foram realizadas sempre que necessario.

Ao atingir o estagio de confluéncia, as células foram removidas das garrafas de
cultura por tripsinizagao, sendo centrifugadas em seguida. O sobrenadante foi descartado
e as células foram ressuspensas em 1 mL de meio de cultura. Para a determinacédo do
numero de células, 10 pL da suspensao obtida foram adicionadas a 90 pL de solugao de
azul tripan. Uma aliquota de 10 pL dessa mistura foi depositada em uma cémara de
Neubauer, onde células presentes nos quatro quadrantes maiores laterais foram contadas
em microscoépio optico. O numero de células por mL foi determinado pela seguinte formula:

N° de células/mL = N° de células contadas x fator de diluicdo x 10%

N° de quadrantes contados (=4)

Sabendo-se que o numero de células/pogo necessario para ensaios com essa
linhagem é de 7 x 103 células, calculou-se a correta proporgdo em que células e meio de
cultura devem ser misturados. A suspensao celular resultante foi incubada overnight em

estufa, almejando-se completa adesao celular no fundo da microplaca.

18



Amostras a 512 yM passaram por filtracdo estéril em filtro Millex GV 0,22. A partir
desse material filtrado foram feitas as diluicbes seriadas em microplaca estéril.
Depois disso, todos os pogcos receberam meio de cultura, resultando em concentragdes de
peptideo de 128 yM a 1 uM e em controles compostos apenas por agua Milli-Q e meio.

Todo o volume existente nos pogos da microplaca de células preparadas no dia
anterior foi retirado e substituido pelas diluicbes seriadas de peptideo em meio e controles,
situados em outra placa. Dessa forma, as células permanecem aderidas no fundo dos pogos
e foram incubadas com as amostras e controles em estufa por 24 horas.

Apos ser completado o periodo de incubacgéo, as placas tiveram novamente todo o
volume de seus pogos retirado e substituido, fileira por fileira, agora por uma solugéo de
MTT 10% (p/v) preparado em meio de cultura. Um volume de 150 pL dessa solucéo foi
colocado em cada poco e as placas retornaram a estufa por 1 hora e meia. Concluido esse
intervalo, o conteudo liquido das placas foi descartado e substituido por 100 uL de DMSO
em cada pogo, de modo que alguns minutos depois avaliou-se por espectrofotometria a
595 nm (Multiskan®FC, Thermo Scientific, EUA).

Os dados espectrofotométricos obtidos foram convertidos em percentuais de
viabilidade celular por meio do software GraphPad Prism. Os experimentos foram
realizados em triplicatas e os resultados foram expressos como média * desvio padréao da
média.

5.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

O sangue humano O* foi coletado de doador saudavel mediante consentimento
firmado em termo. As células foram separadas do plasma por meio de trés lavagens
sucessivas, realizadas com tampé&o 1x (Tris-HCL 0,01 M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M) e

centrifugagdes a 3.000 rpm por 2 minutos. Tanto a solubilizagdo e diluigdo seriada das
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amostras quanto o preparo da solugédo a 1% (v/v) de hemacias foram efetuadas com este
tampao. Aliquotas de cada um dos peptideos foram reconstituidas em tampao.

A partir dessa solucao-estoque de peptideos, foram realizadas diluicdes sucessivas
em microplaca de fundo em "U". Em seguida, foram adicionados 100 yL da suspensao de
hemacias a 1% (v/v) em cada pogo, de modo que a faixa de concentragcdes peptidicas
analisadas foi de 128 yM a 0,0625 yM. As amostras foram incubadas por uma hora a
temperatura ambiente, com posterior centrifugacédo a 3000 rpm por 2 min em centrifuga de
placa. Aliquotas de 100 uL do sobrenadante de cada peptideo foram transferidas para uma
microplaca de 96 pocos de fundo chato (TPP, Thermo Scientific, USA) e a leitura da
absorbancia foi realizada a 405 nm em leitora de microplacas (Multiskan®FC, Thermo
Scientific, USA).

