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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (AMPs), assim como outras classes de moléculas
membrano-ativas, podem ser explorados para o desenho racional de farmacos devido
sua afinidade diferencial por membranas microbianas. Estes peptideos, apos
protedlise, podem liberar outros agentes farmacologicamente ativos. Em trabalhos
anteriores do grupo, foi conceitualizado um peptideo chamado CHIM2; uma quimera
peptidica composta por Hs02, o qual € membrano-ativo;, um sitio de hidrolise
enzimatica para enzimas do tipo tripsina; e uma porcéo agonista de receptores de
peptideos formilados do tipo 2 (FPR2). Com base em CHIM2 foi desenhado um novo
peptideo chamado CHIM3, sendo acrescido a este uma sequéncia consenso para
reconhecimento proteolitico pela enzima Spase | bacteriana. A Spase | é uma
protease aderida a membrana de bactérias Gram-positivas e -negativas e que €
fundamental a exportacdo de proteinas para o meio extracelular, com capacidade de
reconhecer e hidrolisar sitios A-X-A em proteinas. O CHIM3 foi sintetizado
quimicamente por sintese em fase sélida, purificado por cromatografia liquida (CLAE)
e sua estrutura foi determinada por espectrometria de massa (MS). Sua atividade
como agente antimicrobiano direto foi determinada pela concentracdo inibitoria
minima, e, além disso, foram feitos ensaios de hidrélise apdés incubacdo com
Escherichia coli e Staphylococcus aureus com posterior avaliacdo de fragmentos de
CHIM3 por LC-MS. Os dados demonstram que CHIM3 apresenta atividade
antimicrobiana potente contra 0os microrganismos testados. ApGs incubacdo com
bactérias, CHIM3 sofreu uma intensa atividade proteolitica, especialmente pela
bactéria E. coli. Observou-se protedlise no segmento desenhado para ser
reconhecido pela Spase | em ambas as bactérias e verificou-se também a liberacao
do segmento agonista de FPR2. A sintese de uma estrutura aprimorada do CHIM3
com N-metil tirosina no segmento agonista de FPR2 foi feita (CHIM3Y-(NMe)). Esta
modificacdo resultou em concentracfes significativamente maiores da porcao
agonista de FPR2 advinda do peptideo modificado. O agonista de FPR2 modificado
apresentou ainda baixa toxicidade para macréfago murinos e foi capaz de induzir a

liberacdo de TNF-a neste modelo celular, tornando o peptideo CHIM3Y-(NMe) uma
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molécula multifuncional, antimicrobiana e imunomodulatéria, a ser considerada

futuramente para o tratamento de infecgdes bacterianas.

Palavras chaves: Peptideo Antimicrobianos (AMPS); Interacdo peptideo-membrana;
Spase |; Protedlise; Imunomodulador; Peptideo metilado; FPR2; Imunomodulador.
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ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs), as well as other classes of membrane-active
molecules, can be explored for the rational design of drugs due to their differential
affinity for microbial membranes, which, after proteolysis, can release other
pharmacologically active agents. In previous work, a peptide called CHIM2; a
peptide chimera composed of Hs02, which is membrane-active; an enzymatic
hydrolysis site for trypsin-like enzymes; and an agonist moiety of formylated
peptide receptors type 2 (FPR2) were conceptualized. Based on CHIMZ2, a peptide
called CHIM3 was designed, adding to it a consensus sequence for proteolytic
recognition by the bacterial enzyme Spase I. Spase | is a protease adhered to the
membrane of Gram-positive and -negative bacteria and it is essential for the export
of proteins to the extracellular environment. This protease hydrolyzes A-X-A sites
in exported proteins. CHIM3 was chemically synthesized by solid phase synthesis,
purified by liquid chromatography (HPLC) and evaluated by mass spectrometry
(MS). Its activity as a direct antimicrobial agent was determined by the minimum
inhibitory concentration, and, in addition, hydrolysis assays were performed after
incubation with Escherichia coli and Staphylococcus aureus with further evaluation
of hydrolysis products by LC-MS. The data demonstrate that CHIM3 has potent
antimicrobial activity against the microorganisms tested. After incubation with
bacteria, CHIM3 underwent intense proteolytic activity, especially by the bacterium
E. coli. Proteolysis was observed in the segment designed to be recognized by
Spase | in both bacteria and the release of the FPR2 agonist segment was also
observed. The synthesis of an improved structure of CHIM3 with N-methyl tyrosine
in the FPR2 agonist segment was performed (CHIM3Y-(NMe)). This modification
resulted in significantly higher concentrations of the FPR2 agonist portion arising
from the modified peptide. The modified FPR2 agonist also showed low toxicity for
murine macrophages and was able to induce the release of TNF-a in this cellular
model, making the CHIM3Y-(NMe) peptide a multifunctional, antimicrobial and
immunomodulatory molecule, to be considered in the future for treatment. of

bacterial infections.

Key words: Antimicrobial Peptides (AMPSs); Peptide-membrane interaction; Spase I;

proteolysis; Immunomodulator.
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1. Introducéo Teorica

1.1 Peptideos Multifuncionais

Os peptideos multifuncionais compreendem uma classe de estruturas que
carregam a capacidade de desenvolver algumas funcdes diferentes?. Dentre esses
peptideos, pode-se destacar os peptideos quiméricos (CHIM)?. Esses peptideos
apresentam uma sequéncia carreadora ou membrano-ativa (1), sequéncia assim
chamada por apresentar a capacidade de interagir e acumular seletivamente em
membranas bacterianas (células procariéticas) e ainda uma sequéncia peptidica que
pode atuar como um quimioatrator do sistema imunoldgico (3). Este altimo, liberado
in situ por acao de proteases no meio da infecgéo, quando reconhecem e hidrolisam
uma regido racionalizada para sofrer tal acédo (2)2. Esse conjunto de sequéncias,
racionalizada de forma estratégica, compdem um peptideo multifuncional ou

guimérico (figura 1).

(1) (2) (3)
Sequéncia Sequéncia de Sequéncia com
N-terminal—  (Carreadora |— Reconhecimento Atividade — C-terminal
/Membrano-ativo) de Proteases Imunomoduladora

Figura 1: Estrutura de um peptideo quimérico formada por trés segmentos: (1)
Sequéncia Membrano-ativo/carreadora; (2) Regido projetada para ser
reconhecida por proteases; (3) Sequéncia com capacidade quimioatratora do

sistema imunoldgico.

Evidente que, para o correto entendimento de como os peptideos quiméricos
funcionam, é necessario entender como cada segmento funciona, tendo como otica
0 meio biolégico, partindo das caracteristicas e propriedades das membranas
procariontes e como se da a capacidade de acumulo, proteases expressas por
bactérias e a resposta imunolégica gerada por reconhecimento de estruturas

peptidicas.



1.2 Células procariontes

Os procariotos, grupo no qual se insere o reino Eubacteria, sdo formados por
células pequenas e estruturalmente simples se comparadas as células eucarioticas,
gue sdo maiores e apresentam estruturas citoplasmaticas envoltas em membrana, as
organelas. As células bacterianas sdo envoltas em uma estrutura de parede celular,
gue é formada por peptideo-glicanos, com o papel de conferir rigidez e forca estrutural
a célula. Juntamente com a parede celular, essas células apresentam uma membrana
citoplasmatica que separa o meio intracelular do ambiente extracelular que, apesar
de fornecer pouca forca estrutural contra a lise osmética (extravasamento do material
citoplasmatico para o meio extracelular), tem um importante papel de permeabilidade
seletiva, que é essencial na viabilidade celular. Caso essa membrana e/ou a parede
celular seja comprometida, a integridade celular como um todo é comprometida,
podendo ocorrer a lise celular, inutilizando a célula. A composicdo dessas membranas
apresenta caracteristicas especificas, o que também € um ponto de diferenciacao
para as células eucaridticas normais, como por exemplo a carga elétrica liquida,

permeabilidade e forga estrutural®.

1.2.1 Composicdo quimica das membranas celulares bacterianas

As membranas bacterianas sdo formadas por uma bicamada composta por
fosfolipidios anfifilicos, onde as porgdes hidrofobicas dessas estruturas (formadas por
hidrocarbonetos) estdo internalizadas e as por¢gBes hidrofilicas, contendo o
grupamento fosfato, estdo voltadas para o meio intracelular e extracelular (regides
interfaciais). Esses fosfolipidios anfifiicos, na maioria dos casos, sao
glicerofosfolipidios, constituidos por dois acidos graxos, uma porcéo de glicerol e uma
porc¢ao fosfato e um grupo cabeca variavel, como por exemplo a fosfatidiletanolamina
(PE), fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL), lisil-fosfatidilglicerol (LPG),
fosfatidilnositol (PI), acido fosfatidico (PA), e fosfatidilserina (PS), entre outros
fosfolipideos de membrana livres de fésforo como os fosfolipideos de ornitina®.

Apesar de toda essa variedade, cada espécie de bactéria apresenta uma

composicdo especifica de fosfolipidios de membrana, que ainda podem variar



dependendo do meio em que se encontram. Entretanto, destaca-se o fato de a
maioria delas apresentar em sua composicao a fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina
como fosfolipidios neutros e fosfatidilglicerol, cardiolipina e fosfatidilserina como
fosfolipidios aniénicos. Um exemplo € a Escherichia coli (E. coli), uma bactéria Gram-
negativa que tem sido usada como modelo de estudo para os fosfolipideos de
membrana. A E. coli apresenta em sua membrana trés principais tipos de fosfolipidios:
PE (~75%), PG (~20%) e CL (~5%), além de lipopolissacarideos (LPS), os quais sao
estruturas que apresentam uma cadeia lipidica ligada covalentemente a um
polissacarideo. Outro exemplo é a Staphylococcus aureus (S. aureus), uma bactéria
Gram-positiva, que apresenta em sua membrana os fosfolipidios PG (~50%), CL
(~1%) e LPG (~10%)°, entre outros componentes, como diacilglicerol (~20%),
diglucosildiacilglicerol (~7%) e &cido lipoteitdico — LTA (~5%)°.

Uma vez que o fosfolipidio PE € zwitteridnico e os fosfolipidios PG e CL séo
aniénicos (Figura 2), as membranas bacterianas apresentam carga liquida negativa.
Essa caracteristica também difere das membranas eucaritticas, que sdo formadas
predominantemente por fosfolipidios neutros ou isoeletrénicos, a excec¢éo das células
tumorais, que apresentam maior exposicao de fosfolipideos de carga negativa em sua
monocamada externa, mais precisamente, PS’ 8. Essa é uma particularidade que
pode ser usada na elaboracao de farmacos mais seletivos ou como um objetivo direto,
explorando essa diferenciacdo para o tratamento de uma variedade de infecdes,
como as que sdo causadas pelas bactérias S. aureus, E. coli > °.

Estudos como os feitos por Suman Halder® e colaboradores mostram uma
relacdo entre a particularidade da carga liquida negativa das membranas bacterianas,
mudancas no potencial Zeta e a permeabilidade da superficie celular, utilizando como
referéncia as bactérias E. colie S. aureus. O potencial Zeta é uma medida de
magnitude de forcas de repulsdo ou atracao eletrostatica entre cargas de particulas,
sendo um dos parametros que se pode utilizar como métrica® 7. Esse potencial Zeta
pode ser usado como um marcador para se ter uma avaliacdo de danos a membrana,

com o objetivo de prever uma alteragio na viabilidade celular® 1,



Figura 2: Estrutura dos principais fosfolipidios formadores da membrana de E. coli e
S. aureus em pH neutro. A) fosfatidiletanolamina (isoeletrénica). B) fosfatidilglicerol
(aniénica) C) Cardiolipina (anidnica). Como a fosfatidiletanolamina € zwitteribnica e
os fosfolipideos fostatidilglicerol e a cardiolipina sdo aniénicos, as membranas com

essa composicéo de fosfolipideos apresentam carga liquida negativa®.

1.3 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, ou seja, apresenta uma bicamada
fosfolipidica, uma regido interfacial contendo parede celular, chamada de periplasma,
e, mais externamente, outra bicamada fosfolipidica, como mostrado na Figura 3!2. As
bactérias desse género sao ndo formadoras de esporos e podem se movimentar por
flagelos peritriquios. Sao quase onipresentes no trato intestinal humano, mesmo
representando uma pequena fragao da microbiota intestinal, vivendo nesse ambiente,

de maneira geral, sem comprometer a saude humana.


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/escherichia

Lipopolissacarideos

Bicamadalipidica

Peptideoglicanos

Periplasma

Membrana
Celular

Gram-positiva Citoplasma Gram-negativa

Figura 3: Representacao das diferencas estruturais do envelope celular de bactérias
Gram-positivas (& esquerda) e de Gram-negativas (a direita). A) Bicamada
fosfolipidica na parte inferior seguida de uma estrutura de peptideoglicanos (parede
celular). IMP=proteina integral de membrana. CAP=proteina ligada covalentemente.
LTA=4cido lipoteicéico. B) Bicamada fosfolipidica na parte inferior seguida de uma
regido de periplasma, peptideoglicanos da parede celular e outra bicamada
fosfolipidica. LP=lipoproteina. = OMP=proteina de membrana externa.

LPS=lipopolissacarideos (Figura modificada da ref. 7)2.

A E. coli que apresenta tracos de viruléncia é capaz de causar uma variedade de
doencas por diversos mecanismos como a sepse do trato urinario, meningite neonatal
e abcessos em varios sistemas no organismo. A E. coli também esta relacionada a
enterite aguda e a colite hemorragica, doenca conhecida como diarreia de sangue®®.

A viruléncia dessas bactérias, ou seja, a capacidade de se multiplicarem em um
organismo e provocarem a doenca, depende diretamente de alguns fatores como o

sistema de sinalizacgéo entre elas!® 4,



1.4 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, ou seja, apresenta uma
regido de bicamada lipidica e, acima, uma espessa parede celular, como pode ser
observado na Figura 3. Essas bactérias se caracterizam por cocos individuais que se
dividem em mais de um plano para a formagdo de agrupamentos. Atualmente,
existem mais de trinta espécies e oito subespécies do género Staphylococcus, entre
as mais estudadas e caracterizadas estdo a S. aureus e a epidermidis.

Os Staphylococcus sao aerébios facultativos ndo moveis, que crescem por
respiracdo aerdbica ou fermentacdo, com uma relativa exigéncia nutricional. S&o
resistentes a altas temperaturas e a ambientes com alta concentracdo de sal. Essas
bactérias colonizam com sucesso aproximadamente 30% da populacdo humana de
maneira assintomatica, porém, também s&o capazes de causar infecgdes®.

As bactérias patogénicas desse género sdo comumente identificadas pela
capacidade de produzir coagulase, que € uma adesina, ou seja, um processo utilizado
pela bactéria para se aderir nas células e nos tecidos do organismo, sendo esse fator
determinante para a distincdo entre cepas desse género. As bactérias dessa espécie
sdo responsaveis por infeccdes simples que vao desde infec¢des de pele e tecidos
moles, como espinhas, até infecgdes mais invasivas, como pneumonia e meningite.
Isso significa que podem causar infec¢cdes em diferentes locais do corpo, ndo s6 no
ser humano, mas em uma variedade de outros animais vertebrados, como bovinos®.

Um fator que contribui para o sucesso evolutivo desse e de outros patdgenos, €
uma ampla gama de fatores de viruléncia que manipulam a resposta imune inata e
adaptativa do hospedeiro. Muitos desses fatores estdo relacionados ao suporte

enzimatico secretado por essas e outras espécies de bactéria.

1.5 Proteases expressas por Escherichia coli e Staphylococcus aureus e
seus fatores de patogenicidade bacteriana

Todos o0s procariotos patogénicos conhecidos até o presente sdo bactérias.
Atualmente as bactérias sdo as responsaveis por cerca de metade das doencas
humanas. Por exemplo, morrem, anualmente aproximadamente trés milhdes de

pessoas por doencas ou complicacdes causadas por bactérias!”18, Outro fator
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agravante € o fato de algumas doencas bacterianas terem como origem pertinentes
vetores como pulgas, carrapatos e camundongos, além de uma significativa parte da
populacdo mundial ndo ter acesso a saneamento ou estruturas de saude basicas,
contribuindo a agravar o numero de infeccbes. O quadro geral se torna ainda mais
preocupante pelo uso indiscriminado e/ou sem orientagcdo meédica de antibioticos,
gerando cepas cada vez mais resistentes aos compostos utilizados atualmente.

A patogénese bacteriana é 0 processo pelo qual esses microrganismos geram
doencas (o estado doentio pode ser definido como o conjunto de sintomas ou sinais
especificos que afetam um ser vivo alterando seu estado normal de homeostase). Em
geral, as bactérias estabelecem o quadro doentio pela produgdo de toxinas, que
podem ser classificadas como endo ou exotoxinas. Para que isso ocorra é necessario
gue se tenha exposicdo ao microrganismo (que pode ocorrer por diferentes "portas
de entradas" como: mucosas, parental ou outras vias especificas oportunistas),
aderéncia, infeccdo, que é o crescimento do organismo patégeno no hospedeiro, e,
por fim, a doenca, que pode se apresentar como lesdo, dano tecidual ou liberacdo de
toxinas que prejudicam as funcBes ou homeostase do hospedeiro. A viruléncia,
capacidade desses patdgenos de causar a doenca, € resultado das interacdes entre
0s patdgenos e o hospedeiro, e é esse um dos fatores que diferenciam um
microrganismo patogénico de um n&o patogénico'®. E importante ainda ressaltar que,
para um processo de infeccdo ser bem-sucedido, é necessario um namero minimo
de microrganismos invasores (Dlso — Dose Infectante para 50% da populagéo, nUmero
nao absoluto utilizado para comparar a viruléncia de microrganismos), sendo também
um fator que determina a viruléncia bacteriana e que varia de cepa para cepa?.

Muitos fatores de viruléncia aprimoram, direta ou indiretamente, a capacidade de
invasdo, permanéncia no hospedeiro e crescimento, determinando a infeccdo e a
doenca. Um desses fatores € a secre¢cdo de enzimas (proteases) e de outras
oligoproteinas, que podem servir, dentre outros fatores, como sinalizacédo celular e
guorum sensing. Este ultimo, é conhecido como um mecanismo de comunicacao
entre comunidades bacterianas e adaptacéo coletiva em relacédo a densidade celular
e ao seu ambiente imediato?°.

No caso da S. aureus e E. coli, os fatores que determinam a patogenicidade e
condi¢cdes de viruléncia podem manipular as respostas imunes do hospedeiro,
dificultando assim a acao do sistema imune e contribuindo para o escape e instalacéo

da infeccdo?. Diversos desses fatores manipuladores e de escape do sistema imune
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sdo toxinas secretadas, que muitas vezes causam severas inflamacgdes. Esses
fatores podem ser superantigenos causando a morte de células leucocitarias e
cofatores para ativacdo de zimogénios, estes ultimos pro-enzimas. Ainda outro fator
podendo ser as exoenzimas, como as proteases, que clivam e inativam varias
moléculas de defesa e vigilancia imunolégica, como receptores de superficie,
essenciais para a quimiotaxia dos leucdcitos e peptideos antimicrobianos??. Essas
exoenzimas ainda podem originar ruptura de barreiras endoteliais e epiteliais por lise
celular e proteodlise de proteinas de jungdo?.

As bactérias da espécie Staphylococcus aureus secretam mais de 40 exotoxinas,
enzimas que correspondem a cerca de 10% do total de secretoma. Muitas delas tém
semelhancas estruturais, no entanto, apresentando propriedades especiais. Essas
exotoxinas podem ser divididas em trés grupos com base em suas funcdes
conhecidas: citotoxinas, superantigenos e enzimas citotoxicas?.

As citotoxinas, como a a-toxina - uma toxina prototipica formadora de poros (PFT)
-, tém acdo nas membranas das células hospedeiras, podendo resultar em lise celular
guando em contato com receptores, como o0 C5aR1 e C5aR2, e inflamacéo. Ja os
superantigenos, como os superantigenos de células T (Sags), que representam boa
parte do coquetel de exotoxinas secretado pela S. aureus, mediam a producao
massiva de citocinas gerando uma cascata inflamatoéria. As enzimas citotoxicas tém
acao danificando a célula dos mamiferos?.

Além das toxinas supramencionadas, a S. aureus também apresenta uma
significativa soma de outras enzimas, que séo divididas em dois grupos: cofatores
gue ativam zimogénios do hospedeiro e enzimas para a degradacdo de componentes
estruturais (exoenzimas), tendo essa Uultima acdo em diferentes substratos e
mecanismos distintos. Essas exoenzimas tém o papel de degradar moléculas e obter
nutrientes para sua sobrevivéncia e disseminagao.

Entre as enzimas secretadas, estdo as proteases. Essa espécie de bactéria
secreta doze tipos de proteases diferentes conhecidas, divididas em trés classes:
metaloproteases, serino-proteases e cisteina-proteases (reunidas na tabela 1). Em
conjunto, essas proteases tém o papel de obtencdo de nutrientes, disseminacao
bacteriana e evaséo do sistema imune.

As proteases reconhecem residuos de aminoacidos ou uma sequéncia especifica
de residuos de aminoécidos e clivam a ligacéo peptidica proxima. A nomenclatura da

regido de clivagem se da pela posicdo do aminoacido. P1 é o aminoéacido
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imediatamente anterior a ligacao peptidica clivada. O aminoacido P2, o anterior ao P1
e assim por diante. P1’ € o aminoacido imediatamente posterior a ligagao clivada. P2’
€ 0 aminoacido posterior ao P1’ e assim por diante (Figura 4). Cada aminoacido
colocado por “P/P" é reconhecido por um subsitio correspondente no sitio ativo da
protease “S/S’”. Sendo que o aminoacido P1 é reconhecido pelo sitio enzimatico S1

e S1’ reconhece o aminoacido P1’ e assim subsequentemente.

Sitio de clivagem

N terminus ¢ C termnus

PsH PsH P3H P2 P1<Pr<P2{P3HPs

NN AN AN AN
Ss S4 S3 S2 S1 St S S S¢

J

Figura 4: Representacao entre uma protease e um substrato peptidico em um sitio
de reconhecimento catalitico. P1/P1’ representam, respectivamente, os aminoacidos
imediatamente anterior e posterior ao sitio de clivagem (Cleavage site). S1/S1’
representam o0s subsitios correspondentes de reconhecimento enzimatico do

substrato presente no sitio ativo?*.

