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RESUMO

A resisténcia de microrganismos aos antibioticos disponiveis é um grave
problema de saude publica, dificultando o tratamento de infecgcbes comuns. Peptideos
antimicrobianos surgem como promissoras alternativas terapéuticas, atuando de
forma rapida e multifatorial, com menor risco de induzir resisténcia, sendo potenciais
candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos. Este projeto teve como objetivo
geral propor e sintetizar quimicamente novos analogos do peptideo antimicrobiano
Bc77(K) isolado da secrecao cutédnea de Boana crepitans e avaliar: 1) seus efeitos
antimicrobianos sobre diferentes patdgenos (bactérias, fungos e virus), 2) seus efeitos
antiproliferativos em linhagens de células de mamiferos (HeLa e HaCaT) e 3) seus
efeitos na ativagdo e quimiotaxia de neutréfilos humanos. Apds a realizagdo dos
ensaios, os resultados obtidos evidenciaram que os analogos 1, 2 e 3 demonstraram
ampla acado antimicrobiana. O analogo 2 foi o mais eficaz contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo cepas multirresistentes, como
Acinetobacter baumannii, com reducdes de até 7 CIMs. Também apresentou forte
atividade antifungica contra Candida albicans, enquanto os analogos 1 e 3 mostraram
atividade moderada. Em testes antivirais com SARS-CoV-2, os peptideos analisados
nao foram capazes de inibir a multiplicacdo do virus, sendo que alguns exibiram
efeitos citotdxicos relevantes. Em relacdo a atividade antiproliferativa, os peptideos
inibiram a proliferacdo da linhagem tumoral HeLa, embora sem seletividade frente a
linhagem celular nao-tumoral HaCaT. Quanto a resposta imune, os peptideos
apresentaram acao quimiotatica sobre neutréfilos. Bc77(K) mostrou maior quimiotaxia,
enquanto os analogos 1 e 2 também induziram migragao de neutréfilos em tempo real.
Além disso, os analogos 1 e 2 foram eficazes na destruicdo de biofilmes bacterianos
pré-formados, com destaque para o analogo 1. Todos os peptideos exibiram
capacidade de adotar conformacédo em a-hélice na presenca de SDS, um composto
membrana-mimético. Assim, os analogos 1, 2 e 3 sdo candidatos promissores como
agentes antimicrobianos e imunomoduladores, com possiveis aplicagdes
terapéuticas.

Palavras-chave: Anuros; Analogos; Peptideos antimicrobianos; Biofilme;

Neutrdéfilos; Quimiotaxia



ABSTRACT

The resistance of microorganisms to available antibiotics is a serious public
health issue, making the treatment of common infections more difficult. Antimicrobial
peptides have emerged as promising therapeutic alternatives due to their rapid and
multifactorial action and lower risk of inducing resistance, positioning them as potential
candidates for the development of new drugs. This project aimed to design and
chemically synthesize new analogues of the antimicrobial peptide Bc77(K), isolated
from the skin secretion of Boana crepitans, and to evaluate: (1) their antimicrobial
effects against various pathogens (bacteria, fungi, and viruses); (2) their
antiproliferative effects on mammalian cell lines (HeLa and HaCaT); and (3) their
effects on human neutrophil activation and chemotaxis. After conducting the
experiments, the results showed that analogues 1, 2, and 3 demonstrated broad-
spectrum antimicrobial activity. Analogue 2 was the most effective against both Gram-
negative and Gram-positive bacteria, including multidrug-resistant strains such as
Acinetobacter baumannii, with reductions of up to 7 MICs. It also exhibited strong
antifungal activity against Candida albicans, while analogues 1 and 3 showed
moderate activity. In antiviral tests with SARS-CoV-2, the peptides analyzed were not
able to inhibit the multiplication of the virus, and some exhibited relevant cytotoxic
effects. Regarding antiproliferative activity, the peptides inhibited the proliferation of
the HelLa tumor cell line, although without selectivity against the non-tumor HaCaT cell
line. As for the immune response, the peptides exhibited chemotactic action on
neutrophils. Bc77(K) showed greater chemotaxis, while analogues 1 and 2 also
induced real-time neutrophil migration. Additionally, analogues 1 and 2 were effective
in destroying pre-formed bacterial biofilms, with analogue 1 being particularly notable.
All peptides demonstrated the ability to adopt an a-helical conformation in the presence
of SDS, a membrane-mimetic compound. Thus, analogues 1, 2, and 3 are promising
candidates as antimicrobial and immunomodulatory agents, with potential therapeutic
applications.

Keywords: Anurans; Analogues; Antimicrobial peptides; Biofilm; Neutrophils;

Chemotaxis.
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1. INTRODUGCAO

Os microrganismos s&o, ao mesmo tempo, grandes aliados e grandes inimigos
da humanidade. Desde que Leeuwenhoek os descobriu, nosso conhecimento sobre
eles s6 aumentou, especialmente na identificacdo como causadores de infec¢des
(ANTONY et al., 2024). Para combaté-los, diversas medidas sao adotadas ao redor
do mundo, com destaque para o uso de antimicrobianos. A descoberta do primeiro
antibidtico, a penicilina, reduziu drasticamente as doencas infecciosas e salvou
milhdes de vidas, especialmente durante a Segunda Guerra Mundial. Logo apés sua
descoberta, Sir Alexander Fleming alertou sobre a possibilidade de as bactérias
exibirem resisténcia aos tratamentos antibacterianos e logo surgiram relatos de falhas
nos tratamentos (ABRAHAM et al., 1988; AJULO et al., 2024). A resisténcia aos
antimicrobianos € entendida como a ineficacia das doses usuais de medicamentos
antimicrobianos em tratamentos clinicos (ZHOU et al., 2024).

Além disso, os microrganismos multirresistentes ultrapassam fronteiras
geograficas facilmente, espalhando-se por paises e continentes através de humanos,
animais e pela agua (DECKER et al., 2022). No século XXI, com a globalizagdo e
urbanizagao, os tratamentos ndo conseguem mais limitar as linhagens resistentes
apenas aos ambientes de saude. Muitas doencgas infecciosas tornam-se dificeis de
controlar, grandes cirurgias estdo cada vez mais ameacgadas e, atualmente, formas
resistentes se espalham no meio ambiente por diversos meios, incluindo a pecuaria,
agricultura e a populagdo em geral, ndo apenas por profissionais de saude (figura1)
(BRUNETTI et al., 2023).
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Meio Ambiente

Figura 1. Representagdo conceitual dos possiveis caminhos de microrganismos multirresistentes ou
genes de resisténcia em diferentes ecossistemas. Fonte: SHARMA et al., 2018, com modificagbes.

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) estdo ganhando destaque como novas
alternativas para tratar infecgdes microbianas. Na década de 1980, acreditava-se que
as infecgdes estavam sob controle (SPELLBERG et al., 2008), mas a atual resisténcia
levanta preocupacgbdes sobre uma era poés-antibiético sem opgdes de tratamento
antimicrobiano. Estima-se que, até 2050, 10 milhdes de pessoas por ano poderao
morrer em todo o mundo devido a infec¢des por bactérias multirresistentes (AGUILAR
et al., 2023). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a resisténcia aos
antibiéticos uma das maiores ameacas a saude humana (figura 2) (PFALZGRAFF et
al., 2018).
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Figura 2. Lista de patégenos bacterianos prioritarios de acordo com a Organizagdo Mundial de Saude,
2024.

Um exemplo s&o os patdgenos do grupo ESKAPE, que incluem Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter sp. Esses microrganismos sao
resistentes a quase todos os antibiéticos comuns e sao responsaveis por muitas
hospitalizagdes devido a infecgdes (SANTAJIT et al., 2016).

Infecgbes de pele e de tecidos moles sdo, em grande parte, causadas por
S. aureus, com linhagens de MRSA (S. aureus resistente a meticilina) representando
50% de todas essas infecgdes. Além disso, patégenos Gram-negativos e
Gram-positivos, como P. aeruginosa e Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE),
estdo sendo cada vez mais identificados, especialmente em feridas crdnicas
(GUILLAMET et al., 2016).
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1.1. Biofilmes bacterianos

Os microrganismos evoluiram ao longo de muitos anos e desenvolveram
mecanismos que causam infecgdes, protegendo-os dos efeitos ambientais e
sobrevivendo em humanos. Nos ultimos anos, os cientistas sugeriram antibioticos
peptidicos, produzidos por organismos que vivem na natureza, como uma alternativa
aos antibidticos existentes, e iniciaram uma nova era na guerra da humanidade contra
0s microrganismos. Os antibioticos peptidicos sdo moléculas em estrutura peptidica
produzidas por organismos para se protegerem contra infecgdes (POLAT et al., 2024).

Biofilmes bacterianos se tornaram um contribuidor essencial para problemas de
saude globais devido a resisténcia a antibidticos, ao sistema de defesa imunolégica
do hospedeiro e outras pressdes externas. Biofilmes sdo comumente encontrados na
superficie de instrumentos hospitalares e tecidos corporais, na industria, unidades de
processamento de alimentos e ambientes naturais. Quase todas as bactérias podem
formar biofilmes (ZHAO et al., 2023). Os biofilmes bacterianos sdo geralmente
definidos como comunidades microbianas fixas envoltas em substancias poliméricas
extracelulares (EPS) (figura 3). E caracterizado por mudancgas na adesao irreversivel
de células microbianas a superficies ou substratos ou entre si, embutidas em EPS, e
exibindo fendtipos especificos em termos de transcricdo genética e taxas de
crescimento. Um biofilme bacteriano pode ser composto de um unico microrganismo
ou uma mistura de bactérias, fungos, arqueas, protozoarios e leveduras. Ele tem uma
estrutura de canal que controla a liberacdo de gases, nutrientes e antimicrobianos
(ZHAO et al., 2023).
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Figura 3. A maturagdo do biofiime é um processo complexo de desenvolvimento que envolve cinco
estagios. Etapa 1, fixagdo inicial; estagio 2, apego irreversivel; estagio 3, maturagéo |; estagio 4,
maturacao Il; estagio 5, dispersédo. Fonte: MONROE, 2007.

Os microrganismos aderem ao seu ambiente produzindo um biofilme e s&o
protegidos do efeito antimicrobiano de antibiéticos e fagocitose. A camada de biofilme
€ uma estrutura extremamente importante no fornecimento de resisténcia contra os
efeitos de fatores ambientais e substancias antimicrobianas que prejudicardo o
microrganismo. Ha uma necessidade de antibidticos de nova geragdo com amplo
espectro e atividade antimicrobiana e antibiofilme de longa duracao, especialmente
devido ao aumento no numero de pacientes recebendo tratamento de longo prazo em
hospitais. Gracas as propriedades dos antibidticos peptidicos, o desenvolvimento de
novos farmacos com propriedades antimicrobianas se destaca como uma forte opg¢ao
(POLAT et al., 2024).

Com a melhoria da tecnologia médica, o uso generalizado de dispositivos
médicos e a busca por alta qualidade de vida para os pacientes, os biofilmes
associados a dispositivos médicos representam uma grave ameacga a vida e a saude
dos pacientes. Os microrganismos podem aderir a quase todos os dispositivos
médicos e causar infecgdes de biofilme associadas a dispositivos médicos.
As infecgdes associadas a dispositivos geralmente ocorrem durante o tratamento,
onde alguns microrganismos se originam do hospedeiro. Quando esses
microrganismos se fixam e colonizam a superficie de um dispositivo médico, eles
podem formar um recipiente biolégico. Quando o biofilme na superficie de dispositivos

meédicos implantados atinge um nivel critico, ele pode induzir uma resposta
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inflamatdria no hospedeiro e pode até causar falha do implante. Os microrganismos
mais comuns para infec¢des associadas a dispositivos médicos sdo Staphylococcus
aureus e Staphylococcus epidermidis. Bactérias gram-negativas multirresistentes (por
exemplo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii) também podem causar infecgdes associadas a dispositivos
médicos em ambientes hospitalares complexos (ZHAO et al., 2023; POLAT et al,,
2024).

1.2. Peptideos antimicrobianos (PAMs)

Os PAMs sao componentes-chave do sistema imunolégico inato
universalmente requerido para a sobrevivéncia de invertebrados e vertebrados.
A lisozima, descoberta por Sir Alexander Fleming em 1922, é reconhecida como a
primeira proteina antimicrobiana (WANG, 2015) e assim deu inicio as descobertas que
se seguiram, sendo que em 1939 obteve-se a extracdo de gramicidina de
Brevisbacillus brevis seguida do isolamento de cecropinas e magaininas nos anos 80
(KANG et al., 2017).

Os PAMs da secrecao de pele dos anuros apresentam cerca de 8-46 residuos
de aminoacidos, com carga positiva e caracteristicas anfipaticas. A expressado dos
peptideos antimicrobianos pode ser constitutiva ou induzida por estimulos infecciosos
ou inflamatadrios, tais como citocinas pro-inflamatérias, bactérias, fungos ou moléculas
patogénicas que estimulam a imunidade inata (CONLON et al., 2023).

Os PAMs também podem ser anibnicos (um pequeno grupo presente em
ruminantes, principalmente ricos em aspartato e glutamato) ou catiénicos (um grande
grupo presente na maioria dos animais). Peptideos catibnicos podem ser lineares,
helicoidais, ricos em prolina ou estabilizados por cisteinas. Normalmente eles exibem
atividade antimicrobiana de amplo espectro contra bactérias e fungos (LIU et al.,
2024).

Devido ao seu amplo espectro de atuacao e capacidade limitada de induzir
resisténcia, os PAMs sdo amplamente estudados como substitutos aos
antimicrobianos convencionais que estdo rapidamente tornando-se ineficazes contra
diversas linhagens de microrganismos (FEI et al., 2023). Houve um aumento na
pesquisa com esforgcos focados no desenho racional e na previsdo de PAMs. Diversos

trabalhos empregam estratégias de desenho racional para gerar novos PAMS com
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melhorias de atividade e reducdo da toxicidade (PORTO et al, 2017). Mais
recentemente, durante a pandemia de COVID-19 provocada pelo SARS-CoV-2
(coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave), o foco sobre os PAMs mudou,
passando a se concentrar em seu uso como moléculas antivirais no combate a
COVID-19 (KURPE et al., 2020; MORETTA et al., 2021).