Para as amostras de referéncia, utilizou-se 100 yL da suspenséo de eritrocitos a 1%
(v/v) incubada com 100 pL de solugao 1% (v/v) Triton X-100 como controle positivo de lise
e 100 yL da suspensao de eritrocitos a 1% (v/v) com tampao salino como controle negativo
de hemdlise. O ensaio foi realizado em triplicata. A porcentagem de hemolise foi calculada

a partir dos valores de absorbéancia e de acordo com a seguinte formula:

% hemolise = 100 (AbSpeptideo - AbSTris—saIina) / (ATriton - ATris-saIina)

5.7. AVALIAGAO DA ATIVIDADE SOBRE SARS-CoV-2

Os peptideos foram dissolvidos em PBS 1X estéril, em uma concentragao inicial de
120 pM. Antes de realizar o tratamento das células, os peptideos foram diluidos em série
(1:1) em PBS 1X, em uma placa de 384 pogcos. Como composto referéncia foi utilizado 6-
Azauridina a 300 yM em DMSO 3%. Em seguida, 10 yL de cada pogo foram transferidos
para as placas de ensaio, visando um fator de diluicdo final de 6x na placa. Os peptideos
foram testados em concentragao-resposta, sendo 20 uM a primeira concentracao testada.

Em uma placa preta de 384 pocos, foram plagueadas 3000 células Huh-7 por poco, em
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meio DMEM F12 (com 10% de soro bovino fetal e 100 unidades/ mL de penicilina e 100
Mg/mL de estreptomicina), incubadas a 37 “C e 5% de CO2. Apds 24h, as células receberam
0s compostos e em seguida o virus foi adicionado em um MOI de 0,05. Apos 48h, as placas
foram fixadas, e marcadas por imunofluorescéncia para adquirir as imagens foram
adquiridas e analisadas no equipamento High Content Screening Operetta. Os parametros
medidos em cada um dos pogos foram: numero total de células e numero total de células
infectadas. A partir dos controles infectados e nao infectados, a atividade antiviral de cada
um dos compostos em cada concentragao foi normalizada aos controles, assim como a
taxa de sobrevivéncia celular.

5.8. AVALIACGAO DA CAPACIDADE DE MIGRAGAO DE NEUTROFILOS
HUMANOS

A avaliagcédo da capacidade de migragao de neutrofilos humanos foi feita em RTCA
(do inglés, Real Time Cell Analyzer) como descrito por Cano e Vargas!’®. A montagem das
placas CIM (CIM-Plate 16; ACEA Biosciences Inc., San Diego, CA) foi feita para permitir
avaliar duas quimioatragdes distintas: na placa 1, células ativadas por peptideos migram
em diregao ao fMLP; enquanto que na placa 2, células em tamp&o migram em diregao aos
peptideos. Na camara superior das duas placas foram adicionados 25 pL de tampao HBSS
em todos os pocgos. Na camara inferior da placa 1, os pogos receberam 160 yL de fMLP
100 nM para atuar como quimioatraente/controle positivo e 160 uL de tampao HBSS para
controle negativo em um dos pog¢os. Ja na camara inferior da placa 2, foram adicionados
em cada pog¢o 160 pL dos peptideos em tampao a 16 uM. Ambas as placas foram entéo
incubadas a temperatura ambiente por, pelo menos, 60 minutos, antes dos neutroéfilos
serem adicionados, para formacéo do gradiente quimiotatico entre as camaras. Apos esse
periodo, para a placa 1 preparou-se a suspensao de neutréfilos em HBSS dividida entre os

4 tratamentos peptidicos (16 yM na concentragao final) e separou-se células em tampéao,
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para serem usadas nos controles positivo e negativo. Para a placa 2, apenas células em
tampao foram reservadas. Uma aliquota de 60 pyL de cada um desses sistemas foi entédo
imediatamente adicionada aos pogos superiores de cada placa. A analise foi programada

para medigao do indice celular a cada 60 segundos, durante um periodo de 3 horas.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os PAMs de anuros sao moléculas extremamente versateis que n&o se ligam a alvos
especificos como farmacos convencionais, dificultando assim a selegdo de mecanismos de
resisténcial’®. Com o auxilio do desenho racional podem ser feitas modificagées buscando
melhorar a atividade de PAMs e reduzir sua toxicidade, tornando o campo de pesquisa
voltado ao desenho racional de analogos de peptideos uma area promissoral®4l.