Tabela 1: Arsenal enzimatico proteolitico excretado pela Staphylococcus aureus
dividido em metaloproteases, serino proteases e cisteino proteases de acordo com
seu método catalitico de protedlise. Essa biblioteca de enzimas pode ter funcbes
como o de obtencdo de nutrientes, sobrevivéncia e disseminagdo (Retirado do:

https://www.brenda-enzymes.orag/. Acesso em 07/04/2022)%%%,
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Enzima

Classe

Regido de Reconhecimento

Aureolisina - EC
3.4.24.29

Metaloprotease

Especificidade de residuo hidrofébico P1

Glutamil
endopeptidase - EC

Serino protease

Clivagem preferencial: Glu-/-, Asp-/-

3.4.21.19
SspA Serino protease (D ou E)-/-C-term
Staphopain A - EC o . i . ) .
Cisteina protease Ampla acdo em proteinas, incluindo elastina.
3.4.22.48
Staphopain B -
EC3.4.22.48 Cisteina protease Ampla acdo em proteinas, incluindo elastina.
PepT* Peptidase ndo especifica Peptidase nédo especifica?®
. Reconhecimento de aminoacidos
SplA* Serino protease . o
hidrofébicos e volumosos
SpIB* Serino protease Trp — Glu — Leu — GIn
SplC* Serino protease Ainda nédo determinado®®
. Reconhecimento de aminoacidos
SplID* Serino protease . o
hidrofébicos e volumosos
SplE* Serino protease Clivagem preferencial: His-/-2326
SplF* Serino protease Ainda ndo determinado?3

* EC nao localizado

As metaloproteases recebem essa denominagdo por apresentarem em seu sitio

ativo um céation metalico, como Zn%* e Co?* 2 (Figura 5 — C), essencial para

estabilizacdo de intermediarios e atividade catalitica. Geralmente, no sitio ativo de

metaloproteases encontra-se um cation bivalente de zinco, coordenado com trés

residuos de histidina ou dois residuos de histidina e mais um residuo acido. Uma

molécula de agua, que é essencial no processo de protedlise, apresenta-se como

mais um ligante coordenando com o zinco e fazendo ligacdo de hidrogénio com um

residuo de glutamato. O residuo de glutamato desprotona a molécula de agua,

tornando-a mais nucleofilica para o ataque a carbonila da ligagéo peptidica, formando

o ion alcodxido que é estabilizado pelo zinco, ocorrendo a hidrélise da ligagéo.
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As serino-proteases sao assim chamadas pois 0 seu sitio catalitico possui um
residuo de serina. Essa classe de proteases pode ser dividida de acordo com a sua
especificidade com seus respectivos substratos, como por exemplo a quimotripsina e
a tripsina. A quimotripsina hidrolisa ligagcbes peptidicas junto a aminoacidos
hidrofébicos como alanina, fenilalanina, triptofano e isoleucina. A tripsina hidrolisa
ligagBes adjacentes a aminoécidos catidnicos, como a arginina e lisina.

As serino-proteases (Figura 5 — a) sdo caracterizadas por uma triade catalitica de
residuos (Ser, His e Asp) que é responsavel pela hidrdlise da ligacdo peptidica. Cada
residuo apresenta um papel importante na atividade proteolitica. Nessa triade, a
histidina, com ajuda do aspartato, desprotona o grupo hidroxila da cadeia lateral do
residuo de serina, tornando-o mais nucleofilico para que ocorra o ataque nucleofilico.

As cisteino-proteases (Figura 5 — b) apresentam um mecanismo semelhante ao
das serino-proteases. No entanto, a sua desprotona¢do ocorre em um grupamento
tiol da cadeia lateral de um residuo de cisteina, tornando assim o enxofre mais

nucleofilico.
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Figura 5: Representacdo dos residuos de aminoacidos responséaveis pela clivagem
de proteinas por serino, cisteino e metalo-proteases. a. Serino proteases usam uma
triade catalitica de Asp, His e Ser localizada no sitio ativo da enzima sendo que cada
residuo apresenta um papel importante na atividade proteolitica. Os residuos de
histidina e aspartato sédo responsaveis pela desprotonacdo do grupo hidroxi,
ocorrendo em seguida o ataque nucleofilico e hidrélise da ligacdo peptidica. b.
Cisteino proteases apresentam um mecanismo semelhante as serino proteases,
ocorrendo a desprotonacdo do grupamento tiol, tornando o enxofre mais nucleofilico,
ocorrendo um ataque a carbonila da ligacdo amidica e sua posterior hidrélise. c. As
metaloproteases usam um metal coordenado no sitio ativo, geralmente zinco. A
coordenacdo com o metal é feita por trés residuos de histidina ou dois residuos de
histidina e mais um residuo acido. Uma molécula de agua, essencial na atividade
catalitica, € um ligante adicional ao zinco e interage por ligagdo hidrogénio com o
glutamato. Este Ultimo desprotona a &gua, ocorrendo o ataque nucleofilico a
carbonila, formando o ion oxénio estabilizado pelo zinco e em seguida ocorrendo a

hidrolise da ligacéo peptidica (Figura modificada da ref. 12)*.

Em bactérias da espécie Escherichia coli, a protease Spase | se mostra uma das
enzimas mais comuns, no entanto uma ampla variedade de outras proteases ja foram

descritas, sendo algumas delas apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Proteases mais comuns produzidas e secretadas por Escherichia coli. Essa
ampla gama de exoenzimas pode ter implicacdes na viruléncia de diferentes cepas e
outras fungcdes como a de obtencdo de nutrientes, sobrevivéncia e disseminacao

(Retirado do: https://www.brenda-enzymes.orag/. Acesso em 07/04/2022)%"

Enzima Classe Regido de Reconhecimento
PepQ - EC 3.4.13.9 Prolina _ ) _
_ Aminoécido N-terminal-/-P
peptidase
_ Residuo P1 entre um par de residuos
DegQ - EC 3.4.21.B50 Serino protease ) .
hidrofobicos
4CHA - EC 3.4.21.1 _ o
Quimotripsina Tyr-/-, Trp-/-, Phe-/-, Leu-/-
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HtrA2 peptidase — EC
3.4.21.108

Serino protease

P1 (residuos alifaticos apolares), Val, lle
e Met. Preferéncia para Arg (P2 e P3),
com uma preferéncia secundéria por

outros residuos hidrofilicos

Omptin - EC 3.4.21.87

Serino protease

Arg na posicao P1 e uma preferéncia um
pouco menos rigorosa por este residuo
na posigao P1’, que também pode
conter Lys, Gly ou Val.

Peptidase DO - EC3.4.21.107

Serino protease

O residuo P1 do sitio de clivagem esta
normalmente entre um par de residuos

hidrofébicos

Caspase-8 - EC 3.4.22.61

Cisteino-

protease

Requisito estrito para Asp na posicéo P1
e tem uma sequéncia de clivagem
preferencial de (Leu/Asp/Val)-Glu-Thr-
Asp-/-(Gly/Ser/Ala)

Papaina - EC 3.4.22.2

Cisteino-

protease

Hidrélise de proteinas com ampla
especificidade para ligaces peptidicas.
Preferéncia por Aminoacido com cadeia

lateral hidrofébica e volumosa na

posicdo P2. Nao aceita Val em P1’

Alanina carboxipeptidase -
EC 3.4.17.6

Metaloprotease

Liberacdo de uma alanina C-terminal

Leucil aminopeptidase - EC
3.4.11.1

Aminopeptidase

Liberacdo de um aminoacido N-terminal,
preferencialmente leucina, mas néo

acidos glutamico ou aspartico.

Citosol Alanil
aminopeptidase - EC
3.4.11.14

Aminopeptidase

Liberagdo de um aminoé&cido N-terminal,
preferencialmente alanina, de uma

ampla gama de peptideos.

Metionina aminopeptidase -
EC 3.4.11.18

Aminopeptidase

Liberagéo de aminoacido N-terminal,

preferencialmente metionina.
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Alanil aminopeptidase de

Liberacdo de aminoacido N-terminal,

preferencialmente alanina podendo ser

membrana - EC3.4.11.2 Aminopeptidase

(liberagdo com cinética lenta)

Pep B, D e P* Aminopeptidase X-Prolina

Pep Q* Aminopeptidase Dipeptideos

Pep T* Aminopeptidase Tripepideos
Metioninaminopeptidase* | Aminopeptidase Metionina

* EC nao localizado

O arsenal total de proteinas da E. coli é bastante fixo e proteinas “anormais”
sofrem rapida digestdo, como proteinas mutantes, que podem apresentar
aminoacidos ndo convencionais ou proteinas mal dobradas. Em situacdes atipicas,
como a superexpressao de proteinas especificas, pode haver um acumulo proteico,
fazendo com que as proteases entrem em acdo e degradem rapidamente esse
excesso de proteinas, gerando uma série de fragmentos. Em outras palavras, quando
se tem um excesso de material proteico, deslocando a estequiometria, a acdo das
proteases produzidas pela E. coli tem como fung&o regular a quantidade de um
mesmo material proteico?’.

As condicdes para a selecdo dos substratos pelas proteases ainda nédo séo
totalmente compreendidas. Nao existe uma caracteristica especifica que faz com que
uma proteina seja classificada como estavel e outro alvo para a degradacédo pelas
proteases, isso indica que uma ampla gama de proteinas poderiam ser alvo de
degradacéo pela E. coli.

Toda essa ampla gama de proteases expressas e secretadas por ambas as
bactérias tém um papel fundamental no escape do sistema imune, sobrevivéncia,

disseminagdo e instalagdo da doenca. Além dessas enzimas secretas, outras

14

outros aminoécidos, incluindo prolina




proteases sao importantes em outras fases do processo de viruléncia, como é o caso

da sinalizacdo (quorum sensing).

1.6 Sinalizacdo e secrecdo de proteinas em Escherichia coli e
Staphylococcus aureus

Das proteinas produzidas pelas bactérias, aproximadamente 30% delas tém
como destino a membrana ou o ambiente externo®®. Um dos mecanismos utilizados
pelas bactérias para que essas proteinas atinjam o meio extracelular € a translocacao
e protedlise de uma sequéncia sinal, que é feita por enzimas especificas aderidas a
membrana e voltadas para a face extracelular. Para tal, primeiramente ocorre a
sintese no citosol de pré-proteinas, que podem ou nao sofrer modificacdes pos-
traducionais®®. Essas pré-proteinas sdo formadas por uma sequéncia curta (parte N-
terminal), a regido do peptideo sinal, que varia de 15 a 30 residuos de aminoacidos,
e tém como destino o meio extracelular, seguida pelo restante da proteina. Quando a
pré-proteina € translocada na membrana, a enzima sinal peptidase (Spase), uma
protease (que sera discutida de maneira aprofundada mais adiante no presente
trabalho) é responsavel pela acéo de protedlise da pré-proteina, separando-a em dois
segmentos: o da pré-proteina e o do peptideo sinal, liberado para o meio
extracelular?®’.

Uma vez fora do citosol, esses peptideos de sinalizacdo podem servir como
“cartdes postais”, ou seja, como uma ferramenta de comunicagao entre as células
bacterianas. Um exemplo desses peptideos sédo os AIPs, sigla em inglés para
peptideo de auto-inducao. Eles sédo parte de um dos circuitos de quorum sensing tanto
de bactérias Gram-positivas, por exemplo a S. aureus, quanto de bactérias Gram-
negativas, por exemplo a E. coli, sendo um fator determinante para o crescimento
bacteriano. Isso significa que a Spase desempenha um papel fundamental na

sinalizac&o e, por consequéncia, na regulagéo da viruléncia das bactérias.?- 3. 31 15

1.7 Sinal-peptidase (Spase)

15



As sinal-peptidases (Spases) ou Peptidases de sinal, ja foram identificadas em
todas as ordens de vida. Nas células eucariéticas as Spases sdo encontradas no
reticulo endoplasmatico (RE), em mitocondrias e em cloroplastos, mas apresentam
um mecanismo diferente das Spases procarioticas. Em células bacterianas, as
Spases sdo proteases ligadas a membrana plasmética e fazem parte do sistema de
secrecdo de proteinas e sinalizacéo celular das bactérias, sendo essenciais para a
manutencdo da viabilidade celular, ja que o impedimento de seu correto
funcionamento é danoso a célula devido ao acumulo de material proteico na
membrana?®.

As Spases bacterianas podem ser classificadas em tipos IV, Il e 1¥2. A Spase
IV esta envolvida na clivagem das pré-pilinas, que séo pré-proteinas que formam as
proteinas pilinas, principais constituintes de algumas estruturas ligadas a membrana
de células procaritdticas. A Spase Il € uma enzima essencial na biossintese de
lipoproteinas, clivando peptideos de sinalizacdo apenas de lipoproteinas. Ja a Spase
do tipo I, o0 mais comum encontrado na maioria das células bacterianas, é uma
endopeptidase importante no processo de quorum sensing (QS).%! Faz parte dos
grupos das serino-proteases, chamadas assim por conta de seu mecanismo de
protedlise que envolve a diade catalitica Serino-Lisina (o que difere das células
eucaritticas que utilizam a triade catalitica serina-histidina-asparagina), que sera
discutido mais adiante no presente trabalho®. No entanto, para que a Spase |
promova a protedlise, € necessario que as proteinas produzidas pela bactéria no

citoplasma cheguem até ela por meio de translocacéo pela membrana®.

1.7.1 Formas de translocacdo de pré-proteinas e secrecdo que
demandam a atividade proteolitica da Spase | em bactérias

A Spase | tem como principal funcdo clivar pré-proteinas, gerando, apos a
clivagem, uma proteina madura. Esta é entdo secretada pela bactéria, ou seja, o
papel dessa peptidase de sinal in vivo, como ja mencionado no presente trabalho, &
o de liberar proteinas translocadas pela membrana para que atinjam seus alvos
celulares ou extracelulares corretos, atuando assim como “cartdes postais” para a

comunicacio entre as bactérias®.
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Tal translocacéo é geralmente feita por duas vias: Sec (Processo Secretor
Geral) e Tat (Translocacdo de Arginina Gémea). Esses mecanismos atuam em
conjunto para apoiar a translocacdo e em seguida a proteodlise das pré-proteinas. O
processo de secrecédo de pré-proteinas dependente de Sec é uma via de translocacao
pos-traducional, ou seja, é feito apds o peptideo ser completamente sintetizado no
ribossomo da célula. Nessa via, as pré-proteinas sao ligadas ainda no citosol em Sec-
A ou Sec-B (Figura 6 — A)*®, onde, nesse segundo caso, presente apenas em Gram-
negativas, o complexo [Sec-B-Pré-proteina], formado apos a ligacao do Sec-B com a
pré-proteina, transfere-a ao Sec-A. Em seguida, a Sec-A ligada a pré-proteina liga-se
ao canal de translocacédo SecYEG tendo um gasto de energia na forma de ATP para
translocar a pré-proteina. Uma vez translocada, para que ndo ocorra 0 processo no
caminho inverso, de imediato a Spase | cliva a pré-proteina e a proteina madura é
liberada no meio fora do citosol e em seguida sofre seu dobramento®.

O processo de translocacao via Tat (Figura 6 — B)* € uma via de translocac&o
de proteinas ja totalmente dobradas. Nesse caso, ocorre a ligacdo da pré-proteina
enovelada ao complexo TatBC e essa ligacdo recruta o TatA formando entdo o
complexo TatA translocador. A pré-proteina € translocada para o periplasma, mas
com o peptideo sinal mantendo-se ainda na membrana, onde estudos indicam que a
interacdo com a membrana estabilizaria o peptideo para entédo facilitar a protedlise.
Estudos mais recentes também indicam o transporte via Twin-Arginina® via
translocacdo Tat, que também é uma via de translocacdo de proteinas ja

enoveladas®.
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Figura 6: Esquema geral das vias de translocacdo de pré-proteinas e secrecdo que
demandam a atividade proteolitica da Spase |. A) Via de translocacdo Sec. O
transporte e reconhecimento da pré-proteina pode ser feito via duas maneiras: pela
SecA ou SecB. O complexo SecA transporta a pré-proteina diretamente para o
translocador SecYEG. A segunda alternativa é o reconhecimento e formacado do
complexo [SecB-pré-proteina]. O SecB transfere a pré-proteina para o SecA que
entdo é reconhecido pelo translocador SecYEG. O Translocador transfere a pré-
proteina para o meio fora do citosol com gasto de energia. Uma vez translocado a
protease Spase | cliva a pré-proteina liberando para o meio extracelular e proteina
madura que entdo se enovela. B) A segunda via a translocacéo das pré-proteinas se
da via TatA. Essa via transloca pré-proteinas ja enoveladas. O reconhecimento da
pré-proteina pelo TatBC recruta o segmento TatA para a translocacdo que entao
transfere a pré-proteina para o periplasma com o peptideo sinal ainda mantendo-se
preso a membrana, a Spase | reconhece o sitio de protedlise, cliva e libera no meio

extracelular a proteina madura (Figura retirada da ref. 27)%.

18



Em seguida da translocacao pela membrana, ocorre o reconhecimento pela Spase
| do sitio de protedlise e liberacdo da proteina madura no meio fora do citosol. No
entanto, evidéncias corroboram com o fato de a Spase | clivar proteinas que chegam

por qualquer via, desde que haja reconhecimento estrutural do sitio de protedlise.

1.7.2 Peptidase | (Spase |) presentes nas células procariontes: Estrutura
e propriedades.

Algumas espécies de bactérias possuem apenas um tipo de Spase |, como € o
caso da E. coli. J& outras espécies podem apresentar um namero elevado, como por
exemplo a Bacillus subtilis, que apresenta sete enzimas Spase |, sendo todas
analogas. A Spase | de E. coli foi ndo sé a primeira sinal-peptidase a ser estudada e
purificada, como também €& a mais bem estudada e caracterizada até o momento.
Essa enzima em E. coli apresenta 324 residuos e massa calculada de 35960 Da. Tem
seu pH 6timo de catalise na faixa entre 8,5-9,0, sendo inibida por concentracées de
NaCl acima de 160 mM e concentrages de MgClz acima de 1mM3®.

A Spase | € uma proteina embebida em membrana (Figura 7)%* onde a maior parte
de sua estrutura esta do lado de fora do citoplasma. Ela apresenta as por¢cdes N-
terminal e C-terminal voltadas para o periplasma. Possui uma regido amino-terminal
de trés residuos na regido do periplasma seguido por uma regido transmembrana de
vinte e quatro aminodacidos, uma alca no citosol de vinte e nove aminoacidos e outro
segmento transmembranar de dezessete residuos. Estudos consideram que 0s
segmentos transmembrana sdo necessarios para ancorar e estabilizar a enzima, para
gue assim ela possa posicionar o0 sitio catalitico da maneira correta para
desempenhar a funcdo de proteolise®.

A regido voltada para o periplasma de Spase | é dividida em duas folhas beta
antiparalelas. O estudo da sua estrutura cristalina mostra que a Spase | de E. coli é
formada principalmente por dois dominios antiparalelos que estdo no periplasma
(dominios | e Il) e um dominio estendido. O dominio |, que guarda o sitio catalitico da
enzima, apresenta residuos de aminoacidos conservados tanto em bactérias Gram-

positivas quanto em bactérias Gram-negativas, onde estao os residuos fundamentais
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da diade catalitica (Ser90 e Lys145). Esse dominio conservado ainda inclui uma

regido hidrofébica que reconhece o local de ligagdo com o substrato.
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Figura 7: Esquema da estrutura da Spase | de E. coli. A Spase | é uma protease
“‘ancorada” na membrana interna (na figura como Inner membrane) apresentando
uma pequena “volta” na regido do citoplasma (na figura como Cytoplasm). Na parte
voltada para o periplasma (na figura como Periplasm), encontram-se dois dominios.
O dominio |, significativamente conservados em diversas bactérias diferentes, onde
encontram-se as regides que reconhecem e se ligam ao substrato bem como, na
parte inferior, 0 a diade catalitica da enzima, representado na figura por Ser90 e K145.
O dominio I, pouco conservado entre as espécies bacterianas, possivelmente possui
um papel mais estrutural, fornecendo estabilidade para que a enzima possa

desenvolver corretamente sua atividade catalitica (Figura retirada da ref. 28)%.

O dominio Il ndo apresenta significativa conservacdo nos residuos de
aminoacidos, podendo variar de tamanho dependendo do microrganismo. Por
exemplo, bactérias Gram-negativas tendem a ter esse dominio maior que as Gram-

positivas. A funcéo especifica do dominio Il ainda necessita de maiores estudos, no
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entanto evidéncias indicam que ndo estd diretamente envolvido no processo de
catalise, mas sim em uma funcao de estabilidade. Ainda nesse dominio, existe uma
ligacdo dissulfeto entre os residuos de cisteina 170 e 176, mas estudos posteriores
demonstraram que é uma estrutura ndo essencial a atividade da enzima. No entanto,
esses dominios sdo estruturados de tal maneira a contribuir com que as por¢oes
estruturais de reconhecimento da Spase | se liguem corretamente ao substrato,

determinando a especificidade da protease®*.

1.7.3 Especificidade do sitio proteolitico da Spase |

Praticamente todos os residuos préximos ao sitio catalitico da Spase | que
estdo no dominio | séo conservados. Nele existem dois residuos ionizaveis de Ser90
e Lys145, sendo esses 0s responsaveis pela atividade catalitica da enzima. Isso
significa que existe um mecanismo de diade catalitica Ser/Lys que catalisa a
protedlise em uma regido especifica da pré-proteina, mecanismo que sera discutido
mais adiante no presente trabalho®.

A analise estatistica da sequéncia de residuos de aminoacidos reconhecidos
pelo sitio catalitico da Spase | levou a formulagcéo da regra do -1, -3. A posicdo -1 € o
residuo de aminoacido imediatamente antes do local de protedlise, tipicamente
constituido por pequenos residuos neutros como alanina, glicina, cisteina e serina.
No entanto, é notada a prevaléncia do residuo de alanina nas posicdes -1 e -3, 0 que
originou a regra Ala-X-Ala. Estudos realizados como sequéncias analogas
modificando o residuo na posicdo -1 para valina, asparagina e acido glutamico
mostraram que a protedlise ndo ocorreu mais no local esperado e sim em outras
regides, o que indica uma preferéncia pela sequéncia A-X-A%,

Estudos também demonstraram que o comprimento da regido C-terminal afeta na
eficiéncia da clivagem, onde por¢cdes com mais de nove residuos a partir da posicao
-1 diminuem a eficiéncia de clivagem e nenhuma clivagem ocorre quando a porcao €
maior ou igual a treze aminodacidos. Isso provavelmente ocorre devido a um
impedimento espacial que blogueia 0 acesso da Spase | ao reconhecimento do sitio
de clivagem e sua protedlise. Outra caracteristica interessante € a conservacao do
residuo da posicéo -6, apresentando geralmente um residuo de glicina ou prolina.

Esses pequenos residuos podem gerar uma regido desestruturada com uma maior
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liberdade conformacional, causando um menor impedimento estérico e facilitando o
acesso da Spase | ao sitio de reconhecimento e proteélise®.

A estrutura de pré-proteina que é translocada pela membrana na qual a Spase |
atua apresenta uma significativa conservacdo na sequéncia de seus aminoacidos,
podendo ser dividida em trés regides com caracteristicas semelhantes (Figura 8). A
porcdo N-terminal, variando de um a cinco residuos cationicos. A regido H que varia
de sete a quinze residuos hidrofobicos; a regido de protedlise A-X-A; e, por fim, a
sequéncia peptidica que sera secretada para o meio fora do citosol, que € a por¢éo
C-terminal (Figura 8)%.

Spase |
N-terminal C-terminal
+
O
: N LR
+ i3 N N ,
Reg|ao H /Lﬂ/ ; H \ Proteina
+ O R O

Regiao com carga Regido com aminoécidos hidrofébicos  Sitio de protedlise Ala-X-Ala

positiva 7-15 aminoacidos
(1 a 5 aminoacidos)

Figura 8: Esquema representativo das por¢des da pré-proteina. A porcédo N-terminal
€ uma porcéao desestruturada formada por aminoacidos basicos catiénicos. A regido
H formada de sete a quinze aminoacidos com carater hidrofébico. Adiante a porcéo
de reconhecimento da Spase | e o sitio de protedlise seguido da por¢cdo C-terminal
gue € a proteina madura que sera liberada para o meio fora do citosol apos a

protedlise (Figura de prépria autoria).

A preferéncia da Spase | por esses segmentos da pré-proteina, determinando
sua especificidade, pode ser explicada observando as estruturas ou porcdes de
reconhecimento da propria enzima que guiam por interacdes de Van der walls o

esqueleto da pré-proteina ao sitio catalitico.