A estratégia de desenho racional envolve identificacdo de padrdes de
sequéncia, residuos cruciais, posi¢cdes e frequéncias de aminoacidos de PAMs
conhecidos. Estas informagdes sado entdo usadas para propor novos PAMs. Outra
abordagem usada para projetar racionalmente novos PAMs € o método baseado em
modelo onde substituicdes/truncamentos no peptideo selvagem podem levar a
desenhos de PAMs mais potentes com toxicidade reduzida. Esse exercicio €,
portanto, fortemente dependente de algoritmos altamente sensiveis que podem prever
com precisao a mudanca na atividade da membrana devido a pequenas variagdes de
sequéncia (TANG et al., 2024).

Os PAMs apresentam uma variedade de estruturas secundarias, permitindo a
sua classificagdo em cinco grupos principais: (1) peptideos que adotam conformagéo
de folha-B quando sao estabilizados por duas ou trés ligacdes dissulfeto; (2) peptideos
sem residuos de cisteina que adotam estruturas de a-hélice anfipaticas; (3) peptideos
anibnicos ricos em aspartato e glutamato; (4) peptideos ricos em residuos de
triptofano, prolina e/ou histidina; e (5) peptideos compostos de aminoacidos raros
(HANCOCK et al., 2002; REDDY et al., 2004).

Os PAMs sao comumente classificados em quatro categorias com base em
seus componentes de estrutura secundaria: 1) a-hélice, 2) folha B, 3) a- hélice/folha 3
e 4) estendida (Figura 4), sendo que a maioria dos PAMs pertencem as duas primeiras
categorias (MORETTA et al., 2021).
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Figura 4. Diversidade estrutural de peptideos antimicrobianos (PAMs). Fonte: MORETTA et al., 2021,
com modificagdes.

1.3. Mecanismos de agao dos peptideos antimicrobianos

A seletividade dos peptideos antimicrobianos (PAMs) é baseada nas diferencas
de composicao lipidica e carga das membranas de células eucaridticas e
procarioticas. Quando os PAMs interagem com a membrana celular dos patégenos,
alteram o potencial elétrico devido as interagdes com os lipideos da membrana
(TEIXEIRA et al., 2012). A superficie das membranas celulares de mamiferos e outros
eucariontes € composta por lipideos neutros, dificultando a interagao eletrostatica com
os PAMs e, assim, protegendo a célula de sua agdo (YEAMAN et al., 2003).
Em contraste, as interacdes eletrostaticas com células bacterianas sao facilitadas pela
presenca de fosfolipidios negativamente carregados na superficie externa da
bicamada lipidica, permitindo uma interacao hidrofébica com a face apolar do
peptideo, o que altera a permeabilidade da membrana da célula alvo (TEIXEIRA et
al., 2012).

As membranas bioldgicas sdo compostas por bicamadas fluidas de fosfolipidios
com proteinas associadas e, em alguns organismos, também contém glicerol e
esteroides. As composicoes das membranas de células bacterianas e animais

diferem, sendo que os principais componentes das membranas bacterianas incluem
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fosfolipidios hidroxilados como o fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) e
fosfatidilserina (PS). Por outro lado, as membranas de vertebrados sdo ricas em
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) e esfingomielina (SM), que s&o
considerados fosfolipidios zwitteribnicos devido a sua carga neutra. O colesterol e
outros esteroides, como o ergosterol, sdo comuns em membranas eucarioticas, mas
raramente encontrados em membranas procariéticas (ZASLOFF, 2002; EBENHAN et
al., 2014; EPAND et al., 2016; KUMAR et al., 2018).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém alta seletividade por células
microbianas devido a composi¢cdo lipidica das suas membranas, que inclui
lipopolissacarideos (LPS) em bactérias Gram-negativas e acidos teicoicos em
bactérias Gram-positivas (MOOKHERJEE et al., 2020). No entanto, em algumas
situagdes, eles podem interferir na sintese proteica e no nucleo celular de certos
patdgenos (Figura 5). Por isso, sao vistos como promissores para o desenvolvimento
de novas drogas antivirais, antifungicas, antiparasitarias e, especialmente,
antibacterianas (SADREDINAMIN et al., 2016; KAPIL & SHARMA, 2021).

Ao se pensar em PAMs para uso farmacolégico vém a mente a toxicidade
seletiva que ele devera possuir para nao danificar as células do hospedeiro. A agao
dos PAMs ocasiona um desarranjo na membrana celular, visto que a molécula nao se
liga a nenhum receptor especifico, apesar da conformacédo da molécula, se for em
a-hélice, folhas-B, linear ou desorganizada, sendo que o que auxilia no sitio alvo é
principalmente a carga e a hidrofobicidade dos peptideos (YEAMAN et al., 2003).
Varios modelos vém sendo propostos envolvendo como mecanismo de acédo a
permeabilizacao da bicama lipidica, podem ser classificados como: agregacéao, poro
toroidal, barril e tapete (carpet-like) (figura 5) (TEIXEIRA et al., 2012).
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Figura 5. Modelos de mecanismos de agao de peptideos antimicrobianos. Fonte: MOOKHERJEE et
al., 2020.

O modelo de poro toroidal € um processo em dois estagios, onde a interagao
entre os peptideos antimicrobianos (PAMs) e a membrana ocorre inicialmente com o
alinhamento paralelo dos PAMs a membrana celular de forma inativa. Apds a adeséao,
ha um aumento na contragdo na regido, elevando os limiares de interagao
peptideo/membrana, o que permite que os PAMs se infiltrem na membrana bacteriana
(TRAVKOVA et al., 2017). Em seguida, os PAMs transicionam de um estado inativo
para um estado funcional, estimulando a dobra da monocamada lipidica. Os peptideos
inseridos geram fendas irreversiveis na face hidrofébica da membrana (KUMAR et al.,
2018). Essa instabilidade criada pelo poro facilita a entrada dos PAMs no folheto
interno da membrana. A concentracado e a composicao fosfolipidica das membranas
influenciam essa transicdo dos PAMs de inativos para funcionais (BENFIELD &
HENRIQUES, 2020).

O modelo de barril (barrel-stave) envolve o acumulo de PAMs monoméricos
lineares na membrana, seguido por mudangas conformacionais e agregacao que
resultam na formacdo de estruturas multiméricas inseridas verticalmente na
membrana (DAVENPORT et al., 1991). A agregacéo forga as regides hidrofébicas dos
PAMs para o nucleo hidrofébico das membranas, evitando a exposicéo das partes
hidrofilicas dos PAMs, criando canais ibnicos permeaveis (MATSUZAKI, 2019), que

podem causar morte celular por pressdo osmaética (ZHANG et al., 2021). Este modelo



30

€ assim nomeado devido a organizagao das ripas que lembram um barril, que podem
variar em tamanho e sdo menores que os poros toroidais (BECHINGER & GORR,
2017).

No modelo carpet-like, os PAMs se ligam a membrana citoplasmatica anidnica
por meio de interagdes eletrostaticas, forcando uma curvatura entre os peptideos e
lipidios, formando um complexo peptideo/membrana que se adsorve a interface da
membrana (HAZAM et al., 2019). Esse mecanismo € similar ao de detergentes,
levando a formagdo de micelas e vesiculas (WANG et al., 2016). Em altas
concentragdes, os PAMs se aglomeram e cobrem partes da membrana bacteriana,
induzindo a formacdo de micelas e rupturas na membrana, semelhantes aos
surfactantes, resultando em lise total ou parcial da membrana celular e morte
bacteriana (PARK et al., 2024).

Embora os peptideos antimicrobianos possam atuar diretamente nas
membranas bacterianas ou afetar de forma especifica a sintese proteica e a
expressao génica, alguns deles também podem influenciar indiretamente o sistema
imunoldgico inato dos organismos, desempenhando um papel importante na
imunidade local e/ou sistémica, em conjunto com outras proteinas imunolégicas
(KHINE et al., 2006). Por exemplo, os PAMs podem operar através de diversos
mecanismos, como a quimiotaxia de células de defesa, a modulacédo da resposta das
células hospedeiras via TLR (receptor Toll-Like), a estimulagdo da angiogénese e a
ativacao e diferenciacao de leucdcitos/mondcitos, além de influenciar a expressao de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias (Figura 6) (ZHANG & GALLO, 2016;
MOOKHERUJEE et al., 2020). Essas moléculas sdo essenciais para a resposta imune
contra infec¢gdes bacterianas, atuando como sinalizadoras que regulam o sistema
imunolégico (GURYANOVA & OVCHINNIKOVA, 2022).
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Figura 6. Resumo das fungdes imunomoduladoras exibidas por peptideos antimicrobianos. Fonte:
MOOKHERJEE et al., 2020.

O modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) combina a formagao de carpete e
poros por meio da adesao dos peptideos a membrana bacteriana, permitindo que os
peptideos interajam com alvos intracelulares (figura 7). Acredita-se que este modelo
represente a interagdo da maioria dos PAMs, levando os pesquisadores a
reconhecerem a importancia do modelo SMH, uma vez que contempla a entrada de
peptideos nas células-alvo (SEKIYA et al., 2018; VISHNEPOLSKY et al., 2019; LUO
& SONG, 2021).
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Figura 7. Modelos esquematicos dos principais mecanismos de agdo propostos dos PAMs nas
membranas celulares de bactérias. Fonte: CARMO et al., 2022.

1.4. Atividade antibacteriana dos PAMs

Sé&o descritos na literatura PAMs com um grande espectro antibacteriano ou
com concentragdes inibitérias minimas (CIM) comparaveis com antibacterianos ja
utilizados para tratamento clinico. Um exemplo é a dermaseptina S4 que alcanga uma
CIM de 1 uM contra isolados clinicos de Staphylococcus aureus (NAVON-VENEZIA
etal., 2002). Existem alguns peptideos atualmente em fase de estudos para uso topico
como as cecropinas D2A21, D4E1 e a gramicidina S, utilizados para combater estirpes
de Pseudomonas sp e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente (MARR et al.,
2006; LUCA et al., 2013).

Os peptideos Hylin-a1, AR-23 e RV-23, isolados de anfibios, mostraram forte
acao antibacteriana contra E. coli e K. pneumoniae, inclusive resistentes a
carbapenémicos. Com baixa toxicidade e resisténcia a degradagao, inibiram biofilmes
e atuaram em sinergia com meropenem. Sua eficacia esta ligada a flexibilidade
estrutural e conformagdo a-helicoidal ao interagir com membranas bacterianas,

destacando seu potencial terapéutico (CHIANESE et al., 2025).
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1.5. Atividade antifingica dos PAMs

Os peptideos com atividade antifungica variam substancialmente em termos de
similaridade estrutural e sua atividade poderia estar correlacionada com sua
habilidade para formar complexos lipidicos (LOPEZ-GARCIA et al., 2004; JENSSEN
et al., 2006). Entre os principais mecanismos propostos encontram-se: 1) a quebra da
estrutura da membrana celular (LEE et al., 2003; PARK et al., 2004; JANG et al.,
2006), 2) a danificacdo da parede celular (LEE et al., 2003), 3) a interagdo com
mitocdndrias (KAVANAGH et al., 2004), e 4) a despolarizagdo do citoesqueleto por
despolimerizagao das fibras de actina (KOO et al., 2004).

Grande parte dos PAMs com caracteristicas antifungicas atuam comumente na
parede celular ou em compostos intracelulares (NARAYANA et al., 2015). A parede
celular dos fungos € rica em quitina e muitos PAMs s&o capazes de se ligarem a esta
molécula, por exemplo, a defensina 1 murina (mBD1) e a histatina 5, ambos mostram
uma eficiente agao sobre linhagens de Candida albicans (HELMERHORST et al.,
1999; SHEN et al., 2014). Ha também peptideos com agéo contra fungos filamentosos
como Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme, um exemplo é a iturina A que € eficaz
contra dermatomicoses, tendo um amplo espectro de propriedades antifungicas e
poucas reagoes alergénicas, isso em ensaios clinicos com seres humanos e animais,
porém o peptideo apresenta atividade hemolitica (LATOUD et al., 1986).

O peptideo [K3] temporina-SHa, um analogo da temporina-SHa previamente
isolada da pele da espécie Pelophylax saharicus e contendo uma lisina na posigéao 3
ao invés de uma serina, apresentou forte atividade antifungica in vitro contra leveduras
e fungos filamentosos, especialmente Candida albicans, com CIMs entre 5,5 e 45 uM.
Demonstrou agao fungicida rapida por permeabilizacdo da membrana e sinergia com
a anfotericina B. Esses achados indicam seu potencial como nova alternativa
terapéutica para infecgdes fungicas, incluindo aquelas por Candida e Cryptococcus
neoformans (BRUNET et al., 2022).

1.6. Atividade antiviral dos PAMs

A comunidade cientifica enfrenta novos desafios com relacdo a vigilancia,
tratamento e prevencao de viroses emergentes como € o caso das infecgdes pelos
virus zika, chikungunya e dengue, que vém causando alerta, principalmente nas
Américas (HEUKELBACH et al., 2016). Embora a atividade antibacteriana dos
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peptideos com caracteristicas catidbnicas seja a mais estudada, pouco se sabe sobre
a capacidade que possuem para atuar como agentes antivirais. Além disso, o
mecanismo de acdo desses peptideos que exibem atividade antiviral ainda € pouco
compreendido (JENSSEN et al., 2004).

A atividade antiviral de um grupo de peptideos catiénicos de folha-, contra
virus envelopados foram atribuidos a inativagcdo direta de particulas virais, um
exemplo sao os virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2), virus da
imunodeficiéncia tipo 1 (HIV-1), virus da estomatite vesicular (VSV), influenzavirus e
citomegalovirus (MOHAN et al.,, 2010). No entanto, se relata que os peptideos
a-helicoidais podem atuar como agentes virucidas ou como inibidores da multiplicagao
do virus. As magaininas | e Il sdo peptideos a-helicoidais contendo 23 residuos de
aminoacidos, previamente isolados da pele do sapo Xenopus laevis, que diferem por
substituigdes nas posicoes 10 e 22 (MARCOCCI et al., 2018) e tem sido relatado que
analogos sintéticos de magaininas exibem acgao virucida contra HSV-1 (MARCOCCI
etal., 2018).