No presente estudo, foram produzidos e caracterizados dez peptideos
antimicrobianos analogos da ocellatin 4: K[1,4,8,15];A[12,16,20] e seus nove analogos.

Os analogos propostos foram postulados com modificagdes estruturais buscando
aumentar seu efeito antimicrobiano e diminuir sua capacidade hemolitica. Por motivos de
protecado intelectual, os analogos serdo apresentados a seguir como Analogo 1 a Analogo
10, ou apenas pelos numeros, sendo que Analogo 1 corresponde ao peptideo
K[1,4,8,15];A[12,16,20] usado como template, e os demais, Analogo 2 a Analogo 10, seus
analogos.

O anadlogo K[1,4,8,15];A[12,16,20] e seus derivados tiveram seus efeitos
antimicrobianos avaliados. Na tabela 1 estdo indicados os valores de CIMs (em yM) para

os analogos testados.
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana (CIM, uM) dos analogos da ocellatin 4 sobre microrganismos patogénicos.

Analogos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Eschechia coli ATCC 25922 16 128 2 128 16 32 32 16 8 16
Klebsiella pneumoniae ATCC 4 32 2 32 4 4 8 4 4 4

13883

Staphylococcus aureus ATCC | 32 128 4 >128 16 16 16 16 32 8
25923

Staphylococcus epidermidis 8 32 2 32 4 4 8 8 4 4
ATCC 12228

Candida albicans ATCC 14053 >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | >128 | 128 | >128

A analise dos resultados dos ensaios antimicrobianos permite inferir que os analogos
3, 9 e 10 exibiram uma maior atividade antimicrobiana enquanto os analogos 2 e 4
demonstraram piora. Infelizmente, assim como no caso do peptideo template, seus
derivados ndo demonstraram atividade contra o fungo testado C. albicans.

Os resultados dos ensaios contra bactérias patogénicas se mostram promissores
quando comparados com outras pesquisas na area, onde temos estudos mostrando
atividade antibacteriana por volta de 8 uM[""1e 2 uMI78ll79l Cabe destacar o comportamento
do analogo 3 que exibiu melhora na sua atividade sobre todas as bactérias avaliadas em
comparagao com o peptideo template. Os analogos 5, 8, 9 e 10 também demonstraram
leves melhorias em comparacao ao peptideo template.

A tabela 2 exibe os resultados obtidos na avaliacdo dos efeitos antiproliferativos
sobre células de melanoma murino B16F10 dos peptideos testados. Pode-se observar
ganho de poténcia no caso dos analogos 2, 3 e 4, sendo que o analogo 9 exibiu atividade
semelhante ao peptideo template e, no caso dos analogos 5, 6, 7, 8 e 10, houve perda na

capacidade antiproliferativa sobre as células B16F10.
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Tabela 2. Atividade antiproliferativa (ICso, uM) dos analogos da ocellatin 4 sobre células de melanoma murino
B16F10.

B16F10 | 10,12 | 1,94 | 7.1 1,44 876 | 3345 | >128 | 5843 | 923 | 37,79

Um dos principais entraves ao uso clinico de peptideos antimicrobianos reside em
seus efeitos tdxicos sobre as células do hospedeirol®® e um dos ensaios mais simples e
amplamente utilizados envolve a analise direta dos efeitos citoliticos de PAMs sobre
eritrocitos por meio do monitoramento espectrofotométrico da liberagdo de hemoglobinal®'l,

A tabela 3 exibe os resultados obtidos na avaliagcdo de hemolise sobre eritrécitos
humanos dos peptideos testados. Os graficos apresentados na figura 4 apresentam o
comportamento entre dose e atividade hemolitica de cada um dos analogos testados.
Um dos objetivos originais para a produgao de analogos da ocellatin 4 envolvia a redugao
da sua atividade hemolitica. Observa-se que os analogos 3, 4, 5, e 9 alcangaram uma
melhora em relacédo ao analogo template. Os analogos 3, 4 e 5 também apresentaram
melhora significativa em relagdo a ocellatin 4 que apresentou um valor de HCso igual a

14,3 uMIesl,

Tabela 3. Atividade hemolitica (HCso, uM) dos analogos de ocellatin 4 sobre eritrocitos humanos.