1.7.4 PorgOes de reconhecimento estrutural presentes na Spase | para o
direcionamento da protedlise da pré-proteina.
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As porc¢des ou segmentos do substrato da Spase | determinam a especificidade
da enzima. Duas grandes partes de ligacdo da Spase | com o substrato foram
identificadas e sao determinadas por S1 e S3. As “porgdes de especificidade” (S1 e
S3) que levam ao sitio ativo a regido de protedlise explicam a preferéncia por alanina
(aminoécido hidrofébico) nas posicdes -1 e -3 nas pré-proteinas, ja que sédo porgdes
hidrofébicas, sendo a por¢cdo S1 formada por residuos de metionina (Met92),
isoleucina (lle87 e 145) e leucina (Leu96) e a porcdo S3 formada por residuos de
fenilalanina (Phe85), isoleucina (lle87, 102 e 145), valina (Vall33) e asparagina
(Aspl143). Estudos demonstraram a importancia desses aminoacidos para a
fidelidade do local de protedlise® 34,

Recentemente, utilizando a técnica de modelagem computacional, onze
porcdes da Spase | envolvidas no reconhecimento e protedlise da pré-proteina foram
identificadas. Essas por¢gdes sdo denominadas: S7, S6, S5, S4, S3, S2, S1, S1°, S2’,
S3, S4’, S5’ E S6’. Estudos sugerem que, respectivamente, os residuos de -7 a +6
estdo ligados nesses respectivos “bolsées” da enzima. Ademais, desses “bolsdes”
(S3, S2, S1, S1’, S3’ e S4’) desempenham um papel mais incisivo na alta
especificidade pelo peptideo sinal (Figura 9)% -,

Figura 9: Estrutura cristalina da Spase | de E. coli. A) Estrutura de superficie com os
“bolsdes” do reconhecimento e interagdo com a pré-proteina destacados em cores

diferentes. Os “bolsdes” S1 e S3 sdo as partes que mais contribuem para a
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especificidade do sitio de protedlise. Essas partes se ligam, respectivamente, aos
residuos de Alanina das posi¢fes -1 e -3. Sendo que no segmento -3 estd o sitio
catalitico da enzima e as posi¢cdes da Ser90 e Lys145; B) Representacdo dos dois
dominios da Spase |. Regiao colorida representa o dominio I, regido que apresenta
residuos conservados e se encontra a diade catalitica da enzima, representado por
Ser90 e Lys 145. O dominio Il, representado em cinza, é a regido sem conservacao
dos residuos, variando inclusive de tamanho dependendo das espécies de bactérias,

tendo um provavel papel estrutural na Spase | (Figura modificada da ref. 22)®.

Nota-se, pela estrutura representada na figura 8, que o residuo -1 do substrato
se liga na regido marcada como S1, onde estdo, dentre outros residuos, 0s
aminoacidos de Ser88 (um residuo conservado na regido do sitio catalitico que esta
envolvido na formac&o do ion alcoxido e na estabilizacdo do tetraedro intermediario,
cujo mecanismo detalhado sera tratado a posteriori) e o residuo de Ser90, que faz
parte da diade catalitica da enzima. A regido S2 tem uma cavidade mais pronunciada,
a qual pode acomodar residuos com cadeias laterais mais volumosas na posi¢éo -2,
onde estudos de modelagem molecular indicam que essa parte fica totalmente
inserida nesse “bolsdao” da enzima. A regido S3 esta envolvida na especificidade do
substrato por residuos mais hidrofobicos, explicando a preferéncia da alanina na
posicéo -3. Toda essa estrutura propicia um correto reconhecimento do segmento de
protedlise e a correta conformacéo do sitio catalitico, contribuindo para a eficiéncia

na protedlise da ligacéo peptidica®.

1.7.5 Mecanismo de protedlise da Spase | utilizando a diade catalitica
Ser/Lys

Uma vez que o substrato é reconhecido pelos segmentos da enzima e
direciona as partes corretas ao sitio catalitico, ele se acomoda de tal forma que os
residuos -1 e -3 se posicionam nos “bolsdes” S1 e S3 respectivamente®:.

A protedlise comeca com a Lysl45 (Figura 10), que apresenta como
caracteristica a importante tarefa de transferir protons ao sitio catalitico, que esta em
uma posicdo mais “aprofundada’, atuando em um ambiente formado

predominantemente por residuos hidrofébicos como uma base/acido na posigéo
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correta em relacdo a Ser90. Ela atua primeiramente como uma base, desprotonando
a Ser90, tornando o oxigénio mais nucleofilico que entdo ataca o carbono da carbonila
(eletrofilo) do residuo da posicdo +1 pela face si para a formacdo do intermediario
tetraédrico, que é estabilizado pelos residuos de Ser-88 e Ser-90%. A Lys145 entédo
doa um préton para o grupo amina do residuo +1 permitindo assim sua liberagdo da
enzima e restando um intermediario acil-enzima de peptideo sinal. A Lys145
desprotona uma molécula de agua tornando seu oxigénio mais nucleofilico e ataca o
carbono da carbonila formado no intermediério tetraédrico, este ainda estabilizado por
ligacdo de hidrogénio pelos residuos de Ser88 e Ser90. Por fim, a Lys145 doa um

préton para o oxigénio da Ser90 liberando da enzima a outra parte da pré-proteina®.

Ser 90
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Figura 10: Mecanismo proposto para a clivagem de pré-proteinas pela Spase |
usando a diade catalitica Ser-Lys®. O processo de protedlise comeca primeiramente
pelo ataque nucleofilico do grupo hidroxila da cadeia lateral da Ser90, estabilizacéo
do estado de transicao pela Ser89, transferéncia de préton do grupo amina protonado
da cadeia lateral da Lys145 para o nitrogénio secundario da ligacdo amidica e
finalmente a reforma da carbonila e rompimento da ligagcdo C-N (Figura retirada da
ref. 27)%,

Estudos demonstraram que essa protease de membrana se mostrou
fundamental para o crescimento, viruléncia bacteriana e instalagcéo da infecgcdo. Como
visto, a Spase desempenha um papel fundamental na sinalizagdo bacteriana

contribuindo significativamente no desenvolvimento da doenca. Devido a sua
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importancia, o uso de drogas que consigam inibir essa enzima, diminuindo ou até
mesmo impedindo a entrega e processamento dessas pré-proteinas, torna-se uma

alternativa no tratamento de infec¢des provocadas por cepas de amplo espectro®

1.8 Antibiéticos como estratégia farmacéutica no combate a infeccdes
bacterianas
Um medicamento farmacéutico € um composto quimico que, quando
administrado, se distribui no organismo de forma sistémica interagindo com diferentes
estruturas desencadeando uma resposta fisiolégica, como: cura, diagnéstico de
doencas, prevencéo, tratamento, entre outras?®. No entanto, justamente por esses
medicamentos se distribuirem de forma generalizada no organismo, favorecem a
interacdo do composto com variados receptores, 0 que pode promover a
citotoxicidade e efeitos colaterais decorrentes do uso do farmaco, que podem ser
agudos ou crdnicos, acarretando assim um prejuizo a homeostase do organismo?:.
Inserido na classe de farmacos, os antibiéticos sdo compostos que podem
matar ou controlar o crescimento das bactérias in vivo (bactericida ou bacteriostético).
Os antibiéticos usados no combate a infeccBes bacterianas tém como principio as
diferencas entre as células eucaridticas e procariticas®. Atualmente, existem
antibidticos de amplo espectro e de espectro reduzido*’. Geralmente, tém sua acio
em um alvo especifico, como a traducdo de proteinas, sintese da parede celular,
transcricdo ou replicacdo do DNA e mais atualmente acbes na membrana

plasmatica®.
1.7.1. Resisténcia bacteriana a antibi6ticos

A resisténcia bacteriana é observada quando ha uma diminuicdo da eficiéncia
da acdo de um antibiético para o tratamento de uma infeccdo, levando a sua
propagacéo, agravamento, ou mesmo & morte do individuo*!. E uma ameaca global
imediata e presente, sendo que anualmente tem se observado o surgimento de novas
cepas bacterianas mais resistentes, além de que, multiplos antibidticos estéo
perdendo a eficacia, possibilitando o surgimento de surtos de doencas néo trataveis*3.
Essa resisténcia bacteriana pode ser alcancada por uma variedade de rotas

bioquimicas, como pela inativacdo do agente antimicrobiano por modificacbes
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estruturais acarretado por enzimas bacterianas, reducao da permeabilidade, efluxo
(bombeamento para fora da célula), mutacéo génica, entre outros mecanismos*..
Embora muitos medicamentos antibiéticos tenham ganhado grande destaque e
tenham salvado incontaveis vidas, tanto de civis quanto de militares em campos de
batalha (a exemplo da penicilina), o desenvolvimento de novos antibioticos néo
acompanhou a taxa na qual as bactérias desenvolvem resisténcia a esses
medicamentos** 4°, Isso tem demandado um esforco crescente de varios grupos de
pesquisadores ao redor do mundo para descobrir novos compostos que apresentem
acOes alternativas. Uma dessas possiveis alternativas pode estar no processo de
excrecdo de proteinas bacterianas, que tem como fungéo basica a translocacdo de
proteinas pela membrana citoplasmatica e sua exportacdo para o meio fora do

citosol*®

1.9 Drogas com acdao de inibicdo de Spases

Como exposto, a Sinal peptidase | (Spase |) € uma importante proteina
envolvida no processo de exportacdo de outras proteinas em bactérias, sendo a
responsavel pela protedlise de pré-proteinas secretadas pela membrana plasmatica
apos a translocacdo. Como essa enzima, em células procariontes, apresenta um
mecanismo catalitico diferente da maioria das serino-proteases, € possivel inibir
seletivamente a enzima bacteriana sem prejudicar células eucaridticas®’.

Além do mais, outros aspectos ainda contribuem com o fato da Spase | ser um
bom alvo para o tratamento de infec¢des bacterianas. Dentre eles esta o fato dessa
enzima estar presente tanto em bactérias do tipo Gram-positiva quanto Gram-
negativa e que, mesmo que a enzima esteja presa a membrana, a parte da enzima
responsavel pela protedlise esta exposta no meio extracelular, fazendo com que ela
seja um alvo relativamente acessivel para inibidores (Figura 11)%. A inibicdo da Spase
| pode ser um alvo importante no tratamento de infeccdes bacterianas, dificultando ou
mesmo impedindo a correta protedlise e exportacdo de proteinas. Essa estratégia
pode ser usada quando tratamentos com outros antibioticos que tem acdo em outros

alvos, como a sintese da parede celular, ja ndo apresentam o resultado esperado*®
49
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Figura 11: Variantes de compostos inibidores da Spase | de origem natural. A)
Variantes da arilomicina Cis j& identificados. B) Crisinomicina a qual s6 a um

representante desse inibifor. C) Arilomicina do tipo D (Figura retirada da ref. 38)%.

Atualmente existem cinco grupos diferentes de inibidores de Spases no
mercado, sendo dois deles de origem natural, como as variantes da Arilomicina e a
Crisinomicina, e outros trés sintéticos, como o Penems 5S e os mimetizadores de
substrato peptidico. Esses inibidores tém como objetivo interromper o fluxo natural de
secrecdo de proteinas, fazendo com que ocorra um acumulo de material proteico na
membrana, o que pode ser lesivo para a célula (Figura 12)% **. Os estudos realizados
em prol das descobertas de inibidores cada vez mais eficazes ajudaram a elucidar e
aumentar o conhecimento acerca do funcionamento dessa enzima, o que possibilita
0 avanco na busca por melhores op¢des cujo alvo seja a Spase |. Dentre esses
passos, foi possivel demonstrar como a Spase | atua em proteinas que sao
secretadas, mas que o0 processo € essencial para diferentes aspectos na fisiologia
bacteriana incluindo a manutencdo da parede celular e a resposta a diferentes

situacdes de estresse®.
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Figura 12: Esquema geral de funcionamento da Spase e sua inibicdo. As pré-

proteinas secretadas por via Sec (Processo secretor geral) ou via Tat (Translocacéo
de arginina gémea) sao reconhecidas pela Spase na regido AXA e clivadas liberando
para o meio proteinas maduras. Quando as Spases sao inibidas de desempenharem
corretamente sua atividade a secre¢do de proteinas para o meio deixa de acontecer,
ocorrendo um acumulo de material proteico na membrana afetando de maneira

significativa o funcionamento da célula procariética (Figura modificada da ref. 38)%%,

No entanto, a existéncia de diversos mecanismos de resisténcia a Arilomicina
e seus analogos, bem como outros compostos sintéticos que mimetizam proteinas,
tém levado a formulacdo de outros compostos para que se possa superar essa
resisténcia a inibicdo da Spase adquirida com o tempo. Essa “corrida armamentista”
tem levado ao desenvolvimento de outras formas mais eficazes de utilizar a Sinal

peptidase | como alvo, ainda com controle da viabilidade e da viruléncia bacteriana®.

1.10Peptideos membrano-ativos como agentes de acumulo preferencial
em células bacterianas
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Peptideos membrano-ativos sdo uma categoria vasta de moléculas, com
diversas estruturas primarias e secundarias e que compartiiham a capacidade de
interagir com membranas fosfolipidicas. Essa categoria de peptideos pode ser
dividida em trés grandes classes: peptideos antimicrobianos (sigla em inglés, AMPSs),
gue possuem atividade microbicida; peptideos penetradores de células (sigla em
inglés, CPPs) que transportam cargas através da bicamada fosfolipidica®; e os
peptideos B-amildide, que podem estar envolvidos em doencas, como a doenca de
Alzheimer®, mas que também podem ter atividade antimicrobiana Estudos mostram
que, neste ultimo exemplo, estruturas de B-amildide se ligam aos carboidratos da
parede celular por meio de um dominio de ligacdo a heparina. A formacao dessas
protofibrilas inibe a adesdo de patdgenos as células hospedeiras®.

Esses AMPs tém acédo contra uma ampla gama de microrganismos, Como Vvirus
e fungos, e tém sido amplamente estudados como novas estratégias ao combate de
infeccbes bacterianas? *3. A maior parte dos peptideos membrano-ativos apresentam
carater catibnico/anfifilico e estruturam-se em a-hélices. Alguns desses peptideos,
guando testados contra bactérias, apresentam acdo de detergéncia da membrana
bacteriana e, devido a alta pressdo osmotica da célula, induzem lise celular?®. Em
paralelo, outras estruturas, ao invés de atuarem como agentes antimicrobianos
diretos, podem ser usadas como moléculas que apresentam algum grau de
seletividade por membranas bacterianas, devido a uma simples atracao eletrostatica
entre o peptideo catibnico e os fosfolipidios anibnicos presentes nas membranas
celulares bacterianas. Estes podem servir de estruturas carreadoras de outras
moléculas, onde essas podem apresentar diferentes acdes dependendo do obijetivo,
como a de imageamento ou antibiotica?®.

Em um estudo realizado por Chen e colaboradores® mostrou-se a utilizagdo
de peptideo catidnico Ubiquicidina (UBlz29-41) (TGRAKRRMQYNRR), rico em argininas
e lisina, como carreador do antibiético Cloranfenicol (CAP) até o local de infeccao
(Figura 13). Quando na regido alvo, a ligacdo peptideo-antibiético € quebrada
liberando in loco o antibiético, facilitando a entrega do medicamento, aumentando sua

eficiéncia e reduzindo os efeitos colaterais.
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Figura 13: Estruturas para investigacao da seletividade e direcionamento do peptideo
cationico UBl29-41. A) Peptideo UBI29-41 ligado a estrutura fluorescente no IV-proximo,
ICG-Der02. Essa estrutura foi idealizada para monitorar em tempo real a capacidade de
direcionamento, seletividade e acumulacdo do peptideo catiénico a sitios de infecc¢éo.
B) Peptideo UBI29-41 conjugado ao farmaco cloranfenicol (estrutura desenhada em
vermelho), em preto o ligante e em azul o peptideo. Essa estrutura foi idealizada como
um pro-farmaco sendo ativada in situ por meio de esterases, liberando no seio da

infecc&o o cloranfenicol (Figura modificada da ref. 36)°.

A investigacao da seletividade do peptideo UBI29-41 foi feita por imageamento
no infravermelho proximo. Para tal, foi sintetizado pelos autores um hibrido entre o
peptideo e um corante fluorescente no IV-proximo (650nm-900nm), o ICG-Der02
(Figura 14) e testada sua capacidade de direcionamento seletivo, in vivo, utilizando
camundongos inoculados com Staphyloccocus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas auruginosa, utilizando como controle um processo inflamatorio

induzido por lipopolissacarideos (LPS).
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FIGURA 14: Experimento para investigacao da seletividade do peptideo UBI29-41. NoS
experimentosde A a C o0s camundongos inoculados respectivamente com
Staphyloccocus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas auruginosa na parte

superior esquerda e administracdo somente do corante fluorescente ao IV-préximo
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ICG-Der02. Pode-se observar que ocorreu uma distribuicdo por todo corpo do animal
sem seletividade nos sitios de infeccdo e eliminacédo total do composto fluorescente
por volta de 24h. Nos segmentos de D a F, os pesquisadores inocularam as mesmas
cepas de bactérias na mesma ordem e na mesma regido, porém em todos 0s
camundongos desse segmento foi gerado uma inflamagéo com LPS na parte superior
direita. Em sequéncia foi administrado o hibrido UBIl29.41- ICG-Der02. Pode-se
observar que inicialmente ocorre uma distribuicdo do composto por todo o animal e
posterior eliminacao por via renal. Porém, observa-se que a regido da inoculacéo das
bactérias ainda continua fluorescente mesmo apds passado 24h do comeco do
experimento, indicando uma acumulacdo preferencial do composto nessa regiao,
sugerindo uma seletividade do composto pelo sitio de infeccédo. Observa-se ainda que
a regido de inflamacéo provocada por LPS ndo apresenta fluorescéncia, indicando
gue o composto é seletivo ndo a um processo de inflamacédo e sim a regido onde se
encontra células bacterianas. Por fim, o segmento G mostra o0 camundongo inoculado
com Staphyloccocus aureus na parte superior esquerda e com Escherichia coli na
parte superior direita. Observa-se que ocorre fluorescéncia nas duas regifes
inoculadas com as bactérias, indicando que ndo ha uma discriminacdo entre
infeccbes causadas por bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas. Nesse
experimento, a fluorescéncia também ficou aparente mesmo apos 24h do comeco do

experimento (Figura retirada da ref. 46)>.

Em um trabalho prévio do nosso grupo, foram reconhecidos alguns peptideos
antimicrobianos encriptados em proteinas humanas a partir da utilizacéo do software

Kamal (disponivel em: http://www.cenargen.embrapa.br/kamal/)®®. Esses peptideos

sdo classificados como intragénicos (IAPsS) e denominados Hs IAPs® % Essa
metodologia possibilitou a criacdo de uma quimioteca de potenciais peptideos
antimicrobianos membrano-ativos. Para uma selecdo mais fina desses peptideos, foi
utilizada a técnica de microcalorimetria, a qual mede a variacdo termodinamica
(endotérmica ou exotérmica) de transformacdes fisicas ou quimicas, aplicada a
biomoléculas?®. Tal técnica possibilita estudar desde mudancgas conformacionais até
a interagdo e estruturagdo dos AMPs nas membranas bacterianas bem como a
perturbacdo causada nessas membranas. Ela ainda possibilita identificar os

peptideos que interagem seletivamente e superficialmente com bicamadas
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fosfolipidicas anibnicas de bactérias em relacdo aquelas que sao zwitteribnicas ou
eletricamente neutras, como as membranas eucarioticas.

Dentre os IAPs selecionados esta o peptideo Hs02, um peptideo de dezesseis
residuos de aminoacidos (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH2) que tem origem na proteina
miosina ndo convencional-lh (codigo uniprot: Q8N1T3)?. Este apresenta estrutura em
a-hélice quando na presenca de micelas de DPC, conforme determinado por RMN,
com uma face composta por aminoacidos hidrofilicos catiénicos e a face oposta com
residuos de aminoacidos hidrofébicos (Figura 15). O Hs02 apresentou, além de
atividade antimicrobiana ampla e potente, forte resposta anti-inflamatéria pela sua
capacidade de inibir a liberacdo de TNF-a induzidas por lipopolissacarideos em

macréfagos murinos®* 6,

180°

Figura 15: A) Representacdo em fita do peptideo antimicrobiano Hs02 a esquerda.
Pode-se perceber sua estruturacdo preferencial em alfa-hélice e uma regido
desestruturada, tanto na estrutura de menor energia a esquerda, quanto na
sobreposicdo das dez estruturas de menor energia a direita. B) Caracteristicas
eletrbnicas demonstram sua anfifilicidade. Em vermelho a representacdo de
aminoacidos catiénicos, em verde residuos de aminoéacidos apolares (hidrofébicos) e
em azul uma pequena porcao de aminoacidos polares (Figura modificada da ref. 18)%.

Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa ainda mostraram que parte

dos peptideos selecionados apresentaram uma interacdo destrutiva com a

membrana, tendo uma acdo de detergéncia e causando um rompimento da
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membrana?®. O peptideo Hs02 apresentou uma interagdo com algum grau de
seletividade por membranas anibnicas em relacdo as eletricamente neutras. Essa
interacdo, até uma determinada concentracdo, € superficial, mas significativamente
forte, fazendo com que o peptideo “ancore” e se acumule na membrana bacteriana,
mas ainda assim apresentando uma forte caracteristica antimicrobiana?.

As propriedades demonstradas por esse peptideo indicam seu potencial como
um agente carreador de farmacos capaz de direcionar e acumular nos locais de
infec¢do. Isso possibilitaria ter uma ferramenta mais efetiva no tratamento de
infeccbes, podendo amenizar o quadro infeccioso, diminuir efeitos colaterais, diminuir
a quantidade de medicamento utilizado e abreviar o tratamento.

Esse peptideo foi selecionado no hall de estruturas preditas pelo Kamal® e foi
modificado com a adicdo de outras cadeias de aminoacidos e utilizado na sintese de
hibridos ou quimeras, chamadas de peptideos de série Chim. Estas apresentam uma
por¢cdo (Hs02) que seria responsavel pelo direcionamento das membranas
bacterianas (funcdo de carreamento), uma regido espacgadora e outra estrutura com
atividade imunomoduladora, que seria liberada in situ. Essa liberacdo seria
dependente de ativacéo por atividade proteolitica especifica da grande variedade de
enzimas presentes no seio da infecgdo, como as serino-proteases, metaloproteases
ou as proteases pertencentes ao ciclo de quorum sensing da atividade bacteriana
como as sinal peptidases (Spase). A liberacdo dessas estruturas in situ possibilitaria
um combate mais efetivo a infeccdo bacteriana e causando um menor efeito colateral,

0 que abreviaria assim o tratamento da septicemia.

1.10.1 Peptideos imunomoduladores liberados por atividade proteolitica
e ativacao de receptores celulares

Em um processo infeccioso, a percep¢do da presenca de patdgenos € feita
pelos PRRs, sigla em inglés para Receptores de Reconhecimento Padrdo. Estes
receptores sdo sensiveis a por¢gdes conservadas de moléculas produzidas pelos
microrganismos conhecidas como padrbes moleculares associados a patdégenos
(PAMPSs) e padrdes moleculares associados a danos no hospedeiro (DAMPSs). Os
receptores de peptideos formilados (FPRs) sdo receptores acoplados a proteina G

(GPCRs) e séo quimioatratores de células imunes. Esses receptores estao envolvidos
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na defesa do hospedeiro contra patégenos no sistema imunolégico inato e medeiam
0 recrutamento e a ativagdo dos leucocitos®’. No geral, o papel da familia FPR na
fisiologia animal ainda é pouco compreendido devido, em parte, a grande variedade
de agonistas, a ambiguidades nas interagbes a depender dos agonistas, a
redundancia com outros agentes quimioatrativos e a falta de ortélogos (genes em
espécies diferentes que surgem a partir de um Unico gene do ancestral comum)
tangiveis entre humanos e camundongos. Contudo, estudos demonstram que esse
receptor possui uma notavel importancia na resposta imune inata.