O peptideo Hylin-a1, secretado pela réd Boana albopunctata, demonstrou forte
efeito antiviral contra diversos virus respiratorios envelopados, como SARS-CoV-2,
H1N1 e parainfluenza. Inibiu significativamente a infectividade desses virus, mas nao
atuou contra o coxsackievirus B3 (CHIANESE et al., 2023). Mais recentemente, o
mesmo peptideo exibiu potente agéo antiviral contra HSV-1 e HSV-2, inclusive cepas
resistentes ao aciclovir. Atua nos estagios iniciais da infec¢cdo, provavelmente
danificando o envelope viral. Apresenta sinergia com aciclovir, baixa toxicidade, efeito
anti-inflamatério e boa estabilidade, sendo um promissor agente terapéutico contra
infeccbes herpéticas (CHIANESE et al., 2024).

1.7. Mecanismos de resisténcia aos peptideos antimicrobianos

Os microrganismos patogénicos tém apresentado diversos mecanismos que
limitam os efeitos dos PAMs. Esses mecanismos podem ser intrinsecos, sendo
expressos, tanto na presenga, quanto na auséncia de estimulo, ou adaptativo,
manifestando-se em resposta a presenga do peptideo ou as reagdes que ele provoca
na célula-alvo (YOUNT & YEAMAN, 2005).

A resisténcia pode ser resultado de modificagdes em lipidios e

lipopolissacarideos que normalmente seriam alvos extracelulares dos PAMs, assim
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como componentes da parede celular, de modo a diminuir a carga liquida negativa e
conseguindo assim repelir os PAMs positivamente carregados (GUO et al., 1998;
ERNST et al., 1999; ZHOU et al., 1999; JOO et al., 2016).

Algumas bactérias e fungos teriam a capacidade de ejetar os PAMs do seu
interior, de maneira dependente de energia, através da indugcdo de genes que
codificam proteinas formadoras de canais (SHAFER et al., 1998; BENGOECHEA et
al., 2000). Outro mecanismo consiste na modificagao de proteinas-alvo intracelulares
(DEL CASTILLO et al., 2001). Alguns patdgenos, alias, podem afetar os sistemas de
defesa induziveis ao interferirem com cascatas de sinalizacédo (ISLAM et al., 2001).

A resisténcia bacteriana contra PAMs ja foram relatadas (OUHARA et al., 2008;
ANDERSSON et al., 2016; OMARDIEN et al., 2016) e isso ocasiona o risco de que as
bactérias que apresentam resisténcia aos PAMs possam exibir resisténcia cruzada as
células do hospedeiro (DOBSON et al., 2014; KUBICEK-SUTHERLAND et al., 2017),
como S. aureus que demonstrou resisténcia a HNP-1 apds tratamento com pexiganan
(CONLON, 2015). No entanto, peptideos sintéticos poderiam superar o obstaculo da
resisténcia em relacédo aos peptideos naturais de defesa do hospedeiro (NIJNIK,
2009). Pode-se aumentar a atividade biolégica dos peptideos antimicrobianos,
propondo-se algumas alteragbes em relagcdo ao peptideo selvagem e com isso
pode-se potencializar os efeitos frente as linhagens microbianas, visando sempre
diminuir as possiveis interagdes com as células dos seres humanos e assim os PAMs
mostram-se como uma opc¢ado viavel para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos (PFALZGRAFF et al., 2018).

A Figura 8 ilustra os principais mecanismos de resisténcia bacteriana e fungica

contra os PAMs.
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Figura 8. Principais mecanismos de resisténcia contra os PAMs. Fonte: PFALZGRAFF et al., 2018
com modificagdes.

Resisténcia bacteriana aos PAMs pode ser selecionada devido a mudanca de
carga de superficie, enquanto a modificacdo seria em LPS nos Gram-negativos e
acido lipoteicoico em Gram-positivas, com isso ha um aumento das cargas positivas,
reduzindo assim a atracédo de PAMs (JOO et al., 2016).

Modificagcdes da composicdo fosfolipidica e alteracdo da estrutura da
membrana citoplasmatica, tais como amino-acilagcdo de grupos de cabeca de
fosfatidilglicerol, que mascara fosfatos aniénicos com aminas primarias catidnicas,
diminui a atracdo de PAMs e a inser¢ao deles na membrana. Além disso, bombas de
efluxo presentes em bactérias Gram-negativas e fungos podem contribuir para a
resisténcia aos PAMs. Os mecanismos de resisténcia que contribuem para a
viruléncia in vivo sao modificagdes estruturais da superficie celular e bombas de efluxo
(BAUER, 2015). A resisténcia associada aos virus pode ocorrer devido a mutagdes
em glicoproteinas do envelope (ex., hemaglutinina do Influenza) reduzindo a afinidade
pelos PAMs (ZHOU et al., 2024).
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1.8. PAMs com atividade imunomoduladora

Varios PAMs possuem atividade imunomoduladora. As diversas funcgdes
imunomodulatérias apresentadas por esses PAMs incluem a quimiotaxia aumentada
de células do sistema imunoldgico, a ativagéo e diferenciagcdo de células imunes, a
repressao mediada por citocinas, a interagao com receptores semelhantes aos de Toll
(TLR) que resultam na liberagao de citocinas pro-inflamatorias e espécies reativas de
oxigénio (ROS), a indugéo de citocinas anti-inflamatorias, a eliminagdo de endotoxinas
bacterianas e a estimulagdo da angiogénese, contribuindo para a cicatrizagdo de
feridas (Figura 9) (PANTIC et al., 2017).
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poro toroidal Modelo carpete barrel-stave
5

‘it::é:) -“"“-- ARW __,---""-‘ Patégenos
PECEE Epitélio A m & ~. ,{:_-:;:1-
o

Oé) I Lo <N — Melhoria na cicatrizagio
Supressio de citocinas l e l
pré-inflamatérias 00 Imilut;'??o de 00 e
O citocinas o
]'.ndugﬁo de cifo.cinas l T
antiinflamatérias ¢/ j l-,-.::\} - polarizagéio de células T
. :.. - &«
Alteragiio do ambiente de citocinas; . L L “'—'jj
redugio do risco de inflamagio N
excessiva ¢ de sepse Recrutamento de neutréfilos e Diferenciagio de
mondeitos/macréfagos células dendriticas

Figura 9. Representacdo esquematica do modo de agdo de PAMs ilustrando sua ampla gama de
fungdes imunomoduladoras. Fonte: MAHLAPUU et al., 2016.

Além disso, os sistemas imunolégicos de anfibios e mamiferos apresentam
varias semelhancas em relacao as funcdes da imunidade inata e adaptativa. Genes
que codificam citocinas pré-inflamatérias, como interleucina (IL)-1, IL-6, fator de
necrose tumoral (TNF)-a e interferon (IFN)-y, estdo presentes no genoma de Xenopus
tropicalis (anteriormente Silurana tropicalis), e a ativagdo de macrofagos da pele em
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resposta a patégenos extracelulares ja foi documentada (JUSTYNA, 2017; PANTIC et
al., 2017).

1.9. Imunidade inata

O sistema imunolégico dos vertebrados € tradicionalmente classificado em
imunidade inata e adaptativa. As células do sistema imunolégico inato identificam
patdgenos e danos teciduais por meio de receptores de reconhecimento de padrdes,
que detectam diferentes padrées moleculares associados a patéogenos e a danos
(PAMPs). Os processos sao rapidos, considerados ndo especificos e incluem
respostas como fagocitose, movimentacado celular, destruicdo de patégenos ou
células e produgdo de citocinas. Esses mecanismos imunolégicos inatos sé&o
geralmente muito eficazes na eliminagéo de patégenos invasores. Além disso, células
dendriticas (DCs), células T especializadas e células B participam das respostas
imunes adaptativas, que podem ser ativadas simultaneamente. Essas respostas
adaptativas dependentes de linfécitos sdo mais lentas para se desenvolver, mas sao
especificas para antigenos e resultam em memoria imunolégica de longo prazo
(NETEA et al., 2020).

Os componentes do sistema imunoldgico inato incluem macrofagos, neutrofilos,
eosindfilos, células dendriticas e células assassinas naturais. Essas células séo
ativadas durante uma resposta inflamatdria e se diferenciam em células efetivas de
curta duragcdo para combater a infeccdo. Os componentes nao-hematopoiéticos
incluem a pele e as células epiteliais que revestem os tratos gastrointestinal,
geniturinario e respiratorio. As defesas celulares sdao complementadas por
componentes humorais, que incluem proteinas do complemento, como a proteina
C-reativa, proteina de ligagao a lipopolissacarideo (LBP), pentraxinas, colectinas e
peptideos antimicrobianos, incluindo defensinas. As proteinas circulantes do sistema
imunolégico inato reconhecem microrganismos e auxiliam nos mecanismos para
combater a infeccédo (KAUR & SECORD, 2021).

Os neutréfilos sédo leucécitos polimorfonucleares e granulares que
desempenham um papel fundamental no sistema imunolégico inato. Nos seres
humanos, eles representam de 50% a 70% de todos os leucdcitos circulantes.
Neutréfilos maduros na corrente sanguinea tém aproximadamente 7-10 um de

didmetro, um nucleo segmentado e um citoplasma rico em granulos e vesiculas
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secretoras. Eles sdao produzidos na medula 6ssea e, em seguida, liberados na
circulacado (ROSALES, 2020). A principal fungdo dos neutréfilos é fagocitar
microrganismos, especialmente aqueles opsonizados, e produtos de células
danificadas, além de destruir esse material nos fagolisossomos (ABBAS &
LICHTMAN, 2023).

Quando um patdgeno ultrapassa as barreiras epiteliais, os neutréfilos sao as
primeiras células do sistema imunoldgico inato a serem rapidamente recrutadas da
corrente sanguinea para os locais de infecgdo, trazendo consigo um arsenal
antimicrobiano para combater a infeccéo. Eles utilizam uma combinacao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), componentes de granulos citotdxicos, peptideos
antimicrobianos e armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) para criar um
ambiente altamente letal, crucial para a morte e degradagdo dos microrganismos
invasores (TENG et al., 2017).

Durante uma infecgdo ou dano tecidual, padrdes moleculares associados ao
patdgeno e/ou padrdes moleculares de dano (DAMPs) s&o detectados por receptores
de reconhecimento de padrdes, que podem ativar células residentes para produzir
mediadores inflamatdrios, como as quimiocinas CXCL1 e CXCL2, que se ligam e
ativam receptores acoplados a proteina G nos neutrofilos. Esses neutrofilos possuem
uma variedade de mecanismos efetivos para combater patdégenos, incluindo
fagocitose, produgcdo de proteases e armadilhas extracelulares (NETs). Portanto, a
falha no recrutamento de neutréfilos para um local de infeccdo facilita a disseminagao
de patdogenos em 6rgaos vitais e no sangue, podendo levar ao desenvolvimento de
infeccdes sistémicas e, eventualmente, a morte (CASTANHEIRA & KUBES, 2019).

1.10. Fagocitose e armadilhas extracelulares por neutréfilos

A habilidade dos neutréfilos em realizar fagocitose € o mecanismo empregado
para eliminar agentes microbianos que conseguiram superar as barreiras fisicas e
quimicas do epitélio. Esse processo, mediado por receptores, envolve a internalizagao
de particulas maiores que 0,5 ym em um vacuolo conhecido como fagossoma.
Os neutrofilos identificam particulas que foram opsonizadas através de receptores de
anticorpos ou do complemento, resultando em uma fagocitose eficiente (ROSALES,
2020).
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Apos serem ativados, os neutréfilos tém a capacidade de formar as "Neutrophil
Extracellular Traps" (Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos - NETs) (Figura 10).
As NETs sao constituidas por fibras extracelulares que contém gréanulos
intracitoplasmaticos ricos em elastase, lactoferrina e gelatinase, sendo o DNA
(histonas e cromatina) o principal componente estrutural dessas redes (BRINKMANN
& ZYCHLINSKY, 2012).

A formacdo de NETs ocorre por meio de um processo de morte celular
conhecido como NETose. Essas armadilhas podem se aderir a microrganismos,
proporcionando uma alta concentracdo local de moléculas antimicrobianas que
ajudam a eliminar os patégenos e atuam como uma barreira para impedir sua
propagacéao. A formacao das NETs pode ser induzida por diversos sinais, incluindo
produtos microbianos como o LPS. Para iniciar a NETose, os neutrofilos cessam seu
movimento e despolarizam; em seguida, a membrana nuclear se rompe e a cromatina

nuclear é liberada para o citoplasma (SILVA, 2015).
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Figura 10. Formacdo de NETs. A) Neutrdfilos sdo estimulados pelo contato com microrganismos ou
seus produtos (citocinas), promovendo: B) mudangas ultraestruturais no nucleo com descondensagéo
de cromatina mediada pela PAD4; C) liberacédo de estruturas extracelulares como histonas, proteinas
granulares de neutréfilos e citoplasmaticas (NETs), que prendem e matam microrganismos. Fonte:
SILVA, 2021.

1.11. Otimizagao de atividade antimicrobiana dos PAMS

Devido ao seu mecanismo unico de ruptura de membrana, os peptideos
antimicrobianos evoluiram ao longo das geragdes para se tornarem mais eficazes na

defesa imunologica de seus hospedeiros. No entanto, os PAMs naturais enfrentam
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uma série de desafios que dificultam sua aplicagao farmacolégica e clinica (PUENTES
et al., 2020), como alta citotoxicidade, instabilidade em pH extremos, curta meia-vida,
degradagao por proteases e falta de seletividade para linhagens especificas (TAN et
al., 2021). Assim, a utilizagao clinica dos PAMs naturais representa um grande desafio
para a medicina contemporanea, devido aos aspectos biofisicos desfavoraveis que
apresentam (Figura 11). Apesar disso, as estratégias de otimizagao tém como objetivo
melhorar as propriedades biolégicas e quimicas desses PAMs para que possam ser
utilizados de forma mais eficaz e comercialmente viavel (LUONG et al., 2020).
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Figura 11. Representacéo grafica da busca e desenvolvimento de PAMs farmacologicamente ativos.
Fonte: LUONG et al., 2020.

O desenho baseado em estrutura, também conhecido como design racional de
peptideos visa melhorar as propriedades fisico-quimicas de peptideos naturais,
potencializando os efeitos desejados e diminuindo os efeitos adversos, tais como
baixa especificidade e atividade hemolitica, por exemplo. O desenho racional € uma
técnica fundamental no desenvolvimento de novos antibiéticos e medicamentos,
relacionados com a remodelacéo da estrutura secundaria (MISHRA et al., 2017; TAN
etal., 2021).