Hemdlise | 497 | 567 | >128 | 2365 | >128 3,51 2,18 1,63 6,94 3,98
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Diante das dificuldades enfrentadas em nivel global com as ameacas representadas
pela disseminagéo do virus SARS-CoV-2 nos ultimos anos, decidimos testar os analogos
propostos sobre esse novo coronavirus, tendo em vista o fato de que o peptideo usado
como template, o analogo K[1,4,8,15];A[12,16,20] exibiu atividade antiviral sobre o virus da
dengue sorotipo 4%, Além disso, existe um crescente interesse em se empregar peptideos
antimicrobianos como agentes antivirais(?l.

Infelizmente todos os peptideos testados se mostraram toxicos sobre as células
hospedeiras empregadas (células imortalizadas derivadas de hepatoma humano Huh-7)

levando a um resultado inconclusivo de seus testes antivirais que estdo representados na

figura 4.
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Figura 5. Atividade antiviral (%) sobre SARS-CoV-2 dos analogos da ocellatin 4.

Finalmente, foram avaliados os efeitos dos analogos sobre a imunidade inata celular
por meio da avaliagdo dos seus efeitos sobre a migragdo de neutrofilos humanos. Por
limitagdo de material, os ensaios de migracédo de neutrofilos foram realizados apenas com
os analogos Analogo 1, Analogo 3 e Analogo 10. Esses trés peptideos exibiram capacidade
quimioatrativa para os neutrofilos, mas em niveis inferiores aos promovidos pelo FMLP, um
composto reconhecidamente quimioatraente de neutrofilos (Figura 6). Os peptideos
testados também foram capazes de interferir com a taxa de migracdo dos neutrofilos na

diregdo do FMLP quando incubados juntamente com as células (Figura 6). Tais resultados
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sdo promissores e outros ensaios visando avaliar outras fungcdes dos neutrofilos devem ser

realizados de modo a avaliar o potencial dos analogos aqui testados na imunidade inata

celular.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho envolveu a caracterizagdo biolégica de 9 peptideos
antimicrobianos analogos de segunda geragdo do PAM ocellatin 4 tendo como base o
analogo K[1,4,8,15];A[12,16,20], previamente proposto para esse PAM. Os nossos
resultados ressaltam a importancia de se expandir os estudos acerca do potencial
farmacolégico dos peptideos de anuros e a importancia e potencial terapéutico de analogos
propostos por desenho racional de modo a otimizar as propriedades biolégicas desses
peptideos.

No presente estudo foi possivel detectar que um dos andalogos produzidos,
o Analogo 3, exibiu melhora em varios dos parametros avaliados, com ganhos relevantes
em termos de atividade antibacteriana, anticancer e sobre a capacidade de migracéo de
neutréfilos. Assim, podemos destacar a importancia do desenho racional de analogos de
peptideos antimicrobianos como uma via para a otimizagcdo de suas propriedades

bioldgicas.
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8. PERSPECTIVAS
A partir dos achados do presente estudo espera-se:

e Avancar na caracterizagdo das propriedades antimicrobianas desses analogos,
principalmente do Analogo 3, por meio da realizagao de ensaios complementares de
inibicdo avaliando seus efeitos sobre bactérias multirresistentes, como Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA);

e Analisar os efeitos dos analogos propostos sobre a morfologia de bactérias
empregando Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forga
Atdmica (AFM);

e Avaliar eventuais efeitos sinérgicos com drogas antibidticas comercialmente
disponiveis;

e Avaliar seu potencial antiparasitario sobre protozoarios de interesse médico e
veterinario, como Leishmania sp., Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum;

e Avaliar seus efeitos sobre arbovirus como os da Dengue, Zika, Chikungunya e Febre
Amarela;

e Avaliar seus efeitos antiproliferativos e citotoxicos sobre diferentes linhagens de
células células tumorais;

e Fazer analises subsequentes das interacdes dos peptideos com neutroéfilos.
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