O organismo humano é conhecido por expressar trés genes FPR: FPR1, FPR2
e FPR3 *8.%%.% 'mas esse nimero varia em outras espécies de mamiferos. Os FPRs
sdo expressos em células imunes envolvidas na resposta inata, principalmente em
neutréfilos e, em menor quantidade, em macréfagos, mondcitos, linfocitos T entre
outras®. O FPR1 foi o primeiro receptor descoberto da familia dos FPRs e tem alta
especificidade na deteccéo de peptideos formilados®:. O receptor FPR2 tem menor
afinidade para peptideos formilados que o FPR1, mas pode ser ativado por uma
ampla gama de agonistas, como peptideos amiléides, peptideos antimicrobianos e
mediadores lipidicos®. A funcéo do receptor FPR3 ainda é incerta e ele é encontrado
substancialmente em pequenas vesiculas intracelulares, macréfagos, mondcitos
células dendriticas, mas nao séo encontradas nos neutrofilos. Estudos mostraram que
o receptor FPR3 raramente interage com peptideos formilados®? 8. Embora esses
receptores tenham sido descritos inicialmente em células imunes, estudos tém
mostrado que os FPRs sdo expressos em outros tecidos, que vao desde células do
sistema nervoso até células de pulméao e intestino, sugerindo que podem ter um papel
na gestéo e deteccédo da microbiota do corpo®.

Em uma situacéo de infeccdo bacteriana, por exemplo, esses receptores sao
sensibilizados por padrées moleculares dos patdgenos e ativam varias vias de
sinalizagdo. Essas vias geram uma resposta mais conhecida em neutrofilos
(leucdcitos fagocitarios) que, por meio de quimiotaxia gerada pelos quimioatraentes
de microrganismo, migram e se acumulam nos locais de infec¢éo onde liberam alguns
fatores como espécies reativas de oxigénio (ROS) para combater a os agentes

invasores® (Figura 16).
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Figura 16: Diagrama esquematico da cascata de etapas que se procedem em uma
resposta imune a uma infeccdo bacteriana. Quando a infeccdo bacteriana é
reconhecida pelos Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRRs), nas células
hospedeiras tal como parte da resposta imune inata, citocinas e quimiocinas
inflamatérias sao liberadas para atrair neutréfilos para o local da infeccdo. Os
neutrofilos fagocitam e matam as bactérias com espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Figura adaptada da referéncia 62)%.

A cascata de sinalizagcdo se da quando moléculas, como os peptideos
formilados, atuam como agonistas nesses tipos de receptores induzindo a subunidade
Gai a se dissociar da subunidade GBy. Essa ultima subunidade controla a resposta
do fluxo de célcio, fosfoinosidio 3-quinase (PI3K), fosfolipase C (PLC), Akt, quinase
SFK®5 e proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), cascatas de sinalizacéo que
atuam na sensibilizacdo das células. As SFKs, sigla em inglés para quinases da
familia Src, sdo enzimas protooncogénicas que controlam o crescimento e a
proliferacdo de células em mamiferos, além de regular a adesdo dos neutréfilos
(Figura 17)%. 5. 66,67
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Figura 17: Cascata de sinalizacdo decorrente da sensibilizacdo do receptor FPR. A
estimulacado desse receptor leva a uma separagao de duas subunidades, a Gai da
GBy. As subunidades Gai e GBy podem mediar o influxo de ions Calcio, ativagédo da
proteina quinase (Akt), monofosfato de adenosina 3-5-ciclico (CAMP), 38nositol-1,3,4-
trifosfato (IPs), Proteina Quinase Ativada por Mitdbgeno (MAPK), fosfoinositida-3-
guinase (PI3K), Proteina quinase A (PKA), fosfolipase C (PLC) e quinase da familia
Src (SFK). Essa cascata de sinalizacdo gera uma série de respostas que, ao final,
leva a uma ativacdo dos neutrdéfilos, que estdo envolvidos na exploséo respiratéria,

degradacio de proteases, infiltragdo celular, dentre outros®.

Embora os FPRs tenham sido identificados de acordo com sua capacidade em
detectar peptideos formilados, esses receptores podem reconhecer diversos outros
agonistas, que ndo seguem um padrao estrutural Unico ou de sequéncia especifica
de aminoacidos. Como exemplo, tais agonistas podem ser N-formilados, C-amidados
e oligopeptideos sem modificacdo poés tradicional de invasores bacterianos e virais,
além de ligantes ndo peptidicos®. Essa particularidade de reconhecimento de outras
estruturas é mais vultosa no receptor FPR2 se exibindo muito versatil dentre esses
receptores. O FPR2 possui sete alfa-hélices transmembranas (Figura 18). E um tipo

de receptor predominantemente expresso em neutrofilos, monocitos, células T,
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células dentriticas, baco e pulmédo. Sua ativacdo pode ser benéfica devido ao
resultado proveniente de sua sensibilizacdo, que pode variar no tipo de resposta
apresentada. A depender do ligante, a ativacdo de FPR2 pode apresentar uma
resposta pro- ou anti-inflamatéria, embora a caracterizacdo das propriedades
farmacolégicas de agonistas sintéticos sugira um papel anti-inflamatoério

predominante na defesa do hospedeiro®.

WKYMVm

Figura 18: Estruturas do Receptor transmembrana FPR2. A) Vista lateral da estrutura
FPR2 complexado com o peptideo agonista WKYMVm. O receptor (em cor ciano)
apresenta as alcas ECL1, ECL2 e ECL3 voltadas para o meio extracelular. O peptideo
WKYMVm colorido com esferas com carbonos em laranja. B) Receptor FPR2 visto a

partir de cima, do meio extracelular e ao centro o ligante peptidico WKYMVm®®.

Por exemplo, o FPR2 traduz respostas anti-inflamatorias quando tem como
agonista o LXA4, mas também pode mediar resposta pré-inflamatérias a SAA, sigla
em inglés para proteina amildide A sérica e outros peptideos. Nado obstante, ainda
nao esta totalmente esclarecido como o mesmo receptor pode levar a respostas

antagonicas a depender do tipo de ligante®.
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Estudos sugerem que esses receptores sofreram um longo processo evolutivo
para interceder no fluxo de células do sistema imune para os locais de infec¢céo
bacteriana ou injaria tecidual. O FPR2 desempenha papéis importantes em varias
doencas e esta fortemente associado ao céncer, especialmente no processo de
metastase®. Os agonistas desses receptores podem ter tanto estrutura lipidica
guanto peptidica. Quando a estrutura € peptidica, a origem esta na degradacao de
proteinas mitocondriais, que promovem a cascata de sinalizagdo, como ja
mencionada no presente trabalho.

A cascata de sinalizacao (Figura 17), por sua vez, tem um papel importante na
guimiotaxia podendo ser somada a ela a liberacéo de citocinas pré-inflamatérias como
o TNF-a®. Esta tltima é uma citocina de imunidade natural, que é o principal mediador
da resposta inflamatdéria a bactérias e microrganismos. Essa citocina pro-inflamatoria,
ativa os macrofagos, induz edema, rubor, dor e, no hipotalamo, ela age como
pirogeno enddgeno induzindo como resposta a febre, o que se traduz como
inflamac&o. E importante ressaltar que, a liberacdo de TNF-a deve ser controlada,
sendo sua liberacdo em curtos periodos, importante para o0 combate a infec¢do, no
entanto, seu aumento agudo e constante pode gerar inflamacéo cronica e com isso
prejuizos a homeostase do organismo. Em baixas concentracdes o TNF-a atua nas
células endoteliais promovendo vasodilatacdo e estimulando-as a produzir e
secretarem uma variedade de citocinas, produzindo, dessa forma, um quadro de
inflamac&o local que possibilita 0 combate a quadros infecciosos’™. Portanto, o
receptor FPR2 é indispensavel para os primeiros eventos de migracdo leucocitaria
para uma regido infeccionada. Posto isso, a modulagdo da resposta imune no
intricado microambiente de infecg¢do bacteriana é de vital importancia’.

Dentre os ligantes de FPR2, merece ainda destaque a catelicidina humana (LL-
37). Esta molécula apresenta atividade antimicrobiana, induzindo também quimiotaxia
e estimulando a producéo de interleucinas que podem ser pré ou anti-inflamatérias
em células do sistema imune. No entanto, esse ligante também esta envolvido em
doencas autoimunes como a psoriase e lapus, resultado de uma cascata inflamatoria
pela sensibilizacdo dos receptores Toll-like (TLR)%. Isso significa que o LL-37, apesar
de atuar como agonista FPR2 e como um ja conhecido peptideo antimicrobiano
(Figura 19)°’, gera uma série de efeitos colaterais pré-inflamatdrios. Devido a essa

caracteristica do ligante LL-37, agonistas mais especificos ao FPR2 s&o desejaveis®®.
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Figura 19: Estrutura do LL-37. Pode-se observar em A as duas porc¢des formadoras
desse peptideo, uma hidrofébica, na parte inferior e outra hidrofilica na parte de
superior rica em aminoacidos catidnicos e em B sua estrutura preferencial em alfa

hélice, caracteristicas encontradas em peptideos antimicrobianos®®8,

Para a ativacdo do FPR2 sdao também conhecidos os W-peptideos (também
chamados de peptideos da série W), como o bem estudado WKYMVm (Trp-Lys-Tyr-
Met-Val-D-Met), que foi obtido de uma variedade de outros peptideos®.

Foi mostrado que esse peptideo pode provocar um aumento na atividade
bactericida, apoptose de células imunes e inibicdo da inflamag&do em 6rgéos vitais em
modelos biolégicos murinos de sepse por puncdo da ligacdo de ceco (CLP). Essa
atividade bactericida se deu por um aumento na produc¢éao de citocinas do tipo 1 (INF-
y e IL-12). A citocina INF-y € uma importante citocina liberada em respostas imunes
adaptativas, com a funcdo de atrair os macrofagos que ostentam capacidade
fagocitica, auxiliam na remocdo de restos celulares, promovem a cicatrizacdo e
reorganizacao das areas com inflamacao. Ja a principal acdo da interleucina 12 é a
de estimular as células “Natural Killer’ (NK) e bloquear a agéo de anticorpos anti-TNF-
a. O peptideo WKYMVm também atua na liberacdo de citocinas do tipo 17 (IL-17 e
TGF-B)** *°. A interleucina 17 é produzida principalmente por células T CD4+, células
epiteliais, endoteliais, entre outras e promovem a liberagéo de citocinas inflamatorias,
como a IlI-6 e a angiogénese, que é a formacao de novos vasos sanguineos, envolvido
no processo natural de crescimento e cura. A IL-17 mantém o estimulo a proliferacéo
da progenitura hematopoiética e sua maturacao preferencial em neutrofilos. J& o TGF-
B é um polipeptideo que estimula o crescimento e diferenciacdo celular (reparo

tecidual), entre outras funcdes relacionadas a imunidade.
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Foi demonstrando ainda que a estrutura do agonista WKYMVm tolera
alongamentos no N-terminal e a remocao dos dois primeiros residuos, na porcéo C-
terminal (Vm), sem uma significativa perda como agonista do receptor FPR2. A
eliminacdo do terceiro e quarto residuo (WK) desse pentapeptideo reduz
drasticamente sua poténcia como agonista, sugerindo que esses dois residuos de
aminoacidos s&o fundamentais para a interacéo receptor-ligante®’.

Hui-Xin Wan> e colaboradores prepararam analogos de L-aminoacidos de
variantes sintéticos do ja conhecido agonista WKYMVm. Foi demonstrado que,
embora a substituicdo do D-aminoacido metionina na posicédo 6 tenha diminuido a
poténcia agonista, a remocéo da D-metionina e da valina na posicédo 5 produziu um
peptideo que conservou a maior parte da bioatividade do peptideo parental,
resultando na variante WKYM. Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, com
trabalho j& publicado, mostraram o potencial do WKYM-NH2 (CHIM2)"2 na mediagdo
da geracdo de ROS e de IL-6 e 12 em células BMDM de camundongos (Figura 20).
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FIGURA 20: Liberacdo de ROS em neutrofilos humanos estimulados por LPS na
presenca de diferentes peptideos na mesma concentracao (10uM). Nota-se que ha a
liberacao total de ROS na presenca de estruturas que apresentam WKYM-NH2 em
niveis superiores as células que nao tinham o peptideo. Ensaios com ELISA em
células de BMDM néo estimuladas e estimuladas com LPS, o peptideo WKYM-NH:2

estimulou a liberacédo de interleucinas 6 e 12 2.

Esses estudos corroboram com a ideia de que os W-peptideos®: %45, variantes
do agonista WKYMVm, como o0 WKYM-NH2, possuem uma interacéo mais especifica
com o agonista FPR2, estimulando o sistema imunoldgico e possivelmente sem gerar
os efeitos colaterais relatados do agonista LL-37. Com isso, a utilizacdo desse

tetrapeptideo para a sinalizacédo quimica e ativagado do sistema imunoldgico pode ser
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uma alternativa para um tratamento mais eficaz de infec¢des bacterianas tendo uma
resposta imune simulando a acdo do agonista LL-37, no entanto de maneira mais

controlada®.

1.10.2 Desenho racional de um peptideo quimera (CHIM3) com atividade
dual de acumulo em membrana bacteriana e quimiotaxia pela
liberacdo de agonista de FPR2 pela acdo da Spase | bacteriana.

Como apresentado no presente trabalho, a presenca de microrganismos
invasores gera um microambiente rico em proteases com diversas atividades, como
a de tripsina e quimotripsina. Todavia, essas proteases podem ter origem tanto nos
microrganismos invasores quanto no préprio hospedeiro, afinal sdo expressas de
maneira exacerbada ao longo do processo inflamatorio. O sistema imune apresenta
variadas formas de ativagdo contra processos virulentos mediante a ativagdo e
amplificacdo de respostas celulares e humorais. Uma dessas respostas é as
serinoproteases secretadas pelos leucdcitos de mastocitos como: elastase, catepsina
G, trombina e calicreinas (que podem apresentar atividade de quimotripsina ou
tripsina). Outras enzimas, FXlla, PK, FXla relacionadas a fatores pré-inflamatorios e
pré-coagulantes em situacdes de injuria possuem atividade do tipo tripsina?’. Esse
ambiente, rico em proteases, pode ser explorado para o desenvolvimento de drogas
imunomoduladoras que possam ser ativadas in situ utilizando a atividade proteolitica
das proprias enzimas do seio da infecgdo ou mesmo das préprias bactérias, como a
ja apresentada, Spase I.

O nosso grupo de pesquisa ja explorou essas caracteristicas e desenhou
anteriormente outras quimeras peptidicas, chamadas de CHIM1 e CHIM2 (Tabela 3)
com base no mesmo conceito?. Estas quimeras utilizam a estrutura do Hs02 (Figura
15), com poucas alteracdes, como peptideo carreador e direcionador a membranas
bacterianas. Mais recentemente, o peptideo CHIM2 foi avaliado em vesiculas modelo
compostas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e de dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPG), onde foi possivel evidenciar sua seletividade por vesiculas de carga
negativa (LUVs de 2:1 DMPC:DMPG) e o padrao diferencial de liberacédo da porgcao

agonista de FPR2 em sistemas acrescidos de CHIM2, vesiculas fosfolipidicas e da
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enzima tripsina®. Além disso, foi possivel determinar, por ressonancia magnética
nuclear, a estrutura do peptideo ligado em micelas de DPC, demonstrando a presenca
de uma regido estruturada (correspondente a Hs02) e uma regido desestruturada
(Figura 21).

Figura 21: Estruturacdo do peptideo CHIM2 determinada por RMN pelo nosso grupo
de pesquisa: Observa-se a estruturacdo do peptideo CHIM2 em alfa-hélice (A); além
de regifes desestruturadas ou que possuem um maior grau de liberdade préximo a

regido N- e C-terminal (B)2.

Para o desenho de uma nova estrutura quimérica aprimorada (CHIM3) que
ainda apresente atividade dual (carreadora/antimicrobiana e imunomoduladora), foi
mantido o desenho do peptideo catibnico Hs02 e acrescentou-se uma regido nova de
reconhecimento da Spase | (fora as estruturas de reconhecimento enzimatico ja
presentes no CHIM2). Esse novo sitio de reconhecimento lancado nessa nova
estrutura peptidica, -ANAAQH-, foi desenhado a partir da literatura, onde foi
demonstrada uma atividade proteolitica intensa na ligacdo entre as alaninas

(ANA|AQH) para a enzima Spase | em S. aureus *. Além disso, foi planejado para
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gue, na posicao -6, onde se encontra o espacador desestruturado (GPG), tivesse um
residuo de glicina, visto que estudos mostraram ser um residuo conservado em pré-
proteinas que sao reconhecidas pela Spase I. O espacador desenovelado formado
por glicina-prolina-glicina (GPG)"374, deve conferir maior liberdade conformacional a
essa parte da estrutura, possibilitando, assim, um menor impedimento ao acesso da
enzima ao sitio de clivagem. Também se projetou a porcao C-terminal de forma a ter
nove residuos, a partir da posicdo -1 do segmento de clivagem, pois estudos
mostraram que acima de nove residuos a atividade de protedlise da Spase | é
significativamente diminuida®. Em seguida, outra regido que pode atuar como um
sitio extra de reconhecimento enzimatico, agora com preferéncia de atividade do tipo
tripsina, desenhado como: Lisina-Arginina (KR)?. A partir desse desenho do peptideo,
com essas duas regides que apresentam sitios de atividade proteolitica de enzimas
diferentes, é esperada uma maior eficiéncia na liberacdo da parte final do peptideo,
gue é a regido imunomoduladora, o tetrapeptideo com atividade agonista de FPR2,
WKYM-NH22,

Isto posto, de maneira concisa, 0 presente trabalho teve como propdésito a
racionalizacdo estrutural de uma quimera peptidica que parte do conhecimento
acumulado até o momento para os peptideos da série CHIM. Essa estrutura foi
dividida em quatro segmentos:

1. Peptideo catibnico anfifilico com afinidade diferencial por membranas
bacterianas. Para esse segmento foi usado um variante do peptideo Hs02,
descrito pelo nosso grupo de pesquisa®. Esse peptideo pode tanto ter uma
atividade antimicrobiana direta ha membrana, como a de detergéncia ou
apenas, em concentracfes sub-liticas, apresentar interacao superficial e
acumulo. Sua interacdo superficial na membrana pode fornecer, a principio,
uma protecdo a clivagem enzimatica da cadeia polipeptidica expondo
somente o sitio de protedlise de interesse. Essa atividade pode ainda
prolongar a liberacdo da porgcédo agonista no tempo, fazendo com que a
acao de estimulacao do sistema imune perdure;

2. Um segmento espacador desestruturado que permita maior liberdade

conformacional, distanciando o sitio de clivagem da membrana bacteriana
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para 0 acesso mais facilitado a proteases. Essa regidao pode ser desenhada
com aminoacidos que tenham uma menor cadeia lateral facilitando outros
estados conformacionais, como a glicina;

3. Sitio de protedlise. O sitio de protedlise pode ser desenhado de tal forma a
contemplar diferentes proteases expressas no local da infec¢do, podendo
ser de origem do proprio sistema de defesa, exoproteases bacterianas ou
proteases presas a membrana;

4. O segmento imunomodulador. Esse peptideo deve ser liberado pela
protedlise do precursor e ser capaz de sinalizar e guiar por quimiotaxia o
sistema de defesa para o local de infec¢do. Esse segmento serd composto
pelo agonista de FPR2, WKYM-NH22 75,

Tabela 3: Estruturas primérias dos peptideos Hs02, CHIM1, CHIM2 e CHIM3

Peptideo Estrutura Primaria
Hs02 KWAVRIIRKFIKGFIS-NH2
CHIM1 KWAVRIIRKFIKGFISGG  WKYM-NH2
CHIM2 KWAVKIIRKFIKGFISGG ' WKYM-NH2
CHIM3 KWAVKIIRKFIKGFISGPG WKYM-NH:2

Na tabela 3 acima, podemos comparar as estruturas dos peptideos da série
CHIM. Comecando pelo carreador, a sequéncia primaria do peptideo Hs02,
prospectado pelo Software Kamal. No peptideo CHIM1 a porcao carreadora, sem
modificacdes, foi ligada a um espacador glicina-glicina (em vermelho) e em sequéncia
a regido de reconhecimento enzimatico, KK, em amarelo, e o sitio de clivagem entre
a lisina e o triptofano (K-|-W), liberando a porcéo agonista WKYM-NH2, em roxo. No
peptideo CHIM2 ocorreu a troca de Arg6 para Lys (em azul), com o objetivo de
diminuir a hidrélise na regido e conservar por mais tempo a porcéo carreadora e a
troca do sitio de reconhecimento enzimatico para KR (em amarelo). Para o peptideo
CHIM3 a modificacao da Arg6Lys se manteve e o espacador foi modificado para GPG
(em vermelho) ligado ao sitio de reconhecimento ANA (em verde) e um sitio de
reconhecimento apés o sitio de clivagem AQH (em azul claro) e o outro sitio de

clivagem com atividade da tripsina KR conservado do peptideo CHIM2.
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A racionalizacédo dessa melhor atividade dual, procedente da acao direta na
membrana e liberacdo do fragmento imunomodulador gerando assim um potencial

quimiotético, € representada pelo mecanismo da figura 22 abaixo.

(CHIM3)

) (Prot,eases)

————+ WKYM- NH,

+9 :
(Neutréfilos)®

Figura 22: Representacdo da interacdo do peptideo CHIM3 com a membrana

bacteriana, protedlise e liberagdo do agonista de FPR2. O peptideo CHIM3 apds o
direcionamento e acumulacao no local da infec¢éo interagiria de forma reversivel com
a membrana bacteriana, onde em situacées com uma quantidade maior de células
bacterianas, ocorreria o deslocamento do equilibrio para a forma do peptideo ligado
a membrana, em seguida o reconhecimento, pela Spase | do sitio ANAA e protedlise
e liberacdo no meio do precursor do agonista WKYM-NHz2, que seria reconhecido pelo
receptor FPR2 ocasionando a sinalizagéo recrutando o sistema imune para o combate

a infeccgéo.
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Como o microambiente de uma infeccdo bacteriana é rico em proteases
diversas, ainda € possivel prever que CHIM3 sera alvo de hidrolise enzimética em
posicbes indesejadas da cadeia polipeptidica. Assim, pode-se cogitar que
modificacbes estruturais aumentem a meia vida de determinados fragmentos
peptidicos’. Essas modificacdes podem impedir ou dificultar o correto
reconhecimento enzimatico, por efeito estérico ou mudanca das interactes
intermoleculares no sitio ativo. A amidacéo no C-terminal, a titulo de exemplo, € uma
das modificacdes cotidianamente feitas na sintese de peptideos diversos, sendo
relacionada a menor susceptibilidade a acédo de enzimas do tipo carboxipeptidase’®.