1.12. Peptideos antimicrobianos de anuros do género Boana como

agentes terapéuticos

A familia Hylidae é composta por anfibios da ordem Anura, com espécies

distribuidas por todos os continentes, exceto a Antartida, totalizando cerca de
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1071 espécies descritas até o momento (FROST, 2024). O nome da familia deriva do
género Hyla, que faz referéncia a Hilas, o companheiro de Hércules na mitologia grega
(DUELLMAN et al., 2016).

Os membros dessa familia sdo comumente chamados de "pererecas" e
possuem adaptagdes especificas para um estilo de vida arbéreo, como olhos
direcionados para a frente que proporcionam visao binocular e almofadas adesivas
nos dedos das maos e dos pés (figura 12). Em espécies que nao habitam arvores,
essas caracteristicas podem ser bastante reduzidas ou mesmo inexistentes
(ALMEIDA et al., 2015). Além disso, esses anfibios sdo reconhecidos como uma fonte
promissora de PAMs (AZEVEDO CALDERON et al., 2011).

Dentro da familia Hylidae, estudos recentes identificaram diversos peptideos
antimicrobianos (PAMs) inéditos a partir de secrec¢des cutaneas de anfibios do género
Boana, destacando seu potencial como agentes terapéuticos contra patégenos
multirresistentes. Esses peptideos apresentam caracteristicas estruturais e
mecanismos de acdo variados, 0 que contribui para sua ampla atividade
antimicrobiana (SANTANA et al., 2020a; SANTANA et al., 2020b; LISCANO et al.,
2021; MORAN-MARCILLO et al., 2022; FREITAS et al., 2023; CONLON et al., 2024).

Figura 12. Espécime adulto de Boana crepitans. Foto gentilmente cedida por Carlos José Correia de
Santana.

Exemplos de PAMs isolados do género Boana incluem as pugninas,
identificadas no transcriptoma de Boana pugnax, mostraram atividade antimicrobiana
e anticancer seletiva contra células de mama e prostata. Apesar do potencial



43

terapéutico, apresentaram citotoxicidade em queratindcitos humanos, indicando baixa
seletividade para células normais e destacando a necessidade de otimizacdo antes
de aplicagdes clinicas (LISCANO et al., 2021).

A ra Boana picturata revelou-se uma fonte promissora de peptideos bioativos.
Utilizando clonagem molecular e espectrometria de massas, foram identificadas trés
novas familias: Picturinas (PTR), Pictuseptinas (PTS) e Boaninas (BNS). PTR e PTS
foram sintetizados e testados, demonstrando atividade antimicrobiana e baixa
hemdlise. Pictuseptinas, especialmente PTS-1, mostraram alta eficacia contra E. coli
e baixa toxicidade. A descoberta reforga a importancia da biodiversidade equatoriana
na busca por novas terapias contra a resisténcia antimicrobiana (MORAN-MARCILLO
etal., 2022).

Recentemente, em Boana raniceps, foram isolados e caracterizados quatro
peptideos: as Figaininas 1 e 2 e as Raniseptinas 3 e 6. A Figainina 1 mostrou atividade
contra bactérias, T. cruzi e células cancerosas, mas também apresentou
citotoxicidade em células humanas (SANTANA et al, 2020a). A Figainina 2
demonstrou estabilidade térmica, atividade antiparasitaria, bacteriana e efeito
imunomodulador em neutréfilos (SANTANA et al., 2020b). Ja as Raniseptinas 3 e 6
exibiram potente acdo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, baixa
hemolise e citotoxicidade contra células tumorais murinas, reforcando o potencial
terapéutico desses peptideos multifuncionais (FREITAS et al., 2023).

Cinco peptideos isolados de Boana platanera apresentaram efeitos diversos:
Raniseptin PL e Figainin 2PL foram bactericidas e citotoxicos com baixa hemdlise;
Hylin PL teve baixa agcdo antimicrobiana e alta hemdlise; o peptideo YL estimulou
significativamente a liberagdo de insulina, destacando-se como potencial agente
antidiabético (CONLON et al., 2024).
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2. JUSTIFICATIVA

A descoberta do primeiro antibidtico, a penicilina, permitiu que milhdes de vidas
fossem salvas, particularmente durante a Segunda Guerra Mundial. No entanto, o facil
acesso aos antibidticos e seu uso indiscriminado, promoveu a sele¢do de linhagens
microbianas multirresistentes (AJULO et al., 2024). Devido ao relevante aumento da
resisténcia bacteriana em paises em desenvolvimento, observa-se que as doencas
infecciosas e os custos aumentam de acordo com o transcorrer da infeccdo. Com isso
ha uma necessidade de controle sobre os antimicrobianos utilizados, pois com a alta
demanda de uso ocorre uma rapida adaptacdo do microrganismo frente aos mais
novos antimicrobianos utilizados na pratica clinica (MARTIN, 2018).

A secrecgéao cutanea de anuros (ras, sapos e pererecas) concentra um arsenal
variado de peptideos bioativos. Uma classe abundante desses peptideos é
representada pelos PAMs, peptideos curtos que devido as suas caracteristicas
anfipaticas, sdo capazes de atuar eliminando varios microrganismos (MA et al., 2023).
Neste contexto, os peptideos antimicrobianos advindo de recursos naturais atrairam
muita atencdo devido as suas propriedades favoraveis, entre elas, a agao rapida, a
inducao de atividade de amplo espectro antimicrobiano, e a falha em desencadear
mecanismos de resisténcia em comparagdo com antimicrobianos convencionais.
Além disso, estudos revelam que peptideos antimicrobianos de origem animal
combinados com antimicrobianos utilizados clinicamente poderiam ser alternativas
para auxiliar o combate do problema da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
convencionais (CONLON et al., 2023).

Os PAMs podem ter sua atividade biolégica original potencializada quando
realizadas algumas alteragdes pontuais para agregar alguns beneficios. O desenho
de moléculas permite diminuir as possiveis interacbes com as células dos seres
humanos, pode-se aumentar a atividade biologica frente as linhagens microbianas, e
com isso 0os PAMs se mostram como uma saida real para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos (GARCIA et al., 2024).

Dentro desse contexto, o presente projeto justifica-se como uma fonte

alternativa de PAMs frente a crise de antibidticos vigente.
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3. OBJETIVOS

3.1.

OBJETIVO GERAL

Este projeto teve como objetivo geral propor e sintetizar quimicamente novos

analogos do peptideo antimicrobiano Bc77(K) isolado da secrecdo cutanea de Boana

crepitans e avaliar: 1) seus efeitos antimicrobianos sobre diferentes patdgenos

(bactérias, fungos e virus), 2) seus efeitos antiproliferativos em linhagens de células

de mamiferos (HeLa e HaCaT) e 3) seus efeitos na ativacdo e quimiotaxia de

neutroéfilos humanos.

3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a composi¢cdo de elementos de estrutura secundaria dos
peptideos antimicrobianos por meio de dicroismo circular

Determinar os efeitos antimicrobianos sobre bactérias Gram-positivas,
inclusive em linhagens multirresistentes e de cepas padrao;

Determinar os efeitos antimicrobianos sobre bactérias Gram-negativas,
inclusive em linhagens multirresistentes e de cepas padréao;

Determinar os efeitos antimicrobianos sobre leveduras;

Determinar os efeitos inibitérios sobre SARS-CoV-2;

Determinar os efeitos antiproliferativos e citotoxicos sobre células de
mamiferos (HelLa e HaCaT);

Determinar os efeitos citoliticos sobre eritrocitos humanos;

Determinar os efeitos inibitérios sobre linhagem bacteriana produtora de
biofilme;

Determinar a ativagao e quimiotaxia de neutrofilos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Reagentes quimicos

Em todos os experimentos, foram utilizados somente reagentes de grau
analitico, provenientes de diferentes fontes comerciais. Todas as solugbes foram

preparadas com agua Mili-Q (Millipore Reagent Water System USA).

4.2. Desenho racional e sintese quimica dos analogos de peptideos

antimicrobianos de B. crepitans

As estruturas primarias de peptideos antimicrobianos de B. crepitans
previamente isolados e caracterizados pelo grupo de “Tecnologia de Peptideos
Biologicamente Ativos” da Universidade de Brasilia-UnB foram analisadas com vistas
a se produzir mutacdes nas faces polares e apolares de tais moléculas visando a
obtencado de analogos cujas atividades antibacteriana e antifungica fossem mantidas
ou aumentadas. O desenho racional foi realizado a partir do peptideo selvagem
Bc77(K) isolado de Boana crepitans por MARQUEZ, 2016 e cinco derivados foram
produzidos por meio de sintese quimica por empresa especializada, sendo que dois

dos analogos testados (analogos 1 e 2) tinham sido descritos por MARQUEZ, 2016.

4.3. Quantificagao espectrofotométrica de peptideos

Os peptideos sintéticos foram dosados pelo método de determinacdo da
concentracado proteica por absorcdo ao UV. O material foi quantificado por leitura
espectrofotométrica realizada em equipamento Bel Photonics modelo UV/VIS M51 e
as leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 205, 215 e 225 nm.

As férmulas para estimar a concentragdo dos peptideos (em pg/mL) estdo
descritas a seguir:

Concentragaos = 144 x (A21s — Azos)

Concentracdo, = (A2s/ 31) x 1000

Para obter a concentracdo da aliquota analisada foi calculada a média dos
resultados das concentragdes 1 e 2 para cada amostra (AITKEN e LEARMONTH,
2002). Apés realizar as dosagens, cada peptideo foi aliquotado para o volume de 1

mL em tubos tipo eppendorf e, em seguida, secados em concentrador a vacuo.
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4.4. Linhagens microbianas utilizadas

Linhagens referenciais de bactérias, obtidas do Banco de Culturas do
Laboratorio de Toxinologia da Universidade de Brasilia, foram utilizadas no presente
trabalho:  Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC 35218),
Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 17666), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Enteroccus faecalis (ATCC 29212),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Staphylococcus aureus (ATCC 1026), Streptococcus agalactiae (cepa clinica) e
Candida albicans (ATCC 14053). As linhagens multirresistentes de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemases (KPC), Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenens e
Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenens foram obtidas do Banco de

Culturas do Setor de Microbiologia do Hospital Universitario de Brasilia — HUB.

4.5. Avaliacao da atividade antibacteriana

Linhagens referenciais de bactérias sem resisténcia e multirresistentes obtidas
do Banco de Culturas do Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia,
foram cultivadas em placas contendo meios de cultura apropriados para cada estirpe
bacteriana pelo periodo de 18-24h, a 35 + 2°C. As bactérias, em fase logaritmica,
foram diluidas no meio de cultura Mueller-Hinton caldo na proporcédo 1:200, foram
inoculados 200 pL das linhagens selecionadas em 6,8 ml de meio liquido
Mueller-Hinton, foram realizadas leituras a 625 nm em espectrofotometro (UV-VIS
SPECTROPHOTOMETER UV-MS1), para avaliacdo da densidade Optica.
As suspencgdes foram diluidas e ajustadas entre 0,08-0,1 de absorbancia. Em seguida,
os indculos foram diluidos na proporcao de 1:200 para todas as bactérias testadas
(adaptado da norma CLSI, 2018). Para avaliagdo dos valores de CIM foram
empregadas aliquotas de 50 uL (concentragao inicial: 256 uM) previamente filtradas
em filtros de 0,22 ym (Millex GV, Millipore, Merck). As amostras foram diluidas em
série e incubadas com 50 uL da suspensio de bactéria contendo aproximadamente
de 5 x 10° UFC (preparadas como descrito acima), durante um periodo de 24 h a 37
°C em placas de micro titulagao estéreis (96 pogos, fundo chato), os controles para
inibicdo de crescimento e crescimento pleno foram formaldeido 0,8% (v/v) e agua

Milli-Q, respectivamente, ambos incubados com as suspensdes bacterianas.
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Os pogos com formaldeido foram cobertos com Parafilm® para evitar interferéncia nos
demais pogos em virtude da sua evaporagao. Apds a incubacgao, foi realizada a leitura
do crescimento bacteriano a 620 nm em leitora de microplacas Multiskan FC (Thermo
Scientific, San Jose, CA). A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi assumida como
sendo a menor concentragdo na qual ndo houve crescimento

espectrofotometricamente detectavel.

4.6. Avaliacao da atividade antifungica

Linhagem de Candida albicans ATCC 14053 (obtida do Banco de Culturas do
Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia-UnB) foi cultivada em placa
contendo meio de cultura apropriado pelo periodo de 24 h, a 35 £ 2 °C. As leveduras,
em fase logaritmica, foram diluidas em meio RPMI 1640 caldo na proporgao 1:2000,
foram inoculados 200 pL da linhagem selecionada em 6,8 mL de meio liquido Mueller-
Hinton, foi realizada leitura a 530 nm em espectrofotdmetro (UV-VIS
SPECTROPHOTOMETER UV-MS1), para avaliagdo da densidade optica.
A suspencéo foi diluida e ajustada entre 0,08-0,1 de absorbancia. Em seguida, o
in6culo foi diluido na propor¢éao de 1:2000 (adaptado da norma CLSI, 2018).
Para avaliagdo dos valores de CIM foram empregadas aliquotas de 50 uL
(concentragao inicial: 256 uM) previamente filtradas em filtros de 0,22 um (Millex GV,
Millipore, Merck). As amostras foram diluidas em série e incubadas com 50 pL da
suspensao de leveduras contendo aproximadamente de 5 x 10?2 UFC (preparadas
como descrito), durante um periodo de 24 h a 37 °C em placas de micro-titulacéo
estéreis (96 pocos, fundo chato), os controles para inibicdo de crescimento e
crescimento pleno foram formaldeido 0,8% (v/v) e agua Milli-Q, respectivamente,
ambos incubados com as suspensdes fungicas. Os pogos com formaldeido foram
cobertos com Parafilm® para evitar interferéncia nos demais pogos em virtude da sua
evaporacgao. Apos a incubacgao, foi realizada a leitura do crescimento das leveduras a
530 nm em leitora de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). A
concentracéo inibitéria minima (CIM) foi assumida como sendo a menor concentragao

na qual ndo houve crescimento espectrofotometricamente detectavel.
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4.7. Ensaios sobre biofilme bacteriano