Alternativamente, outra modificagdo que pode ser pensada na estrutura do
peptideo CHIM3 € a N-metilacdo. A N-metilacdo apresenta algumas caracteristicas
interessantes. Trata-se de uma modificacdo estrutural relativamente simples, com
poucos impactos na estrutura dos peptideos. Alguns trabalhos demonstram que a N-
metilacdo de residuos de aminoacidos em ligacdes peptidicas adjacentes a sitios de
protedlise com tripsina sdo capazes de reduzir de maneira dramatica a taxa de
hidrélise nestas ligacdes e em ligacdes adjacentes’’~’°. Por ultimo, Fmoc-N-metil-
aminoacidos sao disponiveis comercialmente, o que facilita de sobremaneira a

sintese de moléculas modificadas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivo geral a sintese de CHIM3 e a avaliacao
do seu perfil de hidrélise a partir das bactérias E. coli e S. aureus, visando,
principalmente, a verificagdo da atividade da enzima bacteriana Spase |. Além
disso, pretende-se avaliar a liberacdo no meio reacional de um tetrapeptideo
responsavel pela sensibilizacdo de FPR2, WKYM-NHz2, provindo de CHIM3, e que
dirigirh a maturacdo e quimiotaxia de neutréfilos para o local infeccionado.
Objetiva-se também a proposicdo de modificac6es estruturais em CHIM3 que

melhorem sua atividade bioldgica.

2.2 Objetivos Especificos

O presente estudo tem como objetivos especificos:

1. Desenho racional do peptideo CHIM3, correspondente a CHIM2 acrescido de
um sitio proteolitico de Spase | bacteriana;

2. Sintese em fase sélida do peptideo CHIMS3;

3. Purificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e caracterizacéo
por espectrometria de massa do peptideo sintetizado;

4. Ensaios de determinacdo de CIM e CBM de CHIM3

5. Incubacdo de CHIM3 com E. coli e S. aureus a partir de diferentes
concentracdes de peptideo e tempos de incubacéo variaveis;

6. Andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-
MS/MS) dos fragmentos de CHIM3 gerados pela digestdo enzimatica no
experimento de incubacao das bactérias com o peptideo CHIM3;

7. Verificacdo do efeito de inibidores enzimaticos na hidrélise de CHIM3
promovida por E. coli e S. aureus;

8. Sintese de analogos do peptideo CHIM3 visando 0 aumento da vida média do
WKYM-NHz em meio contendo bactérias;
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9. Avaliacéo in silico da interacédo do peptideo WKYM-NHz e WK(Y-NMe)M-NH:2
com FPR2;

10. Ensaios de citotoxicidade para macréfagos murinos do peptideo WK(Y-
NMe)M-NHz;

11. Quantificacdo do peptideo WKYM-NH2 e WK(Y-NMe)M-NH:2 proveniente dos
ensaios de digestdo de CHIM3 e CHIM3-Y(NMe) por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE);

12. Perfil de liberacéo de citocinas induzidas pelo peptideo WK(Y-NMe)M-NHz em

macréfagos peritoneais murinos.
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3. Métodos

3.1 Sintese em fase soélida do peptideo CHIM3, WKYM-NH2 e WRWWWW-
NH:2

Os peptideos foram sintetizados utilizando-se a técnica de sintese de
peptideos em fase solida, SPPS (sigla em inglés para Solid Phase Peptide
Synthesis) (Esquema 1). Essa técnica de sintese de peptideos foi introduzida por
Robert Bruce Merrefield em 1963.A sequéncia peptidica desejada é sintetizada
quimicamente ancorada a uma matriz polimérica, através de sua extremidade
carboxiterminal. Essa extremidade se liga a resina polimérica por um linker.
Dependendo do linker utilizado, apds a sintese, a regido C-terminal pode deixar a
resina como uma carboxila ou como uma amida.

Nesse tipo de sintese, os aminoacidos apresentam, geralmente, grupos
protetores na amina e, caso tenham grupo funcional reativo na cadeia lateral,
grupos protetores de cadeia lateral. Dependendo dos grupos protetores nos
aminoacidos presentes, emprega-se meétodos sintéticos diferentes. A técnica mais
amplamente utilizada é a com o grupo protetor Fmoc no grupo amina. Esse tipo
de técnica foi compilado no trabalho de Chan e White®, e usado como base
esquematica para as sinteses em fase sélida do presente trabalho.

Para a sintese, foi utilizada como fase soélida a resina de Rink (Figura 23), uma
vez que se objetivava um peptideo amidado no “C terminal” apds a clivagem da
resina. Isso & possivel pois o “linker” apresenta uma amina, que ao se ligar ao

primeiro aminoacido formara uma amida.

HaC
0 NHs

0 ‘ ‘ o >

CH; Resina de Rink

Fase Solida

Figura 23: Estrutura do “linker” da resina de Rink ligada a fase polimérica sdlida.
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A Sintese do peptideo foi feita seguindo o protocolo de sintese para rendimento
de 0,15mmol. Para tal, pesou-se inicialmente uma massa de resina de 215,0 mg
para a sintese dos dois peptideos (grau de substituicdo de 0,45 mmol.g* -
Novabiochem® - 100-200 mesh) e em seguida adicionou-se a resina 2,5ml de
diclorometano (DCM) para a etapa de solvatacdo. A mistura ficou sob agitacao
durante 30 minutos. Apds essa etapa, adicionou-se 2,5ml de 4-metilpiperidina
(20%) em DMF para a remogéao do grupo protetor do “N-terminal” da resina, o0 meio
reacional ficou sob agitacdo durante 15 minutos, repetiu-se essa etapa mais uma
vez para renovar 0 excesso de 4-metilpiperidina e garantir a saida do grupo
protetor. Em seguida, apds o procedimento de lavagem com dimetilformamida
(DMF) e diclorometano (DCM), foi feito um teste de Kaiser para a verificacdo da
desprotecao. Confirmada a desprotecao, passou-se para a etapa de acoplamento
do aminoacido da sequéncia estabelecida. Para o procedimento, pesou-se e
adicionou-se a um recipiente do tipo falcon a massa do aminoacido com quatro
equivalentes de excesso, a Oxima® (83,5mg), 93uL de DIC e 2ml de DMF. Essa
mistura reacional ficou sob agitacdo durante 1,5h. Transcorrido o tempo de
reacao, procedeu-se a uma nova etapa de lavagem com DMF e DCM e a um novo
teste de Kaiser para a confirmacéo do acoplamento. Esse procedimento € seguido
por uma nova etapa de desprotecao, repetindo-se o ciclo de acoplamento até o
ultimo aminoé&cido da sequéncia estabelecida.

O teste de Kaiser € um teste qualitativo colorimétrico idealizado por Kaiser e
usado para testar a presenca de grupos amino livres. O teste € simples, rapido e
com boa confiabilidade. Para a realiza¢do do teste, é recolhida uma amostra de
resina, colocada em um recipiente separado e adicionada uma sequéncia de trés
reagentes: solucdo de KCN em piridina, solucédo de 80% fenol em etanol anidro e
uma solucéo de 5% de ninhidrina em etanol anidro.

Em presenca de grupamento amino livre, ocorre uma reacao com a ninhidrina
formando uma estrutura com ligacdes duplas conjugadas, tal fato confere uma
coloragdo normalmente azulada a resina indicando de maneira colorimétrica,
assim, a presenca do grupo amino livre. A coloracdo da resina € indicada como
um resultado positivo, que deve ser obtido em etapas de desprotecdo ou quando
a etapa de acoplamento ndo ocorreu de maneira adequada, indicando a

necessidade de um procedimento de reacoplamento.
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Esgquema 1: Fluxograma resumido da Sintese em Fase Sélida de Peptideos.

Apls o acoplamento e desprote¢cdo do ultimo aminoé&cido, foi feito o

procedimento de clivagem da resina para a obtencao do peptideo bruto, utilizando

para tal um “coquetel” de clivagem geral de peptideos, com acido trifluoracético

(TFA), agua, fenol, tioanisol e etanoditiol (82,5:5:5:5:2,5 v/v), totalizando um

volume de 10 ml (Tabela 4).

Tabela 4: Tipos de solucdes utilizadas na clivagem de peptideos da resina polimérica

e a desprotecdo simultanea dos grupos funcionais presentes nas cadeias laterais dos

residuos de aminoacidos.

Tipos de Aminoacidos nos ] Tempo de
) “Coquetel de Clivagem” .
Peptideos reacao
Peptideos contendo todos os .
o TFA/TIS/Agua
aminoacidos exceto Arg, Cys 1,5h - 3,0h
_ 95:2.5:2.5 (VIV)
e Trp desprotegido.
Peptideos contendo todos os i
o TFA/TIS/Agua/EDT
aminoacidos exceto Arg e/ou 1,5h - 3,0h
_ 94:1:2.5:2.5 (VIV)
Trp Desprotegido
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) TFA/Tioanisol/Agua/Fenol/EDT
Todos os Peptideos 1,5h - 18,0h
82.5:5:5:5:2.5 (VIV)

O procedimento de clivagem (Esquema 2) foi feito colocando a resina seca
apos a desprotecao do ultimo aminoacido em um Falcon de 50 ml e com a adi¢ao dos
reagentes do “coquetel” geral de clivagem e mistura posta sob agitagao durante 1,5h.
Apés transcorrido o tempo de clivagem, a solucdo foi purgada com hélio para a
remocao do excesso de TFA. Em seguida, foi adicionado diisopropil éter gelado para
a precipitacdo do peptideo e solubilizacdo dos grupos de protecdo de cadeia lateral.
ApoOs a precipitacao, foi feita uma filtragem a vacuo e em seguida uma solubilizac&o
do peptideo com uma solucdo de agua/acetonitrila (50:50). O peptideo solubilizado
foi submetido a liofilizacdo para a obtencéo do peptideo bruto seco.

K 1h e 30 min. -
Inserir em um Falcon de agitaco Evaporagao do
Secar e pesar .
: » aresinasecaeo » TFA em fluxo
aresina ) "
coquetel de clivagem de Argénio
Solubilizagao do . Precipitacao do
¢ Filtragem do pitag

eptideo presente na - eptideo utilizando
Pep P solido e descarte Pep

massa sélida utilizando | , éter diisopropilico
. da fase etérea
agua/acn 1:1 (v/v) gelado

Fy

1
H I
1 agua/acetonitrila sera :
| liofilizado e purificado !
: por meio de técnicas :
: cromatograficas 1

Esquema 2: Fluxo de etapas envolvidas na clivagem do peptideo sintetizado.

3.1.1 Sintese em fase solida dos peptideo CHIM3-Y(NMe) e do peptideo
WK (Y-NMe)M-NH:
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O peptideo CHIM3-Y(NMe), bem como o peptideo WK(Y-NMe)M-NH2 sao
peptideos modificados quimicamente. Ambos foram sintetizados em fase soélida
utilizando o mesmo protocolo de sintese do peptideo CHIM3, no entanto, o segundo
aminoacido a partir do C-terminal também amidado, apresenta um grupo metila (-
CHBg) ligado no nitrogénio da ligagdo amidica. Foi utilizado uma massa de resina Rink,
com grau de substituicdo de 0,62 mMol (Novabiochem® - S7958701 - 100-200 mesh),
respectivamente de 242,0 mg e 243,2 mg.

A sintese foi realizada a partir de Fmoc-N-Me-Tyr(tBu)-OH, (Sigma Aldrich —
773174) utilizando para o seu acoplamento, 4 equivalentes de aminoacido,
totalizando uma massa de 284,136 mg, juntamente com 0s costumeiros reagentes de
acoplamento DIC e Oxima®. Apds a sintese em fase soélida, o Ultimo grupamento de
protecédo Fmoc foi removido com 4-metilpiperidina e o processo de clivagem da resina
e desprotecdo das cadeias laterais foi feita com o coquetel geral de clivagem
(TFA/Tioanisola/Agua/Fenol/EDT — 82.5:5:5:5:2.5 (V/V)), durante 1,5h. Transcorrido
esse tempo, os peptideos foram precipitados com diisopropileter, filtrados,
ressolubilizados em acetonitrila e agua Millig (50:50) e encaminhados para a
liofilizacdo. Apods a liofilizacdo, os peptideos foram purificados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e, em seguida, a fracdo recolhida da cromatrografia foi
liofilizada. A caracterizacdo com sequanciamento dos mesmo foram feitos por
espectrometria de massa para a confirmacdo da sintese. Todos essas etapas
seguindo os mesmos protocolos utilizados para a sintese do peptideo CHIM3.

3.2 Purificacdo dos peptideos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE)

Os peptideos obtidos na sintese em fase sélida, apés passado pelo processo
de clivagem, pré-purificacao por precipitacéo e filtragem, foram entao liofilizados para,
em seguida, serem purificados por cromatografia para a remoc¢ao de subprodutos,
residuos de sintese e clivagem restantes. Para tal, foi utilizado a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) do Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada
(NuPMIA) da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

O cromatografo utilizado é da marca Shimadzu® com sistema de bombeamento
binario (LC-20AR), detector de arranjo de diodo (DAD, SPD-M20A), injetor manual e
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sistema de andlise e processamento de dados LabSolutions verséo 5.92. Foi utilizada
a coluna preparativa de fase reversa Jupiter C18 (250 x 21,2 mm, 10 ym, 300 A) da
Phenomenex. A fase movel foi composta por acetonitrila (acn) + 0,1% TFA e agua
Milig + 0,1% TFA em um fluxo de 10 mL/min. A solucdo do peptideo possuia a
concentracdo de 20 mg.mL™, sendo injetado 1 mL no aparelho. As corridas tiveram
duracdo de 55 minutos. O método utilizado (Figura 24) para a purificacdo foi o de
gradiente, utilizando os seguintes parametros: 0,0 a 5,0 minutos a 5% acetonitrila +
TFA (0,1%); de 5,0 a 50,0 minutos com gradiente de 5 a 100% de acetonitrila + TFA
(0,1%); de 50 a 55 minutos com gradiente constante a 100% de acetonitrila + TFA
(0,1%); de 55 a 60 minutos com gradiente de 100 a 5% de acetonitrila + TFA (0,1%)
mantendo isocraticamente nessa concentracdo até o término da cromatografia em 55
minutos. A corrida cromatografica foi monitorada entre 200 e 300nm e mais
especificamente nos comprimentos de 216 e 280 nm, que s&o comprimentos de onda
gue correspondem, respectivamente, a absorcdo das ligacbes peptidicas e dos
aminoacidos aromaticos como o triptofano (W), a tirosina (Y) e fenilalanina (F),
presentes na estrutura primaria do peptideo. A fracdo correspondente ao peptideo foi

recolhida e encaminhada para a liofilizagéo.

100+

— Gradiente de
Acetonitrila

80
60

40-

%Acetonitrila

0 1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 24: Método utilizado para a purificacdo dos peptideos sintetizados em
laboratorio. Foi utilizado um método de gradiente, comecando com 5% de acn (+ 0,1%
TFA) durante 5 min., aumentando sua concentracao até 100% gradualmente até o
tempo de 50min. mantendo essa concentracdo durante 5min. e novamente
retornando a uma concentracéo de 5% de acn (+ 0,1% TFA) até completar 60min. de

corrida cromatografica.
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3.3 Caracterizacao dos peptideos por Espectrometria de massa (MS)

Apés o processo de purificacdo por CLAE e posterior liofilizacao, o peptideo foi
analisado por espectrometria de massa (MS) para a confirmacdo da sua estrutura
primaria e correta sequéncia de aminoacidos. Essa confirmacéo foi feita utilizando um
Espectrometro de massa do tipo TripleTof 5600+ (Sciex, Ontario, Canadd) por anélise
por cromatografia liquida (Eksigent UltraLC 100, Sciex). Foi utilizado o modo IDA de
aquisicdo fragmentando ions com massa maior que 400 Da a 1250 Da, com
intensidade superior a 1000 cps e moléculas de 1 a 4 cargas positivas, com
temperatura da fonte de 500°C. Voltagem da fonte de 5200.00 Volts. Foi utilizado o
método de injecdo direto das amostras (FIA — Flow Injection Analysis)

O espectro de massa de fragmentacdo (MS/MS) de algumas moléculas foi
obtido usando o MALDI Autoflex Speed TOF/TOF (Bruker Daltonics) operando no
modo refletor positivo. Uma mistura de peptideos foi empregada na calibracédo externa
do espectrometro (Peptide Calibration Standard 1V, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). O equipamento foi controlado com o Softaware Flex Control versédo 3.4 e
as analises foram realizadas com o Softaware Flex Analysis (versdo 3.4 Build 76,
Bruker Daltonics). As massas teodricas foram calculadas usando o Softaware Isotope
Pattern (verséo 3.4 Build 76, Bruker Daltonics). As analises foram realizadas a partir
de um volume correspondente a 1L do peptideo purificado, na molaridade de 30 pM
(solucéo contendo 5% de acetonitrila em agua), misturado com 3 pL de uma solugéo
de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA). A mistura foi adicionada em duplicata
diretamente na placa alvo MALDI MTP Ground Steel. Os espectros de fragmentacao
(MS/MS) foram adquiridos para sequenciamento de peptideos. A fragmentacéo dos
ions precursores foi realizada por LIFT com presséo da célula de colisdo mantida em
3,0x10°¢ torr.

3.3.1 Quantificacdo dos peptideos

A quantificacdo dos peptideos foi feita por espectrometria na regido do UV/VIS,

utilizando um espectrofotdometro da marca Shimadzu® (UV-1280) do Nucleo de
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Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada (NuPMIA) da Faculdade de Medicina
da Universidade de Brasilia. Para a quantificacédo, foi feita uma solugdo com 5 mg do
peptideo em 1 mL de agua Milig, fazendo em seguida uma diluicdo de 200 vezes,
para a obtencédo de valores na faixa entre 0,3 e 0,7 UA. A absorbancia foi medida
utilizando o comprimento de onda de 280 nm que € a faixa de absorcédo de
aminoacidos aromaticos, como alguns presentes na estrutura priméaria dos peptideos.

Para o calculo da concentracdo do peptideo, foi calculada a absortividade
molar tedrica do peptideo, levando em consideracdo sua estrutura primaria e a
presenca de cinco residuos de aminoacidos aromaticos, sendo eles, dois triptofanos
(W), duas fenilalaninas (F) e uma tirosina (Y). Foi calculado o valor de 12490 M-tcm-
1, para o peptideo CHIM3 e para o peptideo CHIM3-Y(NMe), e em 6990 M-icm? para
os peptideos WKYM e WK(Y-NMe)M-NHz2, utilizado o ProtParam no site do EXPASy
Bioinformatic Resource Portal (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam).
Como a solugéo para a mensuracao da absorbancia foi preparada pesando-se 5mg
e dissolvendo em agua para se obter 500uL de solucéo. Dessa solucao pegou-se 5uL
e diluiu para se obter um volume de 1000 pL, medindo-se entdo a absortividade. O
valor obtido no espectrofotdmetro foi dividido pelo valor tedrico calculado e o resultado
multiplicado por 200, visto que foi realizada uma dilui¢cdo inicial de duzentas vezes. O
resultado € a concentracdo molar do peptideo na solucéo inicial preparada com a

massa de 5 mg.

3.4 Determinacdo da concentracao inibitéria minima dos peptideos CHIM3
e CHIM3-Y(Me)

O teste de concentracao inibitéria minima (CIM) foi realizado em colaboracao
com a Universidade Catodlica de Brasilia (UCB) e ao Laboratério de Analises de
Biomoléculas (LABM), do programa de pos-graduacdo em Ciéncias Gendmicas e
Biotecnologia. Para a analise da atividade antimicrobiana do peptideo CHIM3 e
CHIM3-Y(NMe) de acordo com o protocolo M7-A10 do Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI). A faixa de concentracao testada consiste em 128 a 0,25
UM. Para o teste foram incubadas 5x10° células.mL? de concentragdo inicial de
células bacterianas em meio Mueller-Hinton (MH) (Kasvi). Além do peptideo testado,

foi realizado trés tipos de controles:
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1) Controle positivo com o antibiético gentamicina na concentragdo de 20 a 0,039
HM;

2) Controle negativo, que consiste apenas do crescimento dos microrganismos no
meio de cultura;

3) Controle de esterilidade do meio de cultura.

A incubacéo foi realizada em uma estufa a 37°C por 24h utilizando bactérias da
espécie S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922). Apos esse periodo, foi
realizada a leitura do teste através da visualizagdo da presenca ou ndo da turvagao
nos pocos. Para a avaliacdo da concentracdo microbicida minima (CMM), 10 pL da
concentracdo do CIM e mais uma concentracdo acima foram plaqueadas em placas
contendo meio MH sdlido e incubadas nas mesmas condicdes para o teste de CIM.

Tais testes foram realizados em triplicata.

3.5 Ensaios para medir atensdo de membranainduzida com Di-8-ANEPPS
e interacdo com o peptideo CHIM3

Os impactos nas mudancas no potencial dipolar (A®) das membranas plasmaticas
devido a interacdo do peptideo CHIM3 foram realizadas em colaboracdo com a
Univeridade de Lisboa — Portugal, mais especificamente, o Instituto de Medicina
Molecular. Essas mudancas no potencial foram monitorados avaliando a mudanca no
espectro de excitacdo de Di-8-ANEPPS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Dessa
forma, € possivel analisar a afinidade do peptideo pela membrana de forma nédo
invasiva. Foi feita uma suspencéo bacteriana de 600uL, tanto com a E. coli, quanto
com a S. aureus, para uma densidade celular final de 1.10% células/ml, padronizando
com uma concentracao de Di-8-ANEPPS de 100uM. O tempo de incubacéao foi de 60
minutos. Ap6s a marcacao, o peptideo foi adicionado e incubado, protegido da luz,
por 1h, sob agitacdo. Transcorrido esse tempo, foi feito uma centrifugacéo durante 10
minutos a 1000 rpm, descartado o sobrenadante e as células foram ressuspendidas
em um mesmo volume com tampédo PBS. As medidas fluorimétricas foram feitas a
partir de uma varredura em Aexc de 380 a 580nm com Aem fixo em 670 nm em um
Varian Eclipse (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA).

Mudancas no potencial dipolar das membranas bacterianas causadas pela

interacdo dos peptideos sé@o traduzidas em alteracdes do espectro de excitagao,
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sendo essas alteragOes relacionadas matematicamente a afinidade/seletividade do
peptideo com a membrana por meio do calculo da constante de dissociacdo Kq

utilizando a equacdo 1 abaixo, por meio da razdo entre as intensidades nos

comprimentos de onda de excitacdo de 455 e 525 nm (R= lass / I525).

R B[P

Ry ka+ [P]

Sendo que, quanto maior a afinidade do peptideo pela membrana, menor sera
o valor de Kg, ja que o0 Kd = [peptideo].[membrana] / [peptideo-membrana], ou seja,

mais o equilibrio estard deslocado no sentido [peptideo-membrana].

[peptideo] + membrana = [peptideo-membrana]

A razao de intensidades nos comprimentos de onda de excitacdo de 455 e 525
nm (R= lsss / Is25) foi calculado para as diferentes concentracbes de peptideos. O
ajuste e formatacdo da imagem obtida pela equancéo foi feita utilizando o software
GraphPad Prism v9.

3.6. Ensaio de digestdo do CHIM3 e CHIM3 - Y(NMe) com bactérias E. coli
e S. aureus com diferentes concentragoes.

Os ensaios de digestdo foram feitos em colaboracdo com a Universidade
Catolica de Brasilia (UCB) - Laboratério de Andlises de Biomoléculas (LABM), do
programa de poés-graduacdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia. Foram
utilizadas bactérias da espécie S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922). Para
0 ensaio, as bactérias foram crescidas em meio Mueller-Hinton solido em uma estufa
a 37°C por 18h, para a obtencdo de bactérias com alta atividade metabdlica. Apés
esse periodo, foi realizada uma suspenséao bacteriana, transferindo algumas colénias

para um meio em PBS (Phosphate Buffered Saline) a 1x, medindo-se a Densidade
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Optica (OD) para 600nm, para alcancar o equivalente a 1.5 x 108 células/mL, e o pH
ajustado para 7,4.

Essa suspenséo foi incubada com o peptideo CHIM3 nas concentracdes de 5,
25 e 50uM, todos em triplicata, perfazendo um volume de 1ml. A incubacéo foi feita
nos tempos de 0, 8 e 16h a 37°C sob agitacdo constante a 200 rpm. Transcorrido o
tempo de incubacéo, a suspenséo foi centrifugada a 4°C por 10 minutos a 5000 rpm,
0 sobrenadante foi separado e congelado a -20°C para analises posteriores. O

desenho esquematico do experimento esta explicado no esquema 3 abaixo.

Crescimento bacteriano
E. coli (ATCC 25923) e S.
aureus (ATCC 25922)
em meio  Mueller-
Hinton sdlido em uma
estufa a 37°C por 18h.

Suspensdo bacteriana de
concentragdo 1,5 x 108
células/mL em 1 ml de
tampdo PBS 1x e pH =7,4.

Triplicatas feitas nas concentragdes de 5, 25 e
50uM, e controle sem CHIM3, feitas no tempo de 0,
8 e 16h a 37°C sob agitagdo constante de 200 rpm.

Andlise

por LC-MS ‘ <SOBRENADANTE | r <:| —
"%7“‘5——5 ' B j==
[ Il Extracdo em fase solida C-18. I Centrifugagdo a 5000 rpm durante 10

min. a 4°C e separagdo do sobrenadante.

Esquema 3: Esquema do ensaio biologico de digestdo do CHIM3 por E. coli e S.
aureus. Primeiramente, foi realizado o crescimento bacteriano em meio de cultura
com agar. Em seguida, foi feita uma inoculacéo das duas espécies de bactérias em 1
ml de solucdo tamponada de PBS a 1X. Apoés a inoculacéo, foi feito o ensaio em trés
concentracOes diferentes de CHIM3, 5uM, 25uM e 50uM, todos a 37°C nos tempos
de 0, 8 e 16h sob agitacao constante a 200 rpm. Transcorrido o tempo do experimento

foi feito uma centrifugagcéo a 5000 rpm durante dez minutos para a separagcédo do
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sobrenadante, sendo guardado para a pré-purificacado por SPE e posterior anélise por
LC-MS.

Ademais, o controle para este ensaio consistiu-se na incubacao da suspensao
bacteriana sem adicdo do peptideo CHIM3 e CHIM3-Y(NMe) nas mesmas condi¢cdes

citadas acima, também em triplicata.

3.7. Extracdo em fase sdlida (SPE) das fra¢cGes adquiridas no ensaio de
digestéo.

O sobrenadante separado do ensaio de digestdo dos peptideos foi submetido

a uma extracdo em fase solida (SPE, sigla em inglés para solid phase extraction). Os

cartuchos da SPE, filtro cartucho SPE STRATA® 100mg/3ml com fase sélida sendo

constituida por uma C-18-E (55um, 70A — 8B-S001-EBL), foram primeiramente

preparados com 5 ml de acetonitrila, em seguida com 5 ml de agua. Depois de

preparados, os cartuchos foram carregados com a amostra do sobrenadante descrito

no item anterior e lavado com 3 ml de agua. Posteriormente, o retentato foi eluido com

1ml de acetonitrila e congelado a -20°C para posteriormente ser levado para analise
de LC-MS.

3.8. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa (LC-
MS/MS) da fracéo eluida na SPE.

Para andlise do perfil de hidrélise de CHIM3 e CHIM3-Y(NMe) por bactérias,
foi realizada cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa da fracéo
eluida na SPE. Os espectros foram adquiridos em um Q-Tof 5600+ (Sciex, Ontario,
Canadd) por andlise de injecéo de fluxo utilizando um cromatografo liquido (Eksigent
UltraLC 100, Sciex) do Instituto de Quimica - UnB. Uma fonte de ions DuoSpray (Esl)
foi usada e os espectros de MS e MS/MS foram adquiridos em modo positivo. Foi
utilizado o modo IDA de aquisi¢cao fragmentando ions com massa maior que 400 Da
a 1250 Da, com intensidade superior a 1000 cps e moléculas de 1 a 4 cargas
positivas, com temperatura da fonte de 500°C. Voltagem da fonte de 5200.00 Volts.
A coluna utilizada foi da marca KINETEX® (phenomenex®) de 2,6um, C-18 100 A

com dimensao de 50 x 2,1 mm acomodada em um forno mantido a 40°C.
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O gradiente utilizado e 0 método cromatografico foi ajustado para priorizar a
separacao mais eficiente dos fragmentos gerados na digestéo. Foi utilizado para a
fase movel Agua (Fracdo A) e Metanol (Fracdo B) ambas acidificas com 0,1% de
acido formico e uma vazao de 0,4ml/min. A corrida teve um tempo total de 23 minutos
com um gradiente de 0-2 minutos com 5% do solvente B, 2-12 minutos de 5 a 40%
do solvente B, 12-16 minutos de 40 a 95% do solvente B, de 16-17 minutos uma
diminuicdo do solvente B de 95% para 5% mantendo essa concentragcao até o final
da corrida (Figura 25). A andlise dos dados obtidos no LC-MS para a obtencao das
areas de cada sinal das fragBes proteicas para uma posterior relagdo com a
concentracéo de CHIM3 e CHIM3-Y(NMe) foi feita utilizando o Software MultiQuant

(https://sciex.com/products/software/multiguant-software). A plotagem do grafico e

analise de dados obtidos foi feita utilizando o Software GraphPad Prism 7.04

(https://www.graphpad.com/). Os espectros de MS/MS foram plotados com a ajuda

do aplicativo online

http://www.interactivepeptidespectralannotator.com/PeptideAnnotator.html.
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Figura 25: Gradiente utilizado na cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro
de massa. O solvente B é a fase moével organica constituida de metanol + 0,1% de

acido formico. Gradiente de 0-2 minutos, a 5% de solvente B, 2-12 minutos aumento
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do solvente B de 5% para 40%, de 12-16 minutos, aumento do solvente B de 40%
para 95%, mantendo essa porcentagem volume/volume até o décimo oitavo minuto e
em seguida, de 18-19 minutos, reduzindo a porcentagem do solvente B de 95% para

5% mantendo até o minuto 23, finalizando a corrida cromatogréafica.

3.9. Investigacdo das enzimas de E. coli e S. aureus com potencial
digestdo de CHIM3.

A identidade das enzimas que digerem, potencialmente, CHIM3 para as
bactérias avaliadas foi obtida pela literatura ou alternativamente pelo website

BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/index.php).

3.10. Ensaios de incubacdo do CHIM3 com S. aureus e E. coli com
inibidores proteicos.

Para a investigacdo das enzimas envolvidas nos processos de proteolise dos
sitios identificados na digestdo do peptideo CHIM3, foi elaborado um ensaio com
inibidores de proteases no geral PIC (sigla em inglés para Coquetel Inibidor de
Proteases) (Numero de catalogo: P2714), com o objetivo de inibir,
indiscriminadamente, as serino, cisteino e metalo proteases (Tabela 5), juntamente
com um ensaio com cloreto de magnésio (MgClz2) com concentracdo de 5mM, o qual
ja havia sido reportado como um inibidor direcionado a Spase 18%. Os ensaios foram
feitos em colaboracdo com a Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) - Laboratoério
de Analises de Biomoléculas (LABM), do programa de pés-graduacdo em Ciéncias
GenlOmicas e Biotecnologia.

Tabela 5: Coquetel inibidor de proteinas utilizado no teste de digestdo do peptideo
CHIM3 com E. coli e S. aureus.

Serino proteases, tripsina,
guimotripsina, plasmina, calicreina e
trombina.

AEBSF - [4-(2-Aminoethyl)Benzenesulfonyl
fluoride hydrochloride]
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Serino proteases, tripsina,
Aprotinina guimotripsina, calicreina, leucocito
elastase humana

Amino peptidases, leucina amino

Bestatina hydrochloride : .
peptidase e alanil

E-64 — [N-(trans-Epoxysuccinyl)-L-leucine Cisteino proteases, calpaina,
4- guanidinobutylamide] papaina, catepsinaB e L
EDTA Metalo proteases

Serino proteases, cisteino
Sal de Hemisulfato leupeptina proteases, plasmina, tripsina,
papaina e Catepsina B

Tanto os ensaios com o PIC quanto com MgClz foram feitos em triplicata no
tempo de 16h, utilizando CHIM3 a 50 pM, repetindo as mesmas condi¢cdes dos

ensaios de digestdo para ambas as bactérias.

3.11. Quantificacdo dos peptideos WKYM-NH2 e WK(Y-NMe)M-NH2 por
cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os peptideos WKYM-NHz e WK(Y-NMe)M-NH:2 formados por protedlise de
CHIM3 e CHIM3-Y(NMe) nos ensaios com as bactérias E. coli e S. aureus foram
guantificados pela area nos sinais gerados por cromatografia. Para tal finalidade,
primeiramente foi feita uma curva de calibracéo para o peptideo WK(Y-NMe)M-NH:
por com padrdes sintetizados, purificados e quantificados, nas concentracbes 0
(branco sem peptideo), 3.125, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 e 100.0 uM por CLAE, utilizando
a e a area média sob o pico foi calculada, juntamente com o desvio padrao respectivo
de cada pico, feita a regresséo linear (Figura 26) e estimado o limite de quantificacéo,

sigla em inglés LOQ, em 3,74 uM.
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Tanto a curva, quanto as amostras foram analisadas no cromatografo
Shimadzu (Japdo) com sistema de bombeamento binario (LC-20AR), detector de
arranjo de diodo (DAD, SPD-M20A), injetor manual e sistema de analise e
processamento de dados LabSolutions versdo 5.92 no Laboratério NuPMIA da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Foi utilizada a coluna analitica
Vydac 218TP C18 (250 x 4,2 mm, 5 ym). A fase movel era composta de acetonitrila
+ 0,1% TFA/agua + 0,1% TFA em fluxo de 1 mL.mint. Essas concentracdes foram
ajustadas para que o volume de amostra injetado no aparelho fosse de 50 pL. As
corridas tiveram duragéo de 52 minutos, com um gradiente de concentragéo variado
de seguinte perfil: de 0 a 5 min (5% de ACN + TFA); de 5 & 25 min (5 - 95% de ACN
+ TFA); de 25 a 35 min (95 % de ACN + TFA); de 36 a 37 min (95 - 5% ACN + TFA)
e de 37 a 52 min (5% de ACN + TFA). Nos detectores, foram utilizados os
comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm, para monitoramento do peptideo, que
correspondem ao comprimento de onda de absorcdo da ligacdo peptidica e de

absorcao do anel aroméatico das cadeias laterais, respectivamente.
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Y = 14815*X - 55442
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[WKY(Me)M-NH,] (uM)

Figura 26: Curva de calibracdo feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia do
peptideo WK(Y-NMe)M-NH2 com base na média das areas dos picos obtidos no
cromatograma. As corridas cromatograficas dos padrbes foram feitas nas
concentragdes 0, 3.125, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 e 100.0 pM.
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Para o peptideo WKYM-NHz, foi utilizado uma curva de calibragéo previamente
confecionada pelo nosso grupo de pesquisa (Anexo I), utilizando os mesmos padrdes
de injecdo, monitoramento, fluxo e gradiente. Em seguida, foi feita a injecdo, em
triplicata, de fracdes de digestdo das bactérias e calculado a concentracdo com base

na média da &rea do pico gerado na corrida cromatogréfica.

3.12. Design molecular de agonista peptidico para receptor FPR2

A triagem in silico do agonista peptidico foi realizada em colaboracdo com a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A analise foi feita importando o arquivo
do banco de dados da proteina do receptor FPR2, codigo: 6LW5, para o software
BioLuminate versdo 2018-2 (Schrodinger LLC, Nova York). O complexo FPR2-
WKYMVm foi relaxado por dindmica molecular usando um modelo de membrana
POPC por 10 ns usando o pacote Desmond na interface BioLuminate, configurando
classe de conjunto em NPT, 300 K de temperatura e 1 bar de pressédo. Apos 10ns de
simulacdo, o ultimo quadro foi exportado e a mutacdo pontual na sequéncia
WKYMVm foi realizada para obter WKYM e WK(Y-NMe)M-NH:z e outras dinamicas
moleculares foram realizadas conforme descrito acima. A varredura de residuos
também foi empregada definindo a mutagéo de residuos para P,A,L,V,W no residuo
w1, M,S,Q,T,N,H no residuo M4 e Q,V,N,S,T,H no residuo V5. As mutacdes foram
selecionadas para sintese com base no melhor equilibrio entre afinidade delta,

estabilidade e sistema.

3.13. Ensaios de MTT para se determinar a viabilidade celular de BMDM
tratados com WK(Y-NMe)M-NH2

Para a determinacao da viabilidade celular, foram feitos ensaios de MTT ((3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo) utilizando células de BMDM em
colaboracdo com o Laboratério de Imunologia e Inflamacéo, do Instituto de Biologia
(IB) da Universidade de Brasilia (UnB) Para este experimento, as células foram
plaqueadas em placa de cultura de 96 pocos, tratadas por 24 horas com cada
peptideo em diferentes concentragdes (0,1 uM, 1 yM e 10 pM). Apds os tempos de
estimulo, o sobrenadante foi substituido por uma solucéo de 10% de reagente MTT
(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolio brometo) (Sigma-Aldrich, USA) 5mg/mL
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diluido no proprio meio de cultura celular. Em seguida, a placa foi incubada por 4h
protegida da luz na estufa com 5% de CO2. O sobrenadante foi descartado e os
cristais de formazan formados foram diluidos em 100uL de DMSO. A absorbancia lida
foi de 570nm no espectrofotdbmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA). Para
o calculo da viabilidade, as células néo estimuladas foram consideradas como 100%

vidveis e os demais estimulos foram calculados proporcionalmente.

3.14. Ensaios para estimulacédo de células BMDM e dosagem da citocina
TNF-a
Os ensaios de estimulacao foram feitos em colabora¢do com o Laboratério de
Imunologia e Inflamacédo, do Instituto de Biologia (IB) da Universidade de Brasilia
(UnB). As células BMDM depois de diferenciadas e plagueadas foram estimuladas
pelo peptideo WK(Y-NMe)M-NH:z nas concentragbes de 0,1; 1,0 e 10,0uM. Apds o
periodo de 24 horas, a citocina TNF-a, proveniente do sobrenadante livre de células
foram analisados pelo método de enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA),
utilizando-se kits comerciais (eBioscience e R&D System). O ensaio foi realizado
seguindo-se as instrucdes do fabricante e os niveis de citocinas foram demonstrados
em valores absolutos (pg/mL). A absorbancia foi lida a 570nm no espectrofotémetro
SpectraMax M3 (Molecular Devices, USA). Para o ensaio, ainda foi utilizado o inibidor
WRW4 (WRWWWW-NH2), antagonista de FPR2, na concentracdo de 10 uM.
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4. Resultado e Discussao

4.1. Sintese em fase sdlida, purificacdo por CLAE e caracterizagcdo por

Espectrometria de Massa (EM) do peptideo CHIM3

A sintese do peptideo CHIM3 (KWAVKIIRKFIKGFISGPGANAAQHKRWKY M-
NH:) foi feita a partir da técnica de sintese de peptideos em fase sélida utilizando a
guimica Fmoc/tBu. A sintese procedeu de maneira normal até o vigésimo quarto
aminoacido (Arginina), quando foram encontradas dificuldades para o acoplamento
dos residuos subsequentes. Isso foi evidenciado pelo teste de Kaiser, que
apresentava graos totalmente translicidos, com coloracéo azulada intensa ou semi-
translicidos, indicando a presenca de grupamentos amino livres e um baixo
rendimento de acoplamento. Os aminoacidos que apresentaram esse problema foram
reacoplados. Esse método possibilita que o rendimento de sintese do peptideo nédo
diminua significativamente e que ndo ocorra a formacéo de cadeias peptidicas com
um aminoacido de diferenca, o que poderia dificultar a etapa de purificacao.

Para o procedimento de reacoplamento, pesou-se novamente 0 aminoacido
correspondente, com um acréscimo de 10% no seu excesso, juntamente com a
resina, as mesmas quantidades dos reagentes de acoplamento (DIC e Oxima®),
surfactante ndo idnico Triton® X-100 (C14H220(C2H40)n), tudo solubilizado e
homogeneizado em 2 ml de DMF e colocado novamente para reagir sob agitacédo
constante durante 1:30h. A adi¢do do surfactante Triton® X-100 teve como objetivo
tornar disponivel os sitios de acoplamento (aminas livres) que, por vezes, se
internalizam e ndo acoplam com o préximo aminodcido.

Com excecao do vigésimo quarto residuo, que teve de ser reacoplado quatro
vezes, todos os outros da sequéncia até o término do peptideo passaram por um
procedimento de reacoplamento, sendo sempre confirmados pelo teste de Kaiser.
Essa dificuldade no acoplamento é provavelmente causada pelo impedimento
estérico ocasionado pelos volumosos grupos de protecdo da cadeia lateral dos
aminoacidos ou por conta do tamanho da cadeia peptidica que possivelmente
ocasionou a internalizacédo dos pontos de acoplamento. Dificuldades superadas com
a adicéo do surfactante e o aumento em 10% na proporcao dos aminoacidos a serem

acoplados.
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Apds o acoplamento e desprotecdo do ultimo amino&cido da sequéncia,
passou-se para a etapa final de clivagem da resina e desprotecéo geral das cadeias
laterais dos aminoacidos. Apos precipitacdo com 50ml de diisopropil éter gelado, o
tubo Falcon contendo peptideo clivado foi colocado em repouso por 10 minutos no
congelador. Apos esse tempo foi feita uma filtracdo e descartado o filtrado. A massa
restante retida no filtro, correspondente a resina e ao peptideo livre, foi tratada com
uma solucéo de agua e acetonitrila (50:50) para a solubilizacao do peptideo, sendo o
filtrado levado a liofilizacdo. ApGs a etapa de liofilizagéo, foi obtido um solido fino e
branco correspondente ao CHIM3 impuro com massa de 198,5mg.

O peptideo foi purificado por CLAE no método preparativo. O cromatograma
obtido apresentou um sinal intenso (>2000 m(a.u.)) com tempo de retencdo de
aproximadamente 24,9 minutos, sendo coletado logo apds a subida do sinal em 23,5
minutos e até a regido anterior a base descendente do sinal em 25,6 minutos (Figura
27 - A). Pode-se observar ainda que 0s outros picos, fora o relativo ao CHIMS3,
presentes no cromatograma sao poucos e de baixa intensidade, indicando que o
peptideo ja se apresenta um bom grau de pureza, demonstrando ainda que a sintese
guimica gerou poucos subprodutos.

O material coletado foi posteriormente caracterizado por espectrometria de
massa (MS e MS/MS) confirmando a massa e a sequéncia do peptideo CHIM3. A
massa obtida por MS, com predominancia do CHIM3 com tripla carga [M+3H]®* =
1210.3641 Da, estd em concordancia com a massa monoisotopica tedrica calculada
de [M+3H]** = 1210.3613 Da (erro = 2,31 ppm) que pode ser observado na série

isotopica na Figura 27 - B.
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Figura 27: Purificacdo e caracterizacdo do CHIM3. A) Cromatograma com
monitoramento em dois comprimentos de onda: 216 e 280 nm onde o peptideo
apresentou um tempo de retencdo de aproximadamente 24,9 minutos com uma
concentragéo de aproximadamente 50% de acetonitrila. Pelo cromatograma pode-se
inferir a presenca de poucas impurezas sendo o CHIM3 com sinal significativamente
predominante. B) Espectro de MS do CHIM3 referente ao peptideo com tripla carga
positiva ([M+3H]?*) e sua série isotépica. C) Espectro de MS/MS e sequenciamento
do CHIMS utilizando para a confirmacgéo da série -b de sua estrutura priméria obtido
por MALDI-TOF MS.

O ion precursor foi fragmentado gerando um espectro de MS/MS, em uma
analise separada, feita por MALDI TOF/TOF e a estrutura priméaria do peptideo foi
parcialmente assinalada (Figura 27 - C). Para isso, foi feito o sequenciamento
utilizando os ions gerados nas fragmentacdes provenientes da quebra das ligacdes

peptidicas. Essas ligacdes sdo fragilizadas pela mobilidade dos protons que
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desestabilizam o esqueleto peptidico®>. A diferenca de massa entre os ions
detectados pode fornecer a estrutura primaria dos peptideos.

No espectro de MS/MS obtido do CHIMS3 foi possivel realizar o sequenciamento
parcial de sua estrutura primaria e confirmar que a sintese do peptideo foi feita com
0s aminoacidos na sequéncia pré-estabelecida. Nota-se que alguns fragmentos ndo
possuem intensidade suficiente para propiciarem o sequenciamento, como € 0 caso
da regido referente a sequéncia GFIS. No entanto, o espectro nos permite concluir
qgue o peptideo foi sintetizado corretamente, algo que serd extensamente verificado
apos experimentos de hidrdlise dessa molécula por bactérias.

ApoOs a purificacdo e confirmacdo da estrutura primaria, o peptideo foi
guantificado por UV-vis, utilizando como base o calculo do valor teorico de
absorbancia molar do CHIM3, calculado pelo ProtParam no site do ExXPASy
Bioinformatic Resource Portal. Para isso, foi levado em conta, na sua estrutura
primaria, os aminoacidos aromaticos: dois triptofanos (W), duas fenilalaninas (F) e
uma tirosina (Y), onde a absortividade molar teérica foi calculada no valor de 12490
M-lcm. A absorbancia a 280nm obtida pela andlise espectrofotométrica foi dividida
pelo valor tedrico calculado e o resultado multiplicado por 200, levando em
consideracao a diluicdo inicial e entdo a concentracdo do peptideo na massa de 5
mg. Foi obtida uma concentracédo de 1080 uM.

Para se determinar o rendimento teorico da sintese (R:) foi feito o seguinte

calculo:

Rt = massa da resina (g). substituicdo. M. M. do peptideo

Como foram utilizados 215mg (0,215g) de resina, com grau de substituicdo de
0,69 mMol (0,69.10° Mol) e a massa do peptideo é 3628,0604 g/Mol, temos um
rendimento tedrico de 0,351g ou 351mg. Com base na massa calculada, podemos
calcular o rendimento bruto frente ao teérico, dividindo a massa do peptideo obtido,
em gramas pela massa de rendimento tedrico multiplicado por 100%, obtendo um
rendimento bruto de 56,55%.

Para o calculo do rendimento apds a purificacdo, € necessario calcular a
pureza do peptideo apds a purificacdo, que pode ser feito a partir dos dados obtidos
por UV-vis. Como foi calculada uma concentragcéo de 1080 puM na solugéo preparada

com 5mg do peptideo purificado, temos que a massa, em gramas de peptideo &

73



simplesmente a concentracdo em quantidade de matéria x massa molar, chegando a
um resultado de 3,94mg em 5mg e um rendimento final, pos-purificacéo de 27,66%.
ApoOs a sintese e caracterizacdo do peptideo CHIM3 foram feitos testes de
concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo microbicida minima (CMM).
Teste de fundamental importancia para nortear a concentragcdo mais adequada para

tratar o crescimento bacteriano.