4.7.1. Inibicao da formagao do biofilme

O ensaio sobre inibicdo de biofilme foi realizado e o biofilme corado com cristal
violeta conforme protocolo descrito por Christensen et al., 1985 com modificacbes
(OMMEN et al., 2017; URQUHART et al., 2023). Para avaliar a atividade inibitéria dos
PAMs foi selecionada a bactéria formadora de biofilme Staphylococcus aureus ATCC
25923 cultivada 7 mL de caldo de soja triptico suplementado com 2,5 g/L de dextrose
pH 7.3 a 37 °C até a densidade O6ptica igual a 1 em 620 nm em espectrofotdmetro
(UV-VIS Spectrophotometer UV-M51 Bel Photonics, Italia). Em fase logaritmica a
suspensao de bactérias foi diluida na proporc¢ao de 1:100 para uma concentragéo final
de aproximadamente 1 x 108 CFUs. Os PAMs foram incubados em microplacas de 96
pocos em diluicdo seriada e 50 uL da suspensao de bactérias foram adicionados para
um volume final de 100 uyL/pogo. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas para
formacgao e adesao do biofilme na placa. Os controles para auséncia de crescimento
utilizaram 50 pL formaldeido 0.8% (v/v) e 50 yL de agua deionizada estéril como
controle de crescimento pleno. Completado o tempo de incubacéo os sobrenadantes
foram removidos e as placas foram lavadas 3 vezes com agua destilada estéril para a
remocao de bactérias plancténicas e 125 L de cristal violeta 0,1% foram adicionados
e incubados por 15 minutos, seguindo por nova remogao do sobrenadante e 3
lavagens com agua destilada estéril para a remocgéo do excesso de cristal violeta. Por
fim 125 uL de acido acético 30% foram adicionados por 10 minutos para solubilizar o
biofilme corado, o conteudo dos pocos foi transferido para uma nova microplaca e a
absorbancia foi medida pela leitura da densidade 6ptica a 570 nm com uma leitora de
placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.7.2. Ensaio de destruicio de biofilme pré-formado (redugao de
biomassa)

O ensaio de reducdo de biomassa consiste na destruicdo do biofilme
previamente formado seguido a mesma metodologia aplicada acima, entretanto os
PAMs nao sao adicionados a microplaca, permitindo o pleno crescimento do biofilme
em todos os pocos inoculados. Apds as 48 horas de incubacido, o sobrenadante é
aspirado e as placas lavadas 3 vezes com agua destilada, a placa entdo é seca a

temperatura ambiente (27 °C) e 100 pL dos respectivos PAMs sao adicionados em



50

concentragdes iguais ao MIC, 2MIC e 4MIC, a placa € novamente incubada a 37 °C
por 24 horas. Como controle de inibicdo s&o utilizados 100 yL de formaldeido 0,8%,
para o controle de crescimento pleno sao reservados pogcos onde o biofilme
estabelecido nao sofre nenhum tipo de tratamento. Passado o tempo de incubacgéo a
placa € novamente corada por cristal violeta seguindo a mesma metodologia acima
citada. Todos os indculos e controles s&o realizados em triplicata e os valores obtidos

por leitor de placas a 570 nm.

4.8. Avaliagao da atividade hemolitica

Para o ensaio de avaliagao da atividade hemolitica foi empregado o método
descrito por (ONUMA et al., 1999), com modificagdes. Eritrécitos humanos do tipo O*,
oriundo de um doador saudavel foi centrifugado e lavado quatro vezes com tampéo
Tris- HCI 10 mM pH 7,4 contendo NaCl 150 mM (tampao-salina) para remogéo total
de plasma. Em seguida, foi preparada uma suspensao a 1% (v/v) de eritrécitos.
Aliquotas de 100 pL dos peptideos foram ressuspensas em tampao-salina na
concentracao inicial de 256 uM e diluidos em série em placas de 96 pocgos de fundo
U. Em seguida, 100 uL da suspensao de eritrécitos foi misturada as amostras e as
placas foram incubadas por 60 min a temperatura de 37 °C. Apds a incubacgao, as
placas foram centrifugadas a 3.000rpm por 3 min. Aliquotas de 100 uL de cada
sobrenadante foram transferidas para os pocos de uma placa de 96 pogos de fundo
chato (Kasvi, Brasil) e foi realizada leitura espectrofotométrica a 405 nm em leitora de
microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). Utilizou-se 100 pL da
suspensao de eritrécitos a 1% (v/v) incubada com 100 yL de Triton X-100 1% (v/v)
como referéncia de 100% de hemolise e 100 yL de suspensao de eritrocitos a 1% (v/v)
incubada com 100 pL de tampé&o-salina como referéncia de 0% de hemdlise.

(A405peptideo — A405tampio)
X
(4405triton — A405tampao)

Hemolitico (%) = 100

Utilizando o programa GraphPad Prism v.5.04, foi possivel calcular as
concentragdes capazes de promover 50% de hemolise e obter o grafico resultante do
experimento.

Todo procedimento adotado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.
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4.9. Ensaio High Content Screening (SARS-CoV-2/Vero cells)

4.9.1. Preparacao dos compostos

Os peptideos foram dissolvidos em PBS 1X estéril, em uma concentragao inicial
de 120 uM. Antes de realizar o tratamento das células, os peptideos foram diluidos
em série (1:1) em PBS 1X, em uma placa de 384 pogcos. Em seguida, 10 uL de cada
poco foram transferidos para as placas de ensaio, tendo, portanto, um fator de diluigao
final de 6x. Os peptideos foram testados em concentracdo-resposta, sendo 20 uM a
primeira concentragéo testada. O ensaio foi realizado em duplicata. Como controle,

foi utilizada cloroquina.

4.9.2. Descrigao do ensaio

Células Vero CCL-81 foram plaqueadas em placas de 384 pogos. Apds 24
horas, as células receberam os compostos conforme indicado acima e em seguida o
virus foi adicionado em uma multiplicidade de ensaio (MOI) de 0,1 particulas virais por
célula. A concentracdo final de DMSO nas placas de ensaio foi 0,5% (v/v). Apds
33 horas de ensaio SARS-CoV-2, as placas foram fixadas, a imunofluorescéncia foi
realizada com soro de pacientes de covid-19 foi feita e as imagens foram adquiridas

e analisadas pelo equipamento de HCS Operetta.

4.10. Determinacao da atividade antiproliferativa de células de mamiferos

Para a avaliagdo da atividade antiproliferativa foram utilizadas as linhagens
celulares de carcinoma cervical imortalizadas HeLa (ATCC CCL-2), bem como
queratinécito normal adulto HaCaT (CVCL_0038). As células foram cultivadas
utilizando o meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) com suplementagao
de 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético, ambas linhagens foram mantidas em
estufa a 37°C e 5% de CO2. Para manutencao das garrafas de cultura celular, os
meios eram trocados a cada 48 horas até atingirem um estado de confluéncias para
realizacao dos experimentos.

Apés o periodo de incubacao as células foram adicionadas em placas de 96
pogos com uma densidade de 10x10° células/pogo em seguidas incubadas overnight.
Para o ensaio de atividade antiproliferativa foi-se utilizado aliquotas de 50 uL (na
concentragéo inicial: 256 uM) as amostras foram filtradas em filtros de 0,22 pm (Millex

GV, Millipore, Merck), diluidas em série e misturadas com DMEM 2X. Em seguida, as
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células foram incubadas por 24 h a 37 °C, apds o periodo de tratamento as células
foram novamente incubadas por 3 h com 15 yL de MTT (5 mg/mL em PBS, pH 7,4)
com 135 pL de meio DMEM 1X completo para formagao de cristais de formazam.
Os cristais de formazam foram solubilizados em 100 yL de DMSO e as placas foram
lidas a 595 nm em leitora de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose,
CA).

4.11. Ativagao de neutréfilos

4.11.1. Coleta de sangue

As células foram obtidas de doadores masculinos higidos, com idades entre 18
e 38 anos, os quais assinaram o termo de consentimento informando que atendem os
critérios de elegibilidade: ndo fumantes; sem condigbes cronicas de saude; sem
histérico de condigbes inflamatodrias nos ultimos 14 dias. A coleta de sangue foi
realizada por puncdo venosa periférica com seringa de 10 mL previamente
heparinizada com 0,3 mL de heparina (5000 |U/mL). Protocolo seguido conforme
descrito por LUZ et al., 2023. Todo o procedimento adotado foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da

Universidade de Brasilia.

4.12. Separacgao de neutroéfilos

Os polimorfonucleares foram isolados por meio da centrifugacao de gradiente
de densidade seguido por lise de hemacias residuais por hipotonicidade do meio.
Ao final das hemodlises, obteve-se pureza e viabilidade >97%. Protocolo seguido

conforme descrito por LUZ et al., 2023.

4.13. Anadlise de ativagao de neutréfilo por citometria de fluxo

Para realizacdo dos testes de citometria de neutréfilos as amostras foram
ressuspensas em 100 vezes o volume do CIM, no caso foram escolhidos os CIMs de
8 UM para o peptideo Bc77(K), 4 uM para o anélogo 1 e 2 uM para o analogo 2.
As células foram separadas por gradiente de densidade de Percoll com concentragdes
de 60% e 70%, em seguida foram lavadas 2 vezes para retirada do Percoll da amostra
e hemodlise para retirada das hemacias residuais. As células foram ajustadas para
6.667 cell/uL e aliquotas contendo 91 uL foram separadas para analise de citometria,

em seguida foi adicionada 0,91 uL de solugéo contendo fMLP (N-Formilmetionil-leucil-
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fenilalanina), apds a adi¢ao os tubos foram incubados por 1 h a 37°C. Ao término da
incubacdo as amostras foram centrifugadas 1.600 rpm por 5 min a 19°C, o
sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas duas vezes com 500 uL de
PBS gelado. As amostras foram observadas com equipamento BD FACSVerse™ Cell
Analyzer (BD Biosciences), os parametros escolhidos formam 10.000 eventos com
flow rate médio, os canais escolhidos FSC 240, SSC 340 e FITC 260, inicialmente foi
escolhido um grafico de densidade para escolher a melhor range de células, e as

amostras foram analisadas.

4.14. Determinacgao de quimiotaxia de neutrofilos em tempo real

Os ensaios de deteccao da quimiotaxia de neutrdfilos foi realizado utilizando-se
o sistema de analise celular em tempo real (RTCA) que detecta a diminuicdo da
impedancia, para a realizacdo deste ensaio foi utilizado o equipamento xCELLigence
RTCA-DP (ACEA Biosciences Inc.) acoplado nas placas de invasdo e migragao
celular (CIM-Plate 16; ACEA Biosciences Inc., San Diego, CA). Para a obteng¢ao dos
neutrdfilos foi-se utilizado a mesma metodologia ja supracitado, para determinagéo da
migracao dos neutrofilos foi padronizado a dose de 8 uM para o peptideo Bc77(K),
4 uM para o analogo 1 e 2 yM para o analogo 2, como quimiotatico positivo foi utilizado
fMLP (N-Formilmetionil- eucil-fenilalanina) e para controle negativo foi utilizado HBSS
(Hank's Balanced Salt Solution). A placa foi montada com a camara inferior contendo
160 pL de amostra, fMLP 100 nM (controle positivo) e HBSS (controle negativo) todo
ensaio foi realizado em duplicata. Em seguida, a camara superior foi travada com a
parte inferior onde foi acrescentado 25 uL de HBSS em todos os pogos, e incubada a
temperatura ambiente por 60 minutos, antes dos neutréfilos serem adicionados, apés
o0 periodo de incubacdo aliquotas de 60 uL de células contendo 6.667 cell/uL
suspensas foram adicionadas na parte superior da placa. A analise foi programada
para medicdo do indice celular a cada 60 segundos durante 3 horas, as aquisi¢des
dos dados de indice celular (IC) foram obtidas e analisadas com auxilio do software
XxCELLigence RTCA (ACEA Biociéncias).

De acordo com a tabela 1, a solugao quimiotatica foi colocada na camara
inferior e a suspensao de células foi colocada na camara superior. Segue abaixo
descricdo das condicdes e das camaras. O simbolo “>”, neste contexto, pode ser

interpretado como “migrando para”.
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Tabela 1. Condigdes do ensaio de migragéo celular por andlise de células em tempo real
(RTCA).

Condicao Camara inferior Camara superior
Suspensao de células > HBSS Solugao de HBSS Suspensao de células
Suspensao de células > fMLP Solucéao de fMLP Suspensao de células
Suspensao de células > Peptideo Solucao de Peptideo Suspensao de células
Suspensio de células + Suspenséo de células +
Solugéo de fTMLP
Peptideo>fMLP Peptideo

Suspensao de células +
fMLP>Peptideo

Solugéo de Peptideo Suspenséo de células + fMLP

4.15. Dicroismo circular

A analise de estruturas secundarias foi estimada por dicroismo circular (DC),
utilizando-se o espectropolarimetro Jasco, modelo J-815 (Jasco instrumentos, Jap&o)
equipado com sistema de controle de temperatura Peltier, conectado a uma bomba de
agua (Instrumentos analiticos, Japdo). Os espectros dicroicos foram obtidos
utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, na faixa de comprimento de onda
distantes da luz UV (190 — 260 nm) com intervalos de 0,2 nm, taxa de escaneamento
de 100 nm/min, tempo de resposta de 0,5 segundos e largura da banda de 0,85 nm,
na temperatura de 25 °C. Os resultados foram analisados no software Spectra
Manager Il

A partir de solugdes peptidicas a 50 yM em agua e a 50 yM em dodecilsulfato
de sodio (SDS, Amershan Biosciences) a 35 mM, foram gerados os espectros
dicréicos em agua e em SDS do peptideo Bc77(K) e os 5 analogos. As elipticidades
observadas foram convertidas em elipticidade molar utilizando a seguinte equagéo:
(6] = (6x100x M)

(Cx¥txn)

Onde 6 é a elipticidade em graus, £ € o comprimento do caminho éptico em
cm, C é aconcentracdo em mg/mL, M é a massa molecular e n € o numero de residuos
existentes na proteina. A elipticidade molar média [0] € dada em grau.cm?.dmol-'.