4.2. Determinacéo daconcentracdo inibitoria minima (CIM) e da Concentracéo

Microbicida Minima (CMM) do peptideo CHIM3

A concentracao inibitéria minima para o peptideo CHIM3 contra bactérias foi
realizada seguindo protocolo M7-A10 da CLSI. O teste foi feito em caldo em uma
faixa de concentragéo variando de 128 a 0,25uM com S. aureus e E. coli incubadas
a 37°C por 24h em uma concentracéo inicial de 5x10° células.mL1. Foram usados
trés controles diferentes: Controle positivo com o0 antibiético gentamicina na
concentracdo de 20 a 0,039 uM; Controle negativo, que consiste apenas do
crescimento dos microrganismos no meio de cultura; Controle de esterilidade do meio
de cultura. ApGs transcorrido o periodo de incubacéo, foi realizada a inspecao visual

da turbidez dos pocos.

Para a avaliagdo da concentracdo microbicida minima (CMM), 10 uL da
concentracdo do CIM e mais uma concentracdo acima, foram plaqueadas em meio
Mueller-Hinton agar e incubadas nas mesmas condicfes para o teste de CIM. Tais

testes foram realizados em triplicata.

Os resultados obtidos tanto dos testes de CIM quanto CMM estdo
apresentados, respectivamente, nas tabelas 6 e 7, em seguida. Na tabela 6 ainda
esta compilado os dados de CIM de outros peptideos antimicrobianos ja catalogados
bem como o antibiético Ampicilina, que foram dados extraidos da literatura testados

pelo mesmo grupo.

Tabela 6: Resultados de concentracao inibitoria minima (CIM).
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S. aureus ATCC 25922 E. coli ATCC 25923
CHIM3 4uM =0 5,33 uM + 1,89
CHIM22 AuUM %0 3.33uM +0.94
Gentamicina 0,078 uM £ 0 0,31uM =0
Hs0256 1,0uM 0,0 2,0 UM = 0
Asc-0883 1,67 UM + 0,57 20UM £0
Ds 0183 8,0 UM % 0,0 1,0 UM £ 0
Ampicilina® 5,38 uM = 0,0 10,77 uM £ 0

Tabela 7: Concentragdo microbicida minima (CMM).

S. aureus ATCC 25922 E. coli ATCC 25923
CHIM3 6,67 UM + 1,89 5,33 UM + 1,89
CHIM2? 8.00 uM + 5.66 8uM £ 0
Gentamicina 0,234 uM £ 0,078 0,31 uM =0
Hs0275 4.1 pM + 056 2,0 UM + 056

Os dados obtidos para o CHIM3 mostram que a CIM foi mais elevada que
aguele obtida para o peptideo Hs02. Essa perda de poténcia deve ser decorrente da
extensdo da cadeia polipeptidica e da modificacdo Arg6Lys, jA que sdo essas as
diferencas entre essas moléculas. Como a porcdo C-terminal de CHIM3, a principio,
nao contribui para sua interagdo com membranas, e assim, com sua atividade
antimicrobiana, essa perda de poténcia em relacao a Hs02 é justificavel. Entretanto,
CHIM3 é ainda um potente agente antimicrobiano, o que permite concluir que
extensdes C-terminais em Hs02 séo toleradas e ndo ocasionam perdas dramaticas
em poténcia antimicrobiana. Além disso, o CHIM3 apresentou valores de CIM e CMM
equivalentes ao CHIM22. Isso indica que a extensdo no C-terminal na estrutura do
CHIM3 nédo modificou de maneira significativa a atividade antimicrobiana, quando
comparado a CHIM2. CHIM3 pode ser comparado ainda a outros peptideos
antimicrobianos descritos na literatura, como o Asc-08 e o Ds01, peptideos naturais

presente na pele de anfibios®. Comparado ao peptideo Asc-08, o0 CHIM3 se mostrou
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menos potente tanto para a bactéria S. aureus quanto para a E. coli. Todavia, se
mostrou mais eficiente contra a bactéria S. aureus que o AMP Ds01, um peptideo de
29 residuos que mostrou atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas®*. Mesmo o CHIM3 tendo um potencial antimicrobiano levemente
reduzido em relacdo ao Hs02, conserva ainda sua atividade bactericida,
provavelmente por lise, possuindo valores de CMM muito proximos ao de CIM (Tabela
7).

Uma vez constatada a potente atividade antimicrobiana de CHIM3 contra
ambas as bactérias avaliadas, pode-se agora investigar o acimulo desse peptideo

na membrana desses microrganismos.

4.3. Acumulo de CHIM3 nas membranas de E. coli e S. aureus por meio de
experimentos utilizando o marcador fluorescente di-8-ANEPPS

A estrutura do peptideo CHIM3 foi projetada de tal modo que ocorresse a
adsorcdo na membrana bacteriana. Esse acumulo preferencial pode ser usado para
provocar a hidrolise pelas enzimas da propria membrana bacteriana, liberando a
por¢cdo WKYM-NHz, além de ter uma atividade direta antimicrobiana. Essa interagéo
entre peptideo e membrana pode ser mensurada utilizando o marcador fluorescente
Di-8-ANEPPS. Essa afinidade do peptideo CHIM3 com a membrana, expressa pelo
Ka (constante de dissociacao) € calculada com base na razdo entre as intensidades
de excitacdo de Di-8-ANEPPS, com e sem a presenca de peptideo (R/Ro) relacionado

a concentracdo do peptideo incubado (Figura 28).
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Kp=1.9+0.6 uM Kp=1.8+0.5uM
1.04 1.04
E E
[+) Q
o |y B3 o $
0.5 0.5
0.0 r T T T ] 0.0 . . . . .
0 5x10€ 1x10° 1.5x10° 2x10° 2.5x10° 0 5x10% 1x105 1.5x10°5 2x10°5 2.5x10°
[Chim3 (M)] [Chim3 (M)]

76



Figura 28: Relagdo entre as intensidades de excitacdo (Rnorm = R/Ro) pela
concentracdo de peptideo CHIM3 nas duas bactérias avaliadas. Observa-se uma
diminuicdo no valor de Rnorm cOm 0 aumento da concentracdo de CHIMS3, tanto para
S. aureus quanto para E. coli até uma concentracdo de CHIM3 de aproximadamente
1.10° M, obtendo um valor aparente de Ka, respectivamente de 1,9+ 0,6 pM e 1,8
+ 0,5 uM.

Como ja esperado, ocorreu uma diminuicdo do valor de Rnorm (R/Ro) com o
aumento da concentracdo de peptideo até uma concentracdo de aproximadamente
1.10° pM. Ap6s essa concentracdo, os valores de Rnom permaneceram
aproximadamente constantes, indicando uma saturacdo da membrana bacteriana
pelo peptideo e um valor maximo da concentracao [peptideo-membrana], ou seja, é
possivel atingir a quantidade méxima do peptideo associado a membrana em
concentracdes relativamente baixas de 1.10° M, para ambas as bactérias, refletindo
em valores semelhantes de Kq (da ordem de 1,8 a 1,9 pM). Essa constante de
dissociacdo aponta uma boa interacdo entre o peptideo e a membrana bacteriana,
tanto nas Gram — negativas quanto em Gram — positivas, quando comparado com
outros peptideos ja publicados, como no trabalho de Makowski e colaboradores &,
obtendo o valor de 1,7 + 0,49 UM ou ainda no trabalho de Felicio e colaboradores®®
de 1.88 + 0.28 uM, ambos para a bactéria E. Coli.

Identificada a adsorcao de CHIM3 na membrana das bactérias avaliadas, ainda
se faz necessario que ocorra a protedlise nas regides racionalizadas previamente e a
liberacdo dos fragmentos quimioatrativos do sistema imune em um meio

relativamente complexo.

4.4. Ensaios de digestédo do peptideo CHIM3 ap6s incubagédo com E. coli e S.
aureus.

Para os ensaios de hidrélise do peptideo CHIM3 por E. coli e S. aureus,
primeiramente foi feito o crescimento bacteriano em meio Mueller-Hinton com
posterior transferéncia das bactérias para 1 ml de solugcdo PBS a 1M, até atingir uma
concentracdo bacteriana de 1,5 x 108 células/mL (0,5 Mc Farland). O CHIM3 foi

adicionado em triplicata, com trés concentragfes diferentes de peptideo: 5uM, 25uM
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e 50uM, com incubagéo a 37°C durante 0, 8 e 16h sob agitacdo a 200 rpm. Como
ilustrado no esquema 3.

O experimento de hidrdlise bacteriana de CHIM3 foi elaborado dessa maneira
para simplificar a matriz de ac&o do peptideo e facilitar a identificacdo posterior dos
fragmentos gerados pela protedlise. Por tal motivo, foi feita a transferéncia das cepas
bacterianas para uma solugéo tamponada de PBS, um meio significativamente mais
simples que o meio Mueller-Hinton. Apds a centrifugacdo para a separacdo do
sobrenadante, foi feito uma pré-purificacdo utilizando uma Extracdo em Fase Sélida
(SPE, C18) e, das amostras eluidas, foi feita uma andlise por cromatografia liquida
acoplada a um espectometro de massa (LC-MS) utilizando uma coluna de fase
reversa C-18. No geral, foram feitos, para cada bactéria, ensaios em triplicata para as
concentracfes de 0, 5, 25 e 50 uM de CHIMS3 e mais trés replicatas de controle, para
cada tempo testado (0, 8 e 16h), contendo somente bactérias mas sem a adi¢do do

peptideo.

4.5. Fragmentos de protedlise obtidos no ensaio de digestdo do CHIM3 pelas
bactérias E. coli e S. aureus analisados por LC-MS

As amostras de sobrenadante resultantes da incubacao de CHIM3 com E. coli
e S. aureus foram submetidas a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (LC-MS) operando em modo positivo e utilizando o método de aquisicdo IDA
(Independent Data Acquisition). Apos aquisicdo de dados, os espectros de MS/MS
obtidos foram avaliados manualmente para verificacdo de sua natureza quimica (se
eram provenientes de peptideos) e assinalamento de sua estrutura primaria. Foram
usados como referéncia os dados de CHIM3 a 50uM incubado com E.coli, ja que essa
condicdo resultou em maior numero de peptideos identificados. Os mesmos ions,
identificados nessa amostra, foram depois buscados nas demais analises e também
na amostra de CHIM3 incubada com S. aureus.

E possivel afirmar que CHIM3 sofreu uma intensa atividade proteolitica, sendo
essa mais pronunciada para a bactéria E. coli do que para S. aureus. Percebe-se
pelos fragmentos gerados atividade proteolitica do tipo tripsina (trypsin-like)
evidenciada pela presenca de fragmentos resultantes da digestdo na porcdo C-
terminal de residuos basicos (K e R), como por exemplo: K| YM-NH:2 (encontrado em

E. coli) e -RJWKYM-NH: (encontrado em E. coli e em S. aureus). Além disso, foram
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detectados fragmentos cuja hidrélise ocorreu na por¢do C-terminal de residuos
hidrofébicos e volumosos, compativel entdo com atividade do tipo quimotripsina
(chymotrypsin-like), como por exemplo -F | ISGPGANAAQH (encontrado em E. coli).
E possivel inferir também a presenca de aminopeptidases e carboxipeptidases®,
enzimas naturalmente expressas por essas bactérias e que clivam ligagdes peptidicas
na extremidade amino- ou carboxi-terminal, respectivamente. Como exemplo, infere-
se a possivel presenca da metaloprotease Alanina Carboxipeptidase®’, que cliva
aminoécido do tipo alanina na porgéo carboxi-terminal dos peptideos, compativel com
a presenca de um dos fragmentos encontrados: FIKGFISGPGANA.

Alguns dos segmentos identificados por LC-MS nestas amostras estdo aqui
apresentados como forma de ilustracdo dos dados. O fragmento WKYM-NHz,
proveniente da acdo de enzima do tipo tripsina (trypsin-like) diretamente em CHIM3,
ou em fragmentos deste, teve um tempo de retencao de aproximadamente 10 minutos
(Figura 29 - A), com massa [M+H]* = 626.3118 Da (Figura 29 - D). O fragmento YM-
NH2z, compativel com os dois residuos C-terminais de CHIM3, foi encontrado em dois
tempos de retencdo, mostrando um sinal intenso em aproximadamente 2 minutos e
um pequeno sinal ao final da cromatografia, em aproximadamente 15,5 minutos
(Figura 29 - B). Esse fragmento apresentou [M+H]* = 312.1374 Da (Figura 29 - E), e
a identidade deste foi confirmada pelo espectro de MS/MS somente no ion de menor
retencdo cromatogréfica. Foi também possivel detectar um fragmento resultante de
uma clivagem interna dupla em CHIM3. Este é advindo de uma hidrélise do tipo
trypsin-like, ap6s aminoéacidos di-basicos -KR-, e de uma segunda hidrélise na ligacéo
ANA A, resultando no fragmento FIKGFISGPGANA. Este teve tempo de retencao de
aproximadamente 17,5 minutos (Figura 29 - C), sendo identificado com a massa de
sua dupla carga: [M+2H]?** = 639.8449 Da (Figura 29 - F), ja que a diferenca entre

seus sinais monoisotdpicos é de 0.5.
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Figura 29: Cromatogramas de ion extraido, XICs (coluna da esquerda) e espectros
de MS (Coluna da direita), respectivamente, dos fragmentos WKYM-NHz, YM-NH: e
FIKGFISGPGANA de CHIM3. A) Cromatograma do WKYM-NH2 mostrando um tempo
de retencdo de aproximadamente 10 minutos, eluindo em uma regido com
aproximadamente 30% de metanol. B) Cromatograma do fragmento YM-NHz2, eluindo
em dois tempos diferentes, aproximadamente 2 minutos e um pequeno sinal ao final
do cromatograma, em aproximadamente 15,5 minutos. C) Cromatograma do
segmento FIKGFISGPGANA, com tempo de retencdo de aproximadamente 17,5
minutos, eluindo em uma regido com maior concentracéo de metanol. D) Espectro de

MS referente ao segmentos agonista de FPR2, encontrado com uma massa de
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[M+H]* = 626.3118 Da e sua série isotdpica. E) Espectro de massa referente ao YM-
NH2 com massa de [M+H]" = 312.1374 Da. F) Espectro de massa do fragmento
FIKGFISGPGANA, encontrado como dupla carga com massa [M+2H]?* = 639.8449
Da. Todos os dados séo referente a 50 uM de CHIM3 incubada com E. coli por 16h.

Os espectros de MS/MS dos fragmentos de CHIM3 em destaque na figura
anterior foram submetidos ao sequenciamento manual (Figura 30) para a confirmacéo
de sua estrutura primaria. O sequenciamento das estruturas pode ser feito tanto pelos
ions da série -b, que se mostraram intensos no espectro de fragmentagdo, quanto

pelos ions da série -y.
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Figura 30: Sequenciamento dos ions relativos aos fragmentos de CHIM3, WKYM-
NH2, YM-NH:z e FIKGFISGPGANA encontrados por LC-MS. A sequéncia de residuos
foi determinada por sequenciamento manual e suas estruturas primarias confirmadas
nos espectros de MS/MS.
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A relagcao entre o fragmento encontrado no LC-MS e a estrutura original do
peptideo foi util na identificacdo dos sitios de protedlise em CHIM3 e ainda no
estabelecimento das possiveis enzimas que podem ter sido responsaveis pela
atividade proteolitica. Os fragmentos identificados, bem como sua estrutura primaria
estdo compilados na Tabela 8. Contudo, deve-se fazer uma ressalva: é possivel que
ainda existam fragmentos de menor intensidade n&o caracterizados, e estes, contidos
na Tabela 8, foram os mais significativos. Um maior apanhado de espectros de
MS/MS dos fragmentos de CHIM3 das estruturas apresentadas na tabela abaixo, que
também foram submetidos a sequenciamento manual para confirmacdo de

identidade, estdo no anexo C.
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Tabela 8: Fragmentos identificados no LC-MS por sequenciamento manual de espectros de MS/MS. Na tabela, da esquerda para a
direita, a massa tedrica monoisotopica, a massa encontrada no espectrometro de massas, a posicdo do fragmento no peptideo parental,
posicdo em numero da seguéncia dos aminoacidos e a estrutura priméaria do segmento encontrado.

Numer o

Erro i o Inicial-
Mt [M+xH]** (Da) Mexp [M+xH]** |0 de Sitio de hidrolise em CHIM3 _ Bac

(ppm) final

(Da) cargas

626.3125 626.3118 1 -1.11 KWAVK||RKF|KGFlSGPGANAAQHKRlWKYM-NHz 28-31 E.c.e S.a.
312.1382 312.1374 1 "2.56 | KWAVKIIRKFIKGFISGPGANAAQHKRWK | YM-NH: 30-31 E.c.
639.8462 639.8449 2 -2.03 KWAVK||RKlF|KGF|SGPGANAlAQHKRWKYM-NH2 10-21 E.c.e S.a.
604.3235 604.3268 2 +2.03 | KWAVKIIRK | FIKGFISGPGAN | AAQHKRWKYM-NH, | 10-20 E.c.
675.3616 675.3632 2 +2.37 | KWAVKIIRK | FIKGFISGPGANAA | QHKRWKYM-NH, | 10-22 E.c.
739.3920 739.3929 2 +1.22 | KWAVKIIRK | FIKGFISGPGANAAQ | HKRWKYM-NH, | 10-23 E.c.
443.2855 443.2871 2 +3.61 | K| WAVKIIR | KFIKGFISGPGANAAQHKRWKYM-NH, | 28 E.c.
511.7876 >11.7871 2 -0.98 | KWAVKIIRK | FIKGFISGPG | ANAAQHKRWKYM-NH, | 15-24 E.c.
575.8053 575.8070 2 +2.95 | KWAVKIIRKFIKGF | ISGPGANAAQHK | RWKYM-NH; | 19-25 E.C.
440.2330 440.2319 1 -2.50 29-31 E.c.

KWAVKIIRKFIKGFISGPGANAAQHKRW | KYM-NH2

X = numero de cargas; E. c. = Escherichia coli; S. a. = Staphylococcus aureus
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A hidrolise no sitio -ANA|A verificada no fragmento FIKGFISGPGANA, de
massa [M+2H]?>* = 639.8449 Da, encontrado apds incubagéo com ambas as bactérias,
indica que o sitio pretendido, desenhado para sofrer acdo da Spase I, foi efetivamente
hidrolisado. Esse dado indica que o peptideo CHIM3 foi adsorvido nhas membranas
destas bactérias, conforme dos dados obtidos com Di-8-ANEPPS, e que seu sitio de
hidrélise para Spase | foi efetivamente reconhecido e o precursor peptidico
hidrolisado.

Pode-se ainda perceber que, principalmente para a E. coli, ocorreu protedlise
em regides adjacentes ao sitio de clivagem preferencial da Spase | (ANJAAQ- e -
ANAA|Q-), indicando acao de outras proteases ou uma menor especificidade desta
enzima para este microrganismo. Entretanto, ja foi relatado na literatura, como no
trabalho de Santosh e colaboradores®®, que a Spase | pode apresentar uma falta de
especificidade em relacao ao sitio preferencial A-X-A. Foi verificado nesse estudo que
as clivagens ndo especificas ocorrem em residuos relativamente proximos a regido
normal de clivagem, nas posicdes -1, +1 e +2, porém em menor propor¢ao. Ainda no
trabalho de Santosh, clivagens aleatérias mais proximas ao C-terminal também foram
relatadas, mas em menor quantidade®. Esse processamento adicional pode fazer
parte de alguns mecanismos ainda desconhecidos ou em situagdes de stress, como
0 que as bactérias foram submetidas 8. Observa-se que essas outras regifes
préximas ao sitio de preferéncia da Spase | apresentaram aproximadamente a
mesma area em funcdo da concentragdo de CHIM3 para E. coli (Anexo D). Na
concentracédo de 50uM no tempo de 16h (concentracdo e tempo em que foram
encontrados mais fragmentos peptideos para essa bactéria), a razéo entre a clivagem
entre as alaninas, ANA|A (Anexo D - C) e apds a ultima alanina, ANAA|Q (Anexo D
- B) foi de 2,74 £ 1,28 e a razéo entre a clivagem entre as alaninas, ANA|A (Anexo D
- A) e entre a asparagina e a alanina (AN]AA) foi de 0,84 + 0,46. Contudo, embora o
desenho racional de CHIM3 tenha tido aparente sucesso, ndo se pode excluir a
possibilidade de gque este sitio tenha sido hidrolisado pela acdo de outras proteases
dentro do arsenal produzido por essas bactérias. Assim, S80 necessarios ensaios
adicionais para a confirmac&o da(s) identidade(s) das enzimas atuando nestes sitios®

E interessante observar que, para S. aureus, o fon obtido pela hidrolise no
segmento ANA|A, acado especifica da Spase | neste microrganismo, € mais
abundante em relacdo aqueles obtidos por hidrodlise nas ligacdes adjacentes. A 5uM

no tempo de 16h (concentracéo e tempo em que foram encontrados mais fragmentos
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peptidicos para essa bactéria), a protedlise apds a ultima alanina (ANAA|Q) nao foi
detectada e a razdo entre a clivagem entre as alaninas (ANA|A) e entre a asparagina
e a alanina (AN|AA) foi de 2,42 + 1,44. Embora ndo seja possivel descartar que a
abundancia relativa desses ions seja devido a acdo de mdultiplas enzimas, pode-se
hipotetizar uma maior seletividade de substrato por parte da Spase | de S. aureus em
relacéo a E. coli. Esse resultado reforga o racionalizado no presente trabalho. Dado
gue CHIM3 conta com um sitio de protedlise para Spase | desenhado para
reconhecimento por S. aureus, € plausivel que a enzima produzida por esse
microrganismo apresente maior seletividade para a clivagem -ANA|A-, enquanto a
mesma enzima de E. coli seja menos seletiva, hidrolisando a ligagdo peptidica em

outras regifes proximas ao sitio preferencial.

Nos dados obtidos na analise de LC-MS néo foi identificado a massa referente
a AQHKRWKYM-NH2 (em nenhum estado de carga), por¢cao C-terminal da protedlise
na regiao ANAA | Q- em CHIM3 em nenhuma das bactérias avaliadas. Esse fragmento
seria gerado a partir de uma simples hidrolise da Spase | sobre CHIM3. Havia
expectativa de recuperacdo desse fragmento, ja que a parte complementar
(KWAVKIIRKFIKGFISGPGANA-OH) ficaria “ancorada” a membrana dos
microrganismos. A nao identificacdo desse segmento pode nos indicar que esse
peptideo tem um curto tempo de meia-vida, podendo ter sido hidrolisado pela
variedade de proteases presentes na membrana bacteriana responsaveis pela
degradacdo dos peptideos sinais, em um fendmeno chamado de protedlise
intramembranar %°. Assim, é possivel que o peptideo KWAVKIIRKFIKGFISGPGANA-
OH, produzido apés acdo da Spase |, sofra hidrélise em
KWAVKIIRK | FIKGFISGPGANA-OH apds seu primeiro processamento, resultando
assim no fragmento FIKGFISGPGANA-OH, identificado neste trabalho. Uma hip6tese
alternativa € que este peptideo fica adsorvido as bactérias e é removido da analise
na etapa de centrifugacdo para preparo de amostras, pois fica adsorvido aos restos
de membrana das bactérias.

Outro fragmento identificado no LC-MS foi o WKYM-NHz2. Este é de significativa
importancia, pois mostrou que é possivel liberar esse peptideo, o agonista de FPR2,
mesmo sem a adicdo de enzimas exdgenas, como em esforcos anteriores do grupo?.
No trabalho realizado por Viana e colaboradores?, esse peptideo foi liberado de
CHIM2 a partir da adicdo de tripsina em um sistema contendo peptideo e vesiculas?.
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A liberacdo desse agonista, objetivo do presente trabalho, € relevante para a
sinalizacdo e para o recrutamento e maturacao de neutréfilos para o local que esta
sendo acometido pela infeccdo®. Esse dado indica que, mesmo que sejam
necessarios mais ensaios para a comprovacao que a liberagcdo de WKYM-NH: a partir
de CHIM3 é dependente da atividade proteolitica da Spase |, esse peptideo esta
sendo disponibilizado no meio pelo arsenal enzimatico bacteriano, o0 que demonstra

a plausibilidade do conceito aqui explorado.

4.5.1. Proteases expressas pela E. coli e por S. aureus e seus possiveis sitios
de acdo sobre o peptideo CHIM3

As estruturas que compde a biblioteca de fragmentos gerados na hidrdlise do
CHIM3 por bactérias podem ser resultado da atividade proteolitica de diferentes
enzimas ja que, como visto no presente trabalho, bactérias expressam naturalmente
uma ampla gama de proteases além da Spase | (Tabelas 1 e 2). Estas desempenham
diferentes atividades, como por exemplo as apresentadas pela Omptina, 4CHA entre
outras, que podem hidrolisar o peptideo em diferentes regides, explicando o amplo
leque de fragmentos encontrados (Figura 31). O estudo realizado por Charles Miller
utilizando cepas de E. coli e S. Typhimurium apontou que expresséo dessas enzimas
pelas bactérias pode ser aumentada como alternativa de sobrevivéncia em um
ambiente de estresse nutricional com pouco ou nenhum recurso energético, como
limitac&o de jons, carbono e nitrogénio®. O aumento na expressao de proteases pelas
bactérias aumentaria a digestdo de peptideos in situ, fornecendo a elas os elementos
bésicos de seu metabolismo como uma fonte secundéria de energia. Esse mesmo
fenbmeno pode ter ocorrido nos experimentos realizados jA que as bactérias
cresceram em um meio de cultura rico em nutrientes, mas foram transferidas para um
sistema tamponado de PBS juntamente com o CHIM3 durante 16h. Assim, o stress
de transferéncia de um meio rico em nutrientes para um meio pobre pode ter papel

significativo na geracao dos numerosos fragmentos detectados.
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Figura 31: Possiveis enzimas expressas por E. coli (em azul) e por S. aureus (em
marrom) que podem ter acdo proteolitica em diferentes segmentos do peptideo
CHIMS3. A Spase |, destacada em verde, é expressa em ambas as bactérias. Essas
fragmentagdes poderiam explicar a ampla gama de fragmentos observados do ensaio
de digestédo do peptideo.

A literatura traz diversas proteases expressas por E. coli, 0 que permite fazer
um maior numero de inferéncias em relacdo as enzimas que hidrolisam CHIMS3.
Dentre essas enzimas catalogadas e descritas na literatura, destaca-se a atividade
da Omptina (OmpT), atualmente reclassificada como uma aspartato-protease®®, a
qgual € uma protease integral de membrana externa que esta presente em diversas
bactérias Gram-negativas além da E. coli, como Salmonella enterica e Yersinia
pestis® %. Esta enzima esta associada & patogenicidade bacteriana, podendo cumprir
funcBes especificas necessérias a colonizacao e infeccdo dos hospedeiros. Estudos
demonstraram que essa enzima reconhece e cliva substratos em regides com dois
residuos basicos em sequéncia® %% % Os dados indicam que essa enzima € ativa
na digestdo de CHIM3 e fornecem subsidios para melhorias no desenho desta
molécula a partir da modificacéo de sitios de clivagem preferenciais. Esta enzima €,
provavelmente, a responsavel pela liberacdo do agonista de FPR2, WKYM-NH2, no
meio reacional para esta bactéria.

Os dados de enzimas recolhidos na literatura para a S. aureus sS40 menos
detalhados, ja que algumas das proteases expressas por este microrgnaismo ainda

nao tem uma regido de preferéncia determinado, como a SplC e SplF. Ja outras
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proteases sao inespecificas, como a PepT. Ainda outras possuem uma ampla acao
em proteinas diversas como a Staphopain A, que apresenta atividade na proteina
elastina??. Essas caracteristicas tornaram a relagio entre as enzimas e as regiées de
reconhecimento no CHIM3 mais laborioso. No entanto, com algumas proteases essa
relacdo é possivel de ser feita, como a aureolisina. Apesar disso, pode-se hipotetizar
gue essa bactéria expressa alguma enzima com atividade do tipo tripsina, ja que essa
atividade foi evidenciada a partir do padréo de hidrolise de CHIM3, mas ainda nao
esta elucidado qual de acordo com a literatura. E interessante perceber que, para S.
aureus, as diades -KR- e -RK- foram hidrolisadas, porém n&o um residuo de lisina
isoladamente como em WKYM-NHe:. Isso indica que a enzima com atividade do tipo
tripsina expressa por essa bactéria requer dois residuos de aminoacidos basicos em
sequéncia e ndo somente um, como comumente observado para enzimas com
atividade do tipo tripsina. Ainda, para as enzimas expressas pela S. aureus, é possivel
sugerir a atividade da aureolisina (Aur) em algumas regifes do peptideo CHIM3.
Assim como obserado em estudos de digestdo do peptideo LL-37%, essa
metaloprotease tem especificidade em sitios de reconhecimento contendo
aminoacidos hidrofébicos®%°. A Aur prefere clivar ligagdes peptidicas no lado N-
terminal de residuos hidrofébicos volumosos, como: Ala, Leu, lle e Val. como alguns
descritos na literatura: KR-|-I; R-|-I; NL-|-V e QR-|-I%. Essa enzima pode ser uma
boa opcéo para as clivagens observadas em RK-|-F e KR-|-W e uma boa candidata
a ser explorada para a liberacéo do agonista WKYM-NH: in situ.

Outro fator a ser considerado na interpretacdo dos resultados obtidos é o
excesso de peptideo utilizado nos ensaios, significativamente acima da concentracao
inibitéria minima (CIM). E possivel inferir que parte do CHIM3 esta interagindo,
acumulando e saturando a membrana anionica bacteriana, tendo como base o Kd
calculado para o peptideo (da ordem de 1,8 a 1,9 uM) feito no presente trabalho.
Sendo assim, outra parte dessas moléculas fica no meio, sem conseguir interagir de
maneira efetiva com a membrana e sujeita-se a acao de outras proteases expressas
e secretadas pela bactéria. Isso significa que esses peptideos que ndo se ancoram
na membrana ficam mais acessiveis a agdo proteolitica dessas outras enzimas,
gerando entdo essa série de fragmentos compilados na tabela 8. Em contrapartida,
acredita-se que a fracdo de peptideo que fica adsorvida em membranas bacterianas
permanece ancorado e fica, assim, “protegido” da acédo de exoproteases. Essa

caracteristica impediria 0 acesso fisico dessas exoenzimas ao CHIM3, e é esperado
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gue isso diminua a taxa de protedlise desse peptideo e aumente a seletividade para
a hidrolise por Spase |, por exemplo. Tal efeito de seletividade com base na extensao
de adsorcdo em membranas seria similar ao que foi observado em sistemas modelo
usando CHIM2 adsorvido em vesiculas?.

Ndo obstante, varios estudos!® como os feitos por Bernard J. Moncla!® e
colaboradores e Charles G. Star e colaboradores®® corroboram com os resultados
obtidos nos ensaios com as bactérias. Ensaios de digestdo do peptideo
antimicrobiano LL-37 utilizando diferentes cepas de bactérias, mostraram a
sensibilidade de peptideos antimicrobianos em um meio rico com grande abundancia
em proteases diversas. No entanto, como comentado, um aprimoramento na estrutura
do peptideo, como a troca de aminoécidos, bem como a inser¢cdo de aminoacidos
modificados, sem alterar, a principio, as propriedades fisico-quimicas da molécula
parental, podem ser uma boa estratégia para aumentar o tempo de meia-vida desses

compostos em um meio complexo rico em proteases?.

4.5.2. Quantificacdo relativa dos segmentos WKYM-NHz, YM-NH2 e
FIKGFISGPGANA em funcdo da concentracdo do peptideo CHIM3 e do
tempo apds incubacdo com E. coli e S. aureus.

O experimento de hidrolise do peptideo CHIM3 por E. coli e S. aureus foi feito
em triplicata nos tempos de 0, 8 e 16h, variando a concentracdo do peptideo em 5,
25 e 50 uM. Isso € importante para se entender como se da a cinética de liberacéo
do WKYM-NH:2 formado na digestdo do peptideo e como isso varia em funcdo da
concentracdo de CHIM3. A fracdo sobrenadante foi processada conforme descrito na
secao de material e métodos e analisada por LC-MS, gerando cromatogramas de ion
extraido (XICs) para fragmentos selecionados. A area de cada ion foi entdo
relacionada com a concentracao do peptideo CHIM3 no experimento.

Da acéo enzimatica sobre o CHIM3, podemos ressaltar a producdo de trés
importantes fragmentos: FIKGFISGPGANA (sitio de possivel acdo da Spase I),
WKYM-NH:2 (agonista de FPR2) e YM-NH2. Destes, pode-se destacar a presenca do
dipeptideo YM-NH2, produto da atividade proteolitica do tipo trypsin-like sobre o
WKYM-NH:. Tal evento é indesejado, pois reduz a concentracdo do agonista de FPR2

no meio e dificulta sua agdo imunomoduladora.
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A comparagdo da area dos ions obtidos pode indicar a relagdo entre a
producdo dos fragmentos de CHIM3 por hidrolise bacteriana em funcdo da
concentracdo do peptideo presente no meio (5 uM, 25 uM e 50 uM) e do tempo de
incubacao. Na figura 32, a coluna da esquerda é referente a bactéria E. coli e a coluna
da direita é referente & S. aureus para, respectivamente, os segmentos WKYM-NHz,
YM-NH2 e FIKGFISGPGANA. Observa-se que, para E. coli, a area dos ions avaliados
aumenta para os trés fragmentos com o aumento de concentracdo de CHIM3 no meio.
Esse resultado mostra que existe uma proporcionalidade entre CHIM3 e estes
produtos de hidrdlise apds a incubagdo com esta bactéria. Outra tendéncia observada
nos dados de hidrdlise de CHIM3 em E. coli é que, conforme aumenta o tempo de
incubacdo do peptideo com o meio contendo a bactéria, maior € a area dos
fragmentos especificos. Assim como descrito por Nikolai e colaboradores’ no estudo
da Sinal peptidase | originaria de S. aureus quando essa enzima foi incubada com
guantidades controladas de substrato SigPepl, ainda apresentou 20% de
reminiscéncia do substrato mesmo apés 22h de incubacao. Isso aponta para uma
cinética enzimética lenta. Desse modo, esse dado poderia explicar 0 motivo de quase
todos os ions produzidos pela E. coli na hidrélise de CHIM3 serem mais intensos apés
16h de incubacéo, o que corrobora com o relatado na literatura’.

Embora as relacfes descritas no paragrafo anterior sejam esperadas, torna-se
interessante tracar algumas inferéncias relativas ao estado metabolico das bactérias
neste ensaio. Nos ensaios de digestdo foram usadas concentracdes superiores ao
CIM (tabela 6 do presente trabalho), 4 uM para S. aureus e 5,33 uM para E. coli. Uma
maior presenca de fragmentos de CHIM3 com o aumento da concentracdo da
molécula parental, mesmo em uma concentracdo significativamente superior ao CIM,
pode fomentar algumas hipéteses: 1. Manutencao da atividade enzimatica em E. coli
mesmo apos a eliminacéo de todo o indculo bacteriano inicial; 2. Aumento significativo
do CIM devido ao in6culo utilizado (=108 células. mL™1), conforme fendmeno reportado
na literatural®, como no estudo de tolerancia coletiva aos antibiéticos, de Meredith e
colaboradores'®, mostrando que populagées bacterianas podem sobreviver
coletivamente a antibiéticos em concentragdes letais para as células individuais. Isso
manteria parte das células ainda metabolicamente vivas na escala de tempo do
experimento; ou 3. Células de E. coli. mortas podem ter absorvido o peptideo

protegendo outras da morte, o que também manteria células metabolicamente ativas
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ao longo do experimento!®. Alguns estudos podem corroborar com as Ultimas
hipéteses, como o de Savani e colaboradores'®®, onde foi demonstrado que, quando
0 peptideo catidnico interage com a membrana bacteriana pelo mecanismo “carpete”,
é necessario a associacdo da ordem de 107 moléculas de peptideo/célula para mata-
la. Esse numero se mostrou semelhante tanto para bactérias Gram-negativas quanto
Gram-positivas. Ainda, este estudo mostrou que a associacdo dessa classe de
peptideos com células mortas é uma ordem de grandeza maior (108
moléculas/célula), sugerindo uma forte interacdo dos peptideos antimicrobianos com
o material intracelular, que se torna acessivel ap6s o rompimento da membrana.
Esses indicios podem corroborar coma ideia de que as células mortas podem
proteger as células bacterianas vivas por diminuir a concentracao efetiva de peptideo
do meio.

Ainda ndo € possivel saber qual dessas hipéteses é verdadeira e pode-se

inferir que todos esses fenbmenos ocorrem de maneira conjunta, em algum grau.
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Figura 32: Area dos ions relativos a fragmentos de CHIM3 obtidos por LC-MS em
funcéo da concentracdo deste peptideo, em uM, e do tempo de incubacdo, dado em
horas. A coluna da esquerda é referente aos ensaios com E. coli e as colunas da
direita, referentes a S. aureus. As concentracdes de peptideo para cada ensaio estao
colocadas em cores diferentes: Azul (O uM); Vermelho (5 uM); Verde (25 puM); Roxo
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(50 pM) A) Area do ion relativo ao peptideo WKYM-NH2, em funcéo da concentragio
de CHIM3. B) Area do ion do fragmento YM-NH2 em relagcdo a concentracdo do
CHIM3. C) Taxa de formacdo do fragmento FIKGFISGPGANA em relacdo a
concentracdo de CHIM3. D) Area do ion referente ao WKYM-NH2 em relacdo ao
aumento da concentracédo de CHIM3. E) Comportamento semelhante a formacao do
YM-NH:2 produto da atividade proteolitica sobre 0 WKYM-NH2. F) Taxa de formagé&o
do fragmento FIKGFISGPGANA em relacdo a concentracdo de CHIM3.

De maneira imprevista, a relagéo entre concentracédo de CHIM3 e a abundancia
de produtos de hidrélise desta molécula foi inversa para a bactéria S. aureus. Para
esta bactéria, foi detectada uma maior abundancia de fragmentos a partir da
incubacdo de 5uM de peptideo, enquanto concentracfes mais altas, de 25 e 50uM
de CHIM3, resultaram em menores quantidades de produtos de hidrdlise.
Cineticamente, contudo, os dados foram compativeis com os dados de E. coli, e a
maior abundancia de fragmentos foi detectada apds 16h de incubacdo, como
constatado no trabalho de Sharkov e colaboradores’, indicando que os tempos para
a obtencao da atividade da Spase | sdo da ordem de 16h-24h. Uma primeira hipotese
para a relacao inversa entre concentracao de CHIM3 e a abundancia de fragmentos
para essa bactéria é que a formacdo dos fragmentos de hidrolise de CHIM3
detectados por MS requer células metabolicamente ativas. Enquanto parte da
populacdo de E. coli se mantém mesmo apOs a incubacdo com concentracfes
elevadas de CHIM3, o mesmo ndo aconteceria para S. aureus.

Ainda sobre esses dados, devemos nos atentar a alguns fatores. Em todos os
experimentos, as concentracdes utilizadas foram préximas ou superiores ao CIM das
bactérias testadas (tabela 6 do presente trabalho). Contudo, a menor concentracao
de CHIM3 testada, de 5uM, € préxima ou inferior ao CMM de ambas as bactérias.
Isso indica que, nessa concentracdo, uma parte da populacdo bacteriana permanece
metabolicamente ativa ao longo do ensaio. Esse tempo se torna importante porque
as bactérias metabolizam primariamente carboidratos e passam a expressar
peptidases/proteases em grande quantidade como uma resposta ao stress nutricional
e alternativa na obtencdo de elementos para seu metabolismo, como carbono e
nitrogénio?!. Essa adaptacdo na obtencéo de recursos energéticos passa justamente

pelo aumento da expresséo de proteases e digestao de peptideos do meio.
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Sendo assim, uma hipétese para o comportamento divergente de E. coli e S.
aureus no ensaio € que a bactéria Gram-negativa, E. coli, expressa constitutivamente
um maior nimero e uma maior quantidade de proteases, ou, alternativamente, que
essa bactéria se mantém metabolicamente ativa por um maior tempo apos a
incubacdo com o indculo inicial do peptideo. O stress induzido pela troca do meio
para PBS acrescido do stress causado pelo peptideo induziriam a expressao de
proteases e, com isso, o0 CHIM3 seria hidrolisado de maneira mais significativa. Tal
efeito ndo seria observado em S. aureus, visto que esta ndo expressa proteases
constitutivamente de maneira expressiva e somente a incubacao desta bactéria com
0 peptideo a 5 uM, concentracdo inferior ao CMM, daria tempo suficiente para o
desencadeamento da resposta ao stress, com a transcricdo e traducdo de genes
relativos a proteases. As concentracbes mais elevadas de CHIM3 eliminariam o
indculo inicial desta bactéria de maneira rapida, ndo havendo tempo para a transicao
de um metabolismo com base em aclUcares para um catabolismo baseado em
protedlise.

O efeito descrito acima pode ter ainda outras nuances. Estudos indicam que o
valor de CIM depende da quantidade de unidades formadoras de colonia (cfu/mL) no
indculo inicial’® %7, O trabalho de C. Konig e colaboradores demonstrou que em
concentracbes da ordem de 2.10% cfu/mL (faixa de concentracdo inoculada
juntamente com o peptideo CHIM3), como as encontradas em algumas infec¢des de
tecido mole, a CIM aumentava significativamente (>10x em alguns casos) para
diversos AMPs testados'®. Assim, este trabalho indica que a CIM é dependente do
in6culo, aumentando sobremaneira quando se aumenta o nuamero inicial de
bactérias'® 1%, |sso pode indicar que, mesmo em concentracdes mais elevadas de
CHIMS3, ainda podem ser encontradas células metabolicamente ativas e que essas

podem ser responsaveis pela hidrélise de CHIM3 no caso de E. coli a 25 e 50uM.

Ainda sobre os dados da figura 32, como observado nos ensaios com E. coli,
houve uma significativa taxa de protedlise do WKYM-NH2, gerando YM-NH2. E
interessante observar que a hidrélise nesse local € um dos primeiros eventos
observados, ocorrendo de maneira significativa apds 8h de incubacao. A area deste
ion para E. coli € da mesma ordem da encontrada para WKYM-NH:z (Figura 32). Esse
achado pode nos indicar: 1. Hidrélise de CHIM3 para liberacdo de WKYM-NHz,
gerando uma quantidade significativa e que, a posteriori, sofreu atividade proteolitica;
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2. Acdo de protedlise direta sobre a estrutura integra do CHIM3. Ademais, nos
ensaios com as duas bactérias, pode-se observar uma relacdo entre a area do
fragmento FIKGFISGPGANA e do fragmento WKYM-NHz, indicando que a protedlise
no sitio desejado esta relacionada ao aumento da taxa de liberacdo do agonista de
FPR2 no meio.

Ainda que tenha sido observado esse comportamento aparentemente
divergente das duas bactérias, o objetivo da liberacdo do WKYM-NH, agonista de
FPR2, foi alcancado, mesmo para concentracdes relativamente baixas de CHIM3,
como 5uM, para ambas as bactérias estudadas. Esse resultado mostra-se promissor
tendo em vista ser um meio de matriz significativamente complexo dependente
apenas das enzimas secretadas pelas proprias bactérias. Isso corrobora com a
hip6tese inicial, de que esse tetrapeptideo poderia ser liberado em uma situacéo de
injuria causada pela instalacdo de uma infeccdo, guiando por quimiotaxia 0s
neutrofilos para o local desejado®® 197,

Também foram feitos ensaios adicionais de hidrélise do peptideo CHIM3 com
um coquetel de inibidores de proteases (PIC), como descrito na metodologia (tabela
5 do tépico 3.10), e com cloreto de magnésio (MgCl2)"4, um inibidor de Spase |
relatado na literatura (Anexo E). Esses ensaios foram realizados utilizando 50 uM de
CHIM3 em um duanico tempo de 16h. Decorrido esse tempo, as suspencdes
bacterianas foram centrifugadas e, do sobrenadante, foi feita uma extracdo em fase
sélida, com a fase organica analisada por LC-MS. Os dados mostram, mais uma vez,
um comportamento divergente: tanto MgCl. quanto PIC inibiram de maneira
significativa a protedlise em E. coli para os fragmentos avaliados. Ja para S. aureus,
MgClz2 aumentou significativamente a area do ion relativo a WKYM-NH2z e o PIC néo
teve o mesmo efeito. Estes ensaios permitiram reconhecer que a protedlise do CHIM3
promovida pelas bactérias é efetivamente o mecanismo pelo qual os fragmentos de
CHIMS3 sao produzidos, porém, ndo permitiram obter conclusdes assertivas sobre o
papel da Spase | nos fragmentos encontrados. Enquanto MgCl2 foi inibitério para E.
coli, teve papel contrario em S. aureus. Deve-se ressaltar que estudos que definem o
MgCl2 como inibidor de Spase | o fazem a partir da enzima isolada, enquanto estamos
usando um sistema mais complexo, com bactérias integras®.. E dificil prever o papel
desse ion na sobrevivéncia/producdo de proteases desses microrganismos, ja que
este ion € um agente antimicrobiano por si s6, podendo ainda interferir na atividade

antimicrobiana direta de CHIM3 de maneira ainda ndo compreendida. Os dados
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relativos a esta parte do trabalho e uma discussdo mais aprofundada podem ser

encontrados no anexo E.

4.6. Otimizacéo do peptideo CHIM3 a partir de modificagdes quimicas deste e
da porcéo agonista de FPR2 pela introducdo de N-metil-aminoacidos

Os ensaios de incubacdo do peptideo CHIM3 com S. aureus e E. coli
mostraram uma extensiva e rapida taxa de hidrélise enzimatica ao longo de todo o
peptideo CHIM3. Para abrandar esse problema, modificacdes peptidicas pontuais
podem reduzir ou inibir a hidrolise enziméatica, aumentando o tempo de meia vida do
peptideo em meio biolégico. Essas modificacbes podem incluir troca de aminoacidos,
amidacdes, acetilacdes, metilagdes entre outras modificacdes’” ",

A N-metilacdo, por exemplo, € uma modificacdo quimica que objetiva aumentar
a meia vida do peptideo in vivo. Mais especificamente, a N-metilacdo da tirosina no
segmento agonista de FPR2 de CHIM3, WKYM-NH2, poderia reduzir a acdo de
enzimas do tipo tripsina nessa ligacdo. Estudos, como o feito por Chatterjee e
colaboradores, demonstram que a modificacdo de aminoacido do tipo N-metilacdo
reduz a capacidade de hidrolise dessa ligacao pela tripsina, tipo de enzima que tem
como preferéncia essa regiéo de reconhecimento?0® 109 110, 111,

Com o objetivo de aprimorar o peptideo CHIM3, foi sintetizada uma variante, o
CHIM