Os percentuais de helicidade foram calculados a partir das elipticidades molares
a 208 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analogos do PAM Bc77(K) de Boana crepitans

No presente trabalho, foram avaliadas as propriedades antimicrobianas,
antivirais, antitumorais e citoliticas de cinco analogos derivados do PAM Bc¢77(K) cuja
sequéncia primaria € "FLGAILPALAGAIGSLIK'®. CONHz, previamente identificado por
MARQUEZ (2016) em seu trabalho de doutoramento. Tais analogos foram
denominados pelos respectivos numeros arabicos conforme foram sendo propostos,
com suas modificagdes visando aumentar a cationicidade e sua interacdo com as
membranas bacterianas. Por questdes de protecdo da propriedade intelectual, a
estratégia racional voltada ao desenho dos analogos e suas estruturas primarias nao
serdo apresentadas no presente estudo. Ao longo do trabalho, serdo utilizadas as
seguintes denominagdes: peptideo selvagem sera nomeado Bc77(K), os analogos
propostos por MARQUEZ (2016) e avaliados no presente estudo seréo referenciados

como analogos 1 e 2 e os demais analogos serao denominados analogos 3, 4 e 5.

5.2. Analises por dicroismo circular (DC)

A composicao de elementos de estrutura secundaria dos peptideos Bc77(K) e
dos analogos 1 a 5 foi avaliada por dicroismo circular (DC). Os ensaios foram
realizados em uma cubeta de 0,1 cm e os peptideos Bc77(K), (0,38 mg/mL), analogo
1 (0,34 mg/mL), analogo 2 (0,27 mg/mL), analogo 3 (0,28 mg/mL), analogo 4 (0,34
mg/mL) e analogo 5 (0,38 mg/mL) foram preparados em agua milli-Q e na presenca
do surfactante aniénico, dodecilsulfato de sodio (SDS), a 35 mM (m/v) e temperatura
de 25°C.

As analises experimentais por dicroismo circular permitiram investigar os
elementos de estrutura secundaria presentes nos peptideos em estudo. Os espectros
dicroicos indicam que todos os peptideos adotam conformacado em a-hélice quando
na presenca de SDS. No entanto, quando diluidos em agua Milli-Q, sua estruturagao
torna-se desordenada. Essas caracteristicas similares podem estar relacionadas com
suas estruturas primarias semelhantes.

Os perfis do espectro dicroico do peptideo Bc77(K) e dos analogos 1 a 5 obtidos
em agua a 25°C apresentaram uma banda dicroica negativa em 200 nm,
correspondendo a moléculas com estrutura secundaria do tipo desordenada em

solugdo aquosa (Figura 13). Entretanto, na presenca de surfactantes, como dodecil



56

sulfato de sédio (SDS) ou trifluoretanol (TFE), alguns peptideos tendem a se estruturar,
assumindo majoritariamente uma conformacdo em a-hélice, com sinal dicroico
negativo nas regides de 208 nm e 222 nm e positivo na regido de 190 nm (KRITTANAI
e JOHNSON, 2000). Para os peptideos em estudo, os espectros dicroicos obtidos na
presenga de SDS (35 uM) mostraram deslocamento da banda dicroica negativa de
200 nm, para as regides de 208 nm e 222 nm, com valores de [B]208nm variando entre
-4.000 e -12.000 grau.cm?/dmol, e uma banda dicroica positiva acentuada em 190 nm
(Figura 13, A-F). Esses resultados indicam que, na presenca de SDS, os peptideos
assumiram uma conformagéo de estrutura secundaria majoritaria em a-hélice, com
maior estruturagdo observada para o analogo 1 (Figura 13, B) e analogo 3 (Figura 13,
D).
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Figura 13. Espectros dicroicos na regido distante da UV de peptideos em agua (linha sdélida)
e SDS 35 mM (linha pontilhada). (A) B¢c77(K), (B) analogo 1, (C) analogo 2, (D) analogo 3, (E)
analogo 4 e (F) analogo 5.

A helicicidade do peptideo Bc77(K) e dos analogos 1 a 5 foi calculada
considerando o valor da elipticidade molar a A20s nm na presenga de SDS 35 mM
(Tabela 2). O percentual calculado para os peptideos analisados por DC evidenciou
que os analogos 1 e 3 apresentaram maior percentual de a-hélice, destacando-se o
peptideo analogo 3, com percentual de a-hélice em 47,8% na presenga de SDS,
conforme mostrado na Tabela 3. Estes resultados sugerem que os analogos 1 e 3
apresentam maior potencial para estruturacdo em modelos de membranas.

Tabela 2. Helicicidade calculada dos peptideos Bc77(K) e de seus analogos na presencga de
SDS (35 mM) a 25 °C.

a-Hélice (%)

Peptideos SDS

Bc77(K) 23,0
Analogo 1 41,5
Analogo 2 27,2
Analogo 3 47,8
Analogo 4 20,9

Analogo 5 32,1
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5.3. Efeitos antimicrobianos sobre bactérias Gram-negativas linhagem

padrao

Foram realizados ensaios para avaliagcdo da capacidade antimicrobiana do
PAM Bc77(K) e seus analogos sobre linhagens padrao de bactérias Gram-negativas
sendo elas Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Stenotrophomonas maltophilia
(ATCC 17666), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC
25922) e Escherichia coli (ATCC 35218), obtendo os resultados apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Efeitos antimicrobianos do peptideo Bc77(K) e de seus analogos sobre
microrganismos Gram-negativos de linhagem padrao.

Microrganismo Bc77(K) Anadlogo1 Anadlogo2 Anadlogo3 Andlogo4 Analogo 5

Klebsiella
pneumoniae >128 uM >128 uM 32 uM >128 uM >128 uM >128 uM
(ATCC 700603)
Stenotrophomonas
maltophilia >128 uM >128 uM 64 uM NT NT NT
(ATCC 17666)
Pseudomonas
aeruginosa >128 uM >128 uM 64 uM >128 uM >128 uM >128 uM
(ATCC27853)
Escherichia coli
(ATCC 25922)
Escherichia coli
(ATCC35218)

NT: ndo testado

64 uM 128 uM 2 uM >128 uM >128 uM >128 uM

128 uM >128 uM 2 uM >128 M >128 M >128 uM

Das linhagens avaliadas por MARQUEZ, 2016, acerca do peptideo Bc77(K), as
linhagens de Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) e Escherichia coli (ATCC 25922)
nao apresentaram sensibilidade a nenhuma concentragéo testada.

Realizando o ensaio com Escherichia coli (ATCC 25922) visualizou-se a
reducao de 1 CIM e uma leve atividade quando testado frente a linhagem Escherichia
coli (ATCC 35218) somente na maior concentracdo. Contudo ao analisarmos as
demais linhagens de bactérias Gram-negativas, ndo obtivemos sensibilidade, mesmo

nas maiores concentragdes testadas.
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Analisando o desempenho dos analogos, o analogo 1 obteve uma leve agao
frente a linhagem Escherichia coli (ATCC 25922), porém quando comparada com o
peptideo Bc77(K) observa-se que houve um aumento da CIM, entretanto o analogo 2
apresentou redugédo de 1 CIM para as linhagens de Stenotrophomonas maltophilia
(ATCC 17666) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), diminuigao de 2 CIMs para
a linhagem de Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), e ainda apresentou diminuigéo
de 7 CIMs para as linhagens Escherichia coli (ATCC 25922) e Escherichia coli (ATCC
35218). Os analogos 3, 4 e 5, ndo apresentaram nenhuma atividade mesmo nas

maiores concentragdes testadas.

5.4. Efeitos antimicrobianos sobre bactérias Gram-positivas linhagem

padrao

Foram realizados ensaios para avaliagdo da capacidade antimicrobiana do
peptideo Bc77(K) e seus analogos sobre linhagens padrao de bactérias sendo elas
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus aureus (ATCC 1026), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e
Streptococcus agalactiae (cepa clinica) obtendo os resultados apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Efeitos antimicrobianos do peptideo selvagem Bc77(K) e de seus cinco analogos
sobre microrganismos Gram positivos de linhagem padrao.

Microrganismo  Bc77(K) Analogo1 Andlogo 2 Andlogo3 Andlogo4 Andlogo 5

Staphylococcus
aureus 4 uM 2 uM 2 uM >128 uM NT NT
(ATCC29213)
Staphylococcus
aureus 32 uM 128 uM 32 uM >128 uM >128 uM >128 uM
(ATCC25923)
Staphylococcus
aureus 32 uM 128 uM 8 uM >128 uM >128 uM >128 uM
(ATCC1026)
Enterococcus
faecalis 128 uM >128 uM 128 uM NT NT NT
(ATCC29212)
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Streptococcus
agalactiae 32 uM 32 uM 32 uM NT NT NT
(cepa clinica)

NT: ndo testado

Das linhagens avaliadas por MARQUEZ, 2016, apenas a Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram sensiveis ao
peptideo Bc77(K) na concentragéo de 32 uM, contudo neste estudo observou-se uma
CIM para Enterococcus faecalis (ATCC 29212) diferente da encontrada, sendo a CIM
apresentando uma leve atividade em sua maior concentragido. Entretanto ao testar-se
o peptideo frente a outras linhagens puderam-se observar redu¢do de 3 CIM para as
linhagens Streptococcus agalactiae (cepa clinica), Staphylococcus aureus (ATCC
1026), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e ao analisarmos o peptideo frente a
linhagem de Staphylococcus aureus (ATCC 29213) observa-se uma diminui¢ao de 6
CIM.

Analisando o desempenho dos analogos, o analogo 1 exibiu auséncia de
atividade frente a linhagem de Enterococcus faecalis (ATCC 29212), uma leve
atividade frente as linhagens Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus
aureus (ATCC 1026) mesmo em sua maior concentragao testada, para a linhagem de
Streptococcus agalactiae (cepa clinica) obteve-se uma redugéo de 3 CIM. Contudo
sua melhor atividade demonstra-se frente a linhagem de Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) onde observa-se uma diminuicao de 7 CIM. O analogo 2 demonstra
atividades diferentes do anterior iniciando com uma discreta atividade frente a
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), quando avalia-se com as linhagens
Streptococcus agalactiae (cepa clinica) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
visualiza-se uma diminuicado de 3 CIM, quando avaliado contra Staphylococcus aureus
(ATCC 1026) evidencia-se uma diminui¢cao de 5 CIM, e sua melhor atividade frente as
linhagens de bactérias Gram-positivas se mostra na linhagem de Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) onde observa-se a diminuigao de 7 CIM.

Os analogos 3, 4 e 5, ndo apresentaram nenhuma atividade mesmo nas

maiores concentracdes testadas.
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5.5. Efeitos antimicrobianos sobre bactérias multirresistentes

Foram realizados ensaios para avaliagdo da capacidade antimicrobiana do
peptideo Bc77(K) e trés de seus analogos sobre linhagens multirresistentes sendo
elas Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemases (KPC), Pseudomonas aeruginosa resistente aos
carbapenens (cepa clinica) e Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenens

(cepa clinica) obtendo os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Efeitos antimicrobianos do peptideo selvagem Bc77(K) e de seus analogos sobre
microrganismos multiressistentes.

Microrganismo  Bc77(K) Anadlogo1 Andlogo 2 Anéalogo 3

Staphylococcus
aureus
resistente a
meticilina 4 uM 2 uM 2uM >128 uM
(MRSA) cepa
clinica
Klebsiella
pneumoniae
resistente aos
128 uM >128 uM 8 uM >128 uM
carbapenens
(KPC) cepa
clinica
Pseudomonas
aeruginosa
resistente aos >128 uM >128 uM >128 uM >128 uM
carbapenens
(cepa clinica)
Acinetobacter
baumannii
resistente aos 64 uM 16 uM 2uM 64 uM

carbapanens

(cepa clinica)

Analisando o desempenho de todos os peptideos frente a linhagem bacteriana
de Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenens (cepa clinica) visualizou-se

que nenhum demonstrou atividade.
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Ao analisarmos contra a linhagem de Klebsiella pneumoniae resistente aos
carbapenens (KPC) cepa clinica, o peptideo Bc77(K) obteve uma discreta atividade,
porém o analogo 2 demonstrou-se ser mais ativo atingindo uma reducéo de 5 CIM.
Os analogos 1 e 3 ndo apresentaram atividade.

Quando considerada a atividade frente ao Acinetobacter baumannii resistente
aos carbapenens (cepa clinica), observa-se uma atividade nos peptideos Bc77(K) e
analogo 3 com diminuicdo de 1 CIM, quando observamos o analogo 1 vé-se
diminuicdo de 3 CIM, e a melhor atividade foi observada no analogo 2 com uma
reducao de 7 CIM.

Ao avaliar a unica linhagem resistente de bactérias Gram-positiva
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) visualizamos que o analogo 3
nao teve nenhuma atividade, o peptideo Bc77(K) teve uma atividade consideravel com
reducao de 6 CIM, porém os analogos 1 e 2 tiveram um desempenho ainda melhor

com reducgao de 7 CIM.

5.6. Efeitos antimicrobianos sobre fungos de linhagem padrao

Foram realizados ensaios para avaliagcdo da capacidade antiproliferativa do
peptideo Bc77(K) e seus analogos sobre linhagem padrao de Candida albicans (ATCC

14053) obtendo os resultados apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Efeitos antimicrobianos do peptideo selvagem Bc77(K) e de seus cinco analogos sobre a
levedura Candida albicans.

Microrganismo  Bc77(K) Analogo1 Andlogo2 Andlogo3 Anadlogo4 Andlogo 5
Candida
albicans 32 uM >128 uM 2 uM 32 uM >128 uM >128 uM
(ATCC14053)

Analisando o desempenho dos analogos, conseguiu-se uma diminuigao de 2
CIM com os peptideos Bc77(K) e analogo 3, contudo a melhor atividade foi com o
analogo 2 onde apresentou reducgao de 7 CIM, os analogos 1, 4 e 5 ndo apresentaram

atividade.
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5.7. Compilacao dos resultados dos ensaios antimicrobianos

Compilado de todas as tabelas para melhor compreensao e comparagao entre

os resultados das atividades antiproliferativas sobre microrganismos, apresentado na
tabela 7.

Tabela 7. Compilado de todos os ensaios antimicrobianos realizados.

-/ ______________cMpm |
PAMs Kp Sm Pa Ec Ec35 Sa29 Sa25 Sa1l0 Ef Sa MRSA KPC PMDR AMDR Ca
Bc77(K) >128 >128 >128 64 128 4 32 32 128 32 4 128 >128 64 32
Analogo1 >128 >128 >128 128 >128 2 128 128 >128 32 2 >128 >128 16 >128
Analogo2 32 64 64 2 2 2 32 8 128 32 2 8 >128 2 2
Analogo3 >128 NT >128 >128 >128 >128 >128 >128 NT NT >128 >128 >128 64 32
Analogo4 >128 NT >128 >128 >128 NT >128 >128 NT NT NT NT NT NT >128
Analogo5 >128 NT >128 >128 >128 NT >128 >128 NT NT NT NT NT NT >128

CIM = Concentragéo inibitéria minima; PAMs = Peptideos antimicrobianos; Kp = Klebsiella
pneumoniae (ATCC700603); Stenotrophomonas maltophilia (ATCC17666); Pa = Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853); Ec = Escherichia coli (ATCC25922); Ec35 = Escherichia coli (ATCC35218);
Sa29 = Staphylococcus aureus (ATCC29213); Sa25 = Staphylococcus aureus (ATCC25923); Sa10 =
Staphylococcus aureus (ATCC1026); Ef = Enterococcus faecalis (ATCC29212); Sa = Streptococcus
agalactiae (cepa clinica); MRSA = Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA); KPC =
Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemases (KPC) cepa clinica; PMDR = Pseudomonas
aeruginosa resistente aos carbapenens (cepa clinica); AMDR = Acinetobacter baumannii resistente aos

carbapenens (cepa clinica); Ca = Candida albicans (ATCC14053); NT = nao testado.

5.8. Ensaio High Content Screening (SARS-CoV-2/Vero cells)

A atividade antiviral das amostras foi avaliada pela determinagcdo do numero
total de células e o numero total de células infectadas onde a reducido de células
infectadas corresponde ao percentual de atividade antiviral do composto. A partir dos
controles infectado e nao infectado, a atividade de cada um dos compostos foi

normalizada, assim como a taxa de sobrevivéncia celular, apresentado na Tabela 8.

Tabela 8. Resumo dos resultados dos efeitos dos peptideos sobre SARS-CoV-2.

Atividade
Maxima (%)
Cloroquina <0,10 60,04 >600,4 95

Composto ECso (uM) CCso (uM) SI (uM)



Bc77(K)
Analogo 1
Analogo 2
Analogo 3
Analogo 4
Analogo 5

ND: indica que o valor nao foi passivel de determinagao para o parametro avaliado.

2,54
ND
>20,00
ND
ND
ND

1,26

0,26

0,29
>20,00
>20,00
>20,00

0,5
ND
0,0
ND
ND
ND

61

-13
10
-17
-11
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Valor ECso: concentragdo da amostra que causa uma redugdo de 50% na infecgdo viral, em

comparagado com controles infectados.

Valor CC50: concentragdo da amostra que causa uma reducéo de 50% na sobrevivéncia celular, em

comparagado com controles infectados.

SI: indice de Seletividade é a relagdo entre CCso e ECso (CCso/ECso). E uma estimativa da seletividade

do composto em relagédo ao virus.

Atividade Maxima: E a inibicdo maxima da infecgéo observada para uma amostra, em comparagédo com

os controles.
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As curvas de viabilidade celular e de atividade antiviral estdo apresentadas na

figura 14.
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Figura 14. Efeitos da cloroquina (controle positivo), do Bc77(K) e de seus anéalogos 1, 2, 3, 4
e 5 sobre a proliferagdo de células (linha vermelha) e do virus Sars-cov-2 (linha preta). O eixo
X representa a concentragdo do peptideo, em escala logaritmica. O eixo Y da esquerda
mostra a atividade viral normalizada (em relagdo aos controles) e o da direita a citotoxicidade.

De maneira geral, o peptideo Bc77(K) e seus analogos ndo exibiram efeitos
antivirais relevantes, seja por se mostrarem citotoxicos sobre as células hospedeiras
(células Vero) no caso do peptideo selvagem e dos analogos 1 e 2, seja pela auséncia
de efeitos sobre a multiplicagao do virus, caso dos analogos 3, 4 e 5.

O coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2) utiliza
varias proteases do hospedeiro para clivar a proteina spike (S) para entrar nas células
do hospedeiro. A proteina S do SARS-CoV-2 é clivada em subunidades S1 e S2 pela
furina, que esta intimamente envolvida na patogenicidade do SARS-CoV-2.
Geralmente, o SARS-CoV-2 do tipo selvagem entra nas células Vero pela rota de

endocitose dependente de CTSL. Foi relatado que o SARS-CoV-2 adaptado as
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células VeroE6 usa CTSL de forma relativamente mais eficaz do que outras proteases
(MINAMI et al., 2024).

Devido ao papel essencial da proteina S em infec¢des virais, as vacinas tém
como alvo apenas a proteina S (por exemplo, vacinas de mRNA e vetor viral) sdo
eficazes e amplamente utilizadas. No entanto, a proteina S é frequentemente mutada
para escapar de anticorpos neutralizantes. A imunizagdo com a vacina atual pode nao
proteger contra a infecgdo pelas variantes emergentes do SARS-CoV-2 (MINAMI et
al., 2024).

Desde o surgimento da COVID-19, esforgos tém sido direcionados a busca por
agentes terapéuticos eficazes. Peptideos antimicrobianos secretados por anuros tém
se destacado como candidatos promissores devido ao seu potencial antiviral. Estudos
in silico indicaram que peptideos das familias Caerinas, Dermaseptinas e Magaininas
possuem potencial atividade antiviral contra o SARS-CoV-2, principalmente por
impedir a entrada do virus nas células hospedeiras. Magaininas atuariam bloqueando
a ligacéo ao receptor ACE-2; Dermaseptinas, impedindo o acoplamento da proteina
spike; e Caerinas, reduzindo a fusédo viral. Embora promissores, esses peptideos
ainda necessitam de validagdo experimental. Outras familias, como Brevininss e
Temporinas, também podem ser exploradas como candidatas a antivirais contra o
SARS-CoV-2 (DE AMARAL & IENES-LIMA, 2022).

Pandemias causadas por virus respiratorios representam sérios desafios a
saude publica. Diante da eficacia limitada de vacinas e antivirais atuais, ha
necessidade urgente de novos farmacos de amplo espectro. Diante desse cenario, foi
avaliada a atividade antiviral do peptideo Hylin-a1, secretado pela ra Boana
albopunctata. O PAM Hylin-a1 demonstrou potente efeito inibitorio contra diversos
virus envelopados respiratorios, incluindo SARS-CoV-2, HCoV-229E, virus do
sarampo, parainfluenza tipo 3 e influenza H1N1. No entanto, n&o foi eficaz contra o
coxsackievirus B3, que ndo possui envelope. Este estudo demonstrou que o peptideo
Hylin-a1 atua como um inibidor amplo de infec¢des virais respiratérias humanas. Sua
agao antiviral é direcionada de forma inespecifica ao envelope viral, provavelmente
devido a interagdo entre suas cargas positivas e os fosfolipideos anibnicos da
membrana viral, resultando em danos estruturais. Hylin-a1 também apresentou efeito
bactericida contra S. aureus, sugerindo um mecanismo semelhante baseado na
destruicdo da membrana. Além disso, o peptideo interferiu na infecgdo por virus

sincicial respiratério (RSV) ao reduzir drasticamente os niveis da proteina de fuséo
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(F), indicando que sua atividade antiviral pode combinar acédo inespecifica na

membrana com interacao especifica em proteinas virais (CHIANESE et al., 2023).

5.9. Efeito hemolitico

A capacidade em induzir hemdlise do peptideo Bc77(K) e dos analogos 1,2 e 3
foram avaliadas em um pool de eritrécitos (Figura 15). Alteragcdes na estrutura dos
peptideos visando reduzir a hidrofobicidade podem acarretar produtos com atividade
antimicrobiana melhorada ou mantida, com perda ou reduc¢ao da atividade hemolitica.

Os efeitos hemoliticos do peptideo Bc77(K) e dos analogos 1, 2 e 3 estéo
apresentados na figura 15, A-D.
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Figura 15. Atividade hemolitica dos peptideos A) Bc77(K), B) Analogo1, C) Analogo 2 e D)
Analogo 3.
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Ao analisarmos os graficos observa-se que o peptideo Bc77(K) tem uma
atividade proxima a descrita por MARQUEZ (2016) que evidenciou atividade até a
concentracdo de 79,4 uM, onde nas maiores concentracbes observa-se atividade
hemolitica, que sofre redugdo a medida em que a concentracdo do peptideo é
diminuida. No presente estudo evidenciamos uma redugao significativa a partir da
concentracdo de 64 uM. Os analogos 1 e 2 exibiram atividade hemolitica bem
relevante, sendo que mesmo em baixas concentracdes se mostraram capazes de lisar
os eritrécitos. O analogo 3 nao apresentou atividade significativa mesmo nas maiores
concentracgdes testadas.

A atividade hemolitica € uma singularidade que limita o uso sistémico de um
peptideo antimicrobiano. Logo, com o intuito de que os peptideos possam se constituir
em uma nova opgao terapéutica aos antibidticos classicos e convencionais,
modificagdes estruturais em peptideos devem ser realizadas, gerando produtos mais
seguros e eficientes.

O ensaio hemolitico foi realizado somente com o peptideo selvagem Bc77(K) e
com os analogos 1, 2 e 3 pelo fato de serem os Unicos a apresentarem atividade nos
ensaios antibacterianos. Como os analogos 4 e 5 ndo demonstraram atividades nos
ensaios prévios, decidiu-se por ndo progredir com a avaliacdo de seus efeitos nos

demais ensaios realizados.

5.10. Determinacdao da atividade antiproliferativa sobre linhagens

celulares de mamiferos

A atividade antiproliferativa dos PAMs em estudo foi avaliada em linhagens
celulares de cancer HeLa (ATCC CCL-2, cancer cervical humano) e linhagem néo-
tumoral HaCAT (CVCL_0038, queratindcitos imortalizados humanos) empregando o
ensaio com MTT.

O peptideo Bc77(K) e os analogos 1 e 2 se mostraram ativos em linhagens de
células cancerosas HeLa e em células normais da linhagem HaCaT, evidenciando
assim sua baixa seletividade. O analogo 3 nao apresentou atividade, conforme
demostrado na figura 16.



71

150 1504 150 150
9 = £ ’ 9
z‘; BciT(K) ‘-’: Analogo 1 °: Andlogo 2 =:- Andlogo 3
2 100 2 1004 2 100 < 100
5 8 2 8
@ [} o [}
2 - 2 ]
B 50 8 504 2 s E 50
8 8 2 8
= = s >
0 o T T T T 1 0+ T T ¥ T 1 y Y Y Y .
0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 0.0 0.5 1.0 15 20 25 0.0 0.5 10 15 20 25 0.0 05 10 15 20 25
A Log (conc.) pM B Log (conc.) pM C Log (conc.) uM D Log (conc.) uM
150 150+ 150 150+
= BeT7(K) < Andlogo 1 < Andlogo 2 < Andlogo 3
e b R I e S
] 3 . 3
S 3 3 3
-] L) o @
b= o b=
5 s0d S s0q E 50 8 s0q
5 =} =} ¥
] s ] ]
> -] - =
0 T T T T 1 T T T I_. u - T T T T 1 o T T T T 1
00 05 1.0 1.5 20 25 00 05 10 15 20 25 00 05 10 15 20 25 0.0 05 10 15 20 25
E Log (conc. ) M F Log (conc.) uM G Log (conc.) pM H Log (conc.) uM

Figura 16. Atividade antiproliferativa sobre células HaCat e HelLa na presenca do peptideo
Bc77(K) e dos analogos 1, 2 e 3.

Testes de viabilidade mostraram diminuigdes relevantes nos valores de ICso:
quando comparados a linhagem tumoral frente a ndo tumoral como evidenciado na
figura 17, A e E, sendo que em A) HaCaT 25,5 uM e E) 24,68 uM, contudo a
seletividade foi baixa, com uma melhor agdo frente a célula cancerosa (Figura 17, A e
E).
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Figura 17. Atividade antiproliferativa sobre células HaCaT (A) e HelLa (E) na presenga do
peptideo Bc77(K).

O analogo 1 demonstrou uma melhora nos valores de ICso de B) 10,2 uM e F)
8,75 uM, para as linhagens de HaCaT e Hela, ao ser comparado aos do peptideo

Bc77(K), respectivamente (Figura 18, B e F).
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Figura 18. Atividade antiproliferativa sobre células HaCaT (B) e HelLa (F) na presenga do
analogo 1.

O analogo 2 demonstrou ganho de poténcia, quando comparado ao peptideo
Bc77(K), exibindo valores de ICso menores para todas as células testadas: C) 4,7 uM e

G) 3,7 UM, para as células HaCaT e Hela, respectivamente (Figura 19, C e G)
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Figura 19. Atividade antiproliferativa sobre células HaCaT (B) e HelLa (F) na presenca do
analogo 2.

O analogo 3 ndo demonstrou atividade em ambas as linhagens D) >128uM e

H) >128uM, para as células HaCaT e Hela, respectivamente (Figura 20, D e H).



73

150

| Andlogo 3
1004

c T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

Viabilidade celular [%)

D Log (conc.) uM
150+
= Andlogo 3
£ 1oof—1—
&
@
=
2 50
B
g
>
0 T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 20 25
H Log (conc.) pM

Figura 20. Atividade antiproliferativa sobre células HaCaT (B) e HelLa (F) na presenga do
analogo 3.

Embora a atividade antitumoral in vitro do peptideo Bc77(K) e dos analogos
1 e 2 avaliados neste estudo ndo tenham sido seletivas em relacdo as células
saudaveis usadas como referéncia, esses peptideos e seus derivados sao
interessantes para o desenvolvimento de medicamentos anticancer. No entanto, é
crucial considerar as limitagdes dos testes realizados em condigdes in vitro e por
periodos curtos, ja que os efeitos bioldgicos in vivo de um agente anticancer podem
nao ser comparaveis aos observados in vitro, pois esses testes ndo conseguem
replicar satisfatoriamente a complexidade do efeito no paciente (REIMANN &
SCHIMTT, 2007).

5.11. Inibigcao da formagao do biofilme

Os ensaios de inibicdo de biofilme foram realizados com os peptideos Bc77(K),
analogo 1 e analogo 2. Os efeitos de inibicdo para formacgdo de biofiimes dos
peptideos estdo representados na figura 21, A-C, sendo que os resultados obtidos

demonstram uma atividade acentuada.
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Figura 21. Inibicdo da formag&o do biofilme promovida pelo peptideo Bc77(K) (A) e analogos 1 (B) e
2 (C).

Os efeitos de inibicdo para formacdo de biofilmes pelo peptideo Bc77(K)
demonstrou uma atividade acentuada conseguindo impedir a formagéo de biofilme
mesmo nas menores concentragdes empregadas.

Ao analisarmos o analogo 1, obteve-se uma reposta ainda mais exacerbada
demonstrando atividade marcante mesmo na concentragao de 0,39 uM.

Ao analisarmos o analogo 2, obteve-se uma reposta mais moderada em
comparagao com os demais.

Os peptideos antibiofilmes podem dificultar ou inibir a aderéncia dos biofilmes
a superficies. Abordagens envolvendo a combinagao de compostos tém se mostrado
eficiente em inibir ou erradicar biofilmes de cepas bacterianas resistentes. Estudos
envolvendo a combinagao da lisostafina com o antibiético oxacilina, por exemplo,
resultou no aumento da sensibilidade bacteriana ao antibiético (HOIBY et al., 2011).

O ensaio para inibicao da formacao do biofilme foi realizado somente com o
peptideo selvagem Bc77(K) e com os analogos 1 e 2 por terem sido os unicos a

apresentar atividade nos ensaios antibacterianos contra Staphylococcus aureus.
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5.12. Ensaio de destruicio de biofilme pré-formado (redugao de

biomassa)

O ensaio de redugdo de biomassa consiste na destruigdo do biofilme
previamente formado seguido a mesma metodologia aplicada acima, entretanto os
PAMs nao sao adicionados a microplaca, permitindo o pleno crescimento do biofilme
em todos os pocgos inoculados. Os efeitos do ensaio de destruicdo de biofilme pré-
formado (reducado de biomassa) dos peptideos estdo representados na figura 22, A-C.

Os resultados obtidos demonstram uma atividade acentuada de redugao da biomassa.
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Figura 22. Destrui¢do de biofilme pré-formado (redugédo de biomassa) do peptideo Bc77(K)
(A) e dos analogos 1 (B) e 2 (C).

Ao analisarmos os efeitos do peptideo Bc77(K), observa-se que, mesmo em
concentragdes baixas, foi capaz de reduzir o biofilme pré-formado eliminando assim

grande quantidade de biomassa.
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Ao analisarmos os analogos 1 e 2, na concentragcéo de 2 uM foram capazes de
reduzir o biofilme pré-formado, eliminando assim grande quantidade de biomassa,
sendo que o analogo 1 demonstrou uma redugcdo mais acentuada.

Patégenos microbianos formam biofiimes e produzem diversos fatores que
aumentam sua viruléncia, resultando em infecgdes duradouras nos hospedeiros.
Um biofilme € um agrupamento de células microbianas que se fixam a superficies,
sejam elas biolégicas ou nao, e sao envolvidas por substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que eles mesmos produzem, compostas por DNA extracelular
(eDNA), polissacarideos e proteinas. Essa formagédo de biofiime é o principal
mecanismo que confere resisténcia a agentes antimicrobianos, contribuindo para altas
taxas de morbidade e mortalidade em decorréncia de doencgas infecciosas. Biofilmes
podem se desenvolver em superficies de células hospedeiras e em diversos
dispositivos médicos, como valvulas cardiacas artificiais, cateteres venosos centrais,
lentes de contato, cateteres urinarios e dispositivos intrauterinos. A presenca de
biofiilmes nas células hospedeiras resulta em infecgdes crénicas, especialmente
quando esses dispositivos médicos sao utilizados. Além disso, o tratamento das
infecgdes relacionadas a biofilmes gera custos elevados (JEONG et al., 2024).

Existem exemplos de peptideos antibiofilme na literatura evidenciando o
potencial terapéutico dessa classe de moléculas. Em um estudo recente, o peptideo
Pep 6, do néctar do tabaco, serviu como base para o desenho racional de novos
PAMSs, resultando em quatro candidatos: KF19, KF16, LK16 e LR16. Desses, apenas
KF19 e LR16 apresentaram potente atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, com baixos valores de CIM e baixa hemodlise. Ambos atuam na membrana
bacteriana e eliminaram as bactérias em até 2 horas. Destacadamente, os dois
peptideos foram eficazes na destruicdo de biofilmes de S. aureus, demonstrando forte
potencial terapéutico (ISMAEL et al., 2025).

O peptideo GHaR4G7R, derivado de Temporin-GHa da ra Hylarana guentheri,
demonstrou potentes propriedades biolégicas contra Cutibacterium acnes, principal
causador da acne vulgar. In vitro, apresentou MIC e MBC de 3,1 yM, atuando por lise
da membrana bacteriana e com baixa tendéncia a indugdo de resisténcia.
Destacadamente, GHaR4G7R inibiu a formagdo de biofilmes iniciais e eliminou
biofilmes maduros, reduzindo a sintese de exopolissacarideos. Além disso, mostrou

efeito anti-inflamatoério em células HaCaT e em modelo animal, por meio da modulagao
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da via TLR2/NF-kB/MAPK. Esses resultados sugerem seu potencial como agente
terapéutico inovador para o tratamento da acne vulgar (ZHAO et al., 2025).

Infecgbes em feridas agudas e crénicas associadas a biofiimes e patégenos
resistentes representam um grande desafio clinico. O peptideo antimicrobiano
D-Bac8c2,5 Leu destacou-se pela potente atividade contra biofiilmes mono e
polimicrobianos de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Em testes in
vitro, promoveu reducdo de 2 a 3 logs na carga bacteriana e demonstrou eficacia em
modelos estaticos e dinamicos. Apresentou baixa citotoxicidade em células humanas
e, quando incorporado em hidrogel de metilcelulose, permitiu liberacdo sustentada e
maior atividade antimicrobiana. O hidrogel com o peptideo também foi eficaz na
destruicdo de biofilmes ja formados, mostrando alto potencial terapéutico
(SHAHROUR et al., 2025).

5.13. Ativagcao dos neutroéfilos

ApoOs o isolamento, as concentragdes celulares foram ajustadas e as células
foram ativadas de acordo com o delineamento experimental. Para cada condigao
celular, a concentracdo final foi de 6600 células/uL. Ja a concentragao final do
mediador fMLP foi de 100 nmol/L. Todos os experimentos seguiram estas

concentragoes.

5.14 Determinacao da acao ativadora de neutréfilos via producao de

espécies reativas de oxigénio (EROs)

As concentragoes finais de 8 uM, 4 uM e 2 uM, estabelecidas para os peptideos
Bc77(K), andlogo 1 e analogo 2, respectivamente, foram determinadas mediante
ajuste metodoldgico decorrente da elevada citotoxicidade observada no ensaio
preliminar de triagem. Nesta etapa exploratéria, as concentragdes iniciais de 64 uM,
32 uM e 16 uM (para Bc77(K), analogo 1 e analogo 2, respectivamente) induziram
efeito letal sobre a populagédo de neutréfilos, comprometendo a viabilidade celular e
inviabilizando a aquisigao de dados. Ajustando o protocolo experimental por meio de
trés diluicdes sequenciais, visando reduzir a atividade citotoxica dos peptideos e

mantendo assim a viabilidade das células durante o ensaio para obtencao dos dados.
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Para avaliar se os peptideos estudados induzem a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em neutrdfilos, foi empregada citometria de fluxo com um
total de 10.000 eventos com flow rate médio. O ensaio foi realizado apds o tratamento
dos neutréfilos com os peptideos por 1 hora, onde o peptideo Bc77(K) e os analogos
1 e 2 foram testados nas concentragcbes de 8 uM, 4 uM e 2 pM, respectivamente.
Pbde-se observar que os peptideos ndo induziram a produgcdo de EROs neste teste

em especifico.

5.15 Ensaio de migracao por analise de células em tempo real (RTCA)

Para os ensaios de quimiotaxia de neutrdfilos foi empregado o sistema de RTCA
(Real Time Cell Analyzer), com placa de invasao celular e migracdo, como descrito
por (CANO et al., 2016). O ensaio € baseado na aplicagdo de uma corrente elétrica
baixa entre dois eletrodos e quando ocorre a migragao das ceélulas da parte superior
para a parte inferior, devido a atracdo do quimioatraente, as células se acumulam na
pelicula de ouro ocasionando o isolamento da corrente elétrica, podendo assim se
determinar aimpedancia global induzidas pelo depédsito de células em tempo real como
o indice celular (IC) (Xi et al., 2008; CANO et al., 2016).

Os ensaios foram realizados em duas condigdes diferentes para cada peptideo,
sendo estes o peptideo Bc77(K), analogo 1 e analogo 2, sempre nas concentragdes
de 8 uM, 4 uM e 2 uM, respectivamente. A primeira condicdo apresentava o peptideo
antimicrobiano na camara inferior e apenas neutréfilos na camara superior, para
avaliar a agao quimiotatica dos peptideos estudados. Ja a segunda condigao
apresentava fMLP na camara inferior e neutréfilos com peptideos na camara superior,
para avaliagao da eficacia de inibicdo ou dupla ativacao por parte das amostras sobre

os neutrdfilos.

O peptideo Bc77(K) demonstrou ser quimiotatico quando isolado e foi capaz de
interferir com a migragao induzida por fMLP (Figura 23), assim como o analogo 1
(Figura 24). O analogo 2 nao exibiu atividade quimiotatica, nem foi capaz de interferir

com a capacidade de induzir migracéo pelo fMLP (Figuras 25).
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Figura 23. Avaliagdo da migracéo de neutréfilos humanos na presenga ou nio do peptideo Bc77(K).
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Figura 24. Avaliagdo da migracéo de neutrdfilos humanos na presenga ou n&o do analogo 1.
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Figura 25. Avaliagdo da migrac&o de neutréfilos humanos na presenga ou nZo do analogo 2.
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6. CONCLUSAO

As analises de dicroismo circular na presenga de SDS indicaram formacgao de
a-hélice para todos os peptideos.

O peptideo Bc77(K) apresentou uma atividade consideravel frente as linhagens
de bactérias Gram-positivas Saphylococcus aureus (ATCC 29213) e contra a
linhagem multirresistente e discreta contra Acinetobacter baumannii resistente as
carbapenens.

O analogo 1 apresentou uma atividade consideravel frente as linhagens de
bactérias Gram-positivas Saphylococcus aureus (ATCC 29213) e contra a linhagem
multirresistente e boa contra Acinetobacter baumannii resistente as carbapenens.

O analogo 2 apresentou atividade excelente frente as linhagens de bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas e contra linhagens multirresistentes, assim como,
frente ao fungo leveduriforme C. albicans.

O anadlogo 3 apresentou uma atividade discreta frente a linhagem
multirresistente de Acinetobacter baumannii resistente as carbapenens e ligeiramente
melhor frente ao fungo leveduriforme C. albicans (ATCC 14053).

Os analogos 4 e 5 ndo apresentaram atividades frente as linhagens microbianas
testadas.

No teste antiviral frente ao SARS-CoV-2, o peptideo Bc77(K) e os analogos nao
demonstraram atividade, mesmo o peptideo Bc77(K) e o analogo 2 tendo uma
porcentagem de atividade maxima, ndo exibiram seletividade frente ao virus.

No ensaio frente a células cancerosas e nao-tumorais, o peptideo Bc77(K) e os
analogos 1 e 2 nao resultaram em uma boa seletividade frente as linhagens celulares.

O peptideo Bc77(K) apresentou um grau hemolitico aceitavel, porém os
analogos 1 e 2 foram extremamentes hemoliticos frente a eritrocitos humanos, sendo
que o analogo 3 nao exibiu atividade hemolitica em nenhuma das concentragdes
empregadas.

No ensaio de biofilme, o peptideo Bc77(K) e os analogos 1 e 2 obtiveram uma
reducdo boa frente a formacgao do biofilme bacteriano, com concentracdes baixas e
eficazes.

No ensaio de biomassa apés o biofilme ja formado, o peptideo Bc77(K) e os
analogos 1 e 2 promoveram uma reducgao consideravel frente a destruicao do biofilme

bacteriano ja estabelecido, mesmo em baixas concentragoes.
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No ensaio sobre migragao de neutréfilos, o peptideo Bc77(K) e o analogo 1
exibiram atividade quimitatica, ja o analogo 2 nao estimulou quimiotaxia dos
neutrofilos.

Em sintese, os resultados obtidos indicam um potencial terapéutico e sanitario
promissor para as moléculas estudadas. Os analogos 1 e 2 demonstraram-se
candidatos viaveis para aplicagao em tratamentos sistémicos. Embora apresentem
valores baixos de concentragao inibitéria minima (CIM) acompanhados de elevada
atividade hemolitica, esse fator ndo inviabiliza seu uso in vivo, considerando a
possibilidade de otimizagdo por meio de modificagbes estruturais, encapsulamento
em nanoparticulas ou combinagdo com outras moléculas e antimicrobianos ja
disponiveis, o que pode atenuar seus efeitos adversos. Além disso, sua utilizacdo em
formulacbes tépicas de liberagcdo controlada, como pomadas, adesivos e géis,
representa uma estratégia viavel. Também se projeta a aplicagado desses peptideos
em superficies bioldgicas e inertes, incluindo dentes, lesbes cutaneas, cicatrizes,
materiais cirurgicos, maganetas e equipamentos hospitalares, visando desinfec¢ao ou
mesmo esterilizagcdo, conforme o tipo de substrato. A associacdo com substancias
degermantes e o controle do tempo de exposigcdo podem ampliar significativamente a

eficacia dessas aplicagdes.
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7. PERSPECTIVAS

1. Avaliar a concentragao bactericida minima (CBM);

2. Avaliar o potencial terapéutico dos peptideos antimicrobianos
estudados em comparacgao aos antibiéticos disponiveis;

3. Avaliar os possiveis efeitos combinado dos peptideos selvagens e
analogos, utilizando-se antibidticos comerciais;

4. Avaliar o potencial antiparasitario dos peptideos estudados no presente
trabalho sobre protozoarios de interesse meédico e veterinario, como
Leishmania sp., Trypanosoma cruzi € Plasmodium falciparum;

5. Avaliar o potencial antiviral dos peptideos estudados no presente
trabalho sobre arbovirus emergentes como os virus da febre
Chikungunya, da febre amarela, da dengue e Zika virus;

6. Avaliar os efeitos citoliticos sobre lipossomas;

7. Avaliar os efeitos sobre a permeabilidade da membrana de bactérias
Gram-negativas;

8. Avaliar os efeitos sobre a despolarizacdo da membrana de bactérias;

9. Avaliar a produgdo de espécies reativas de oxigénio sobre as
membranas das bactérias com a utilizagao de estudos oximétricos e/ou

ensaios colorimétricos.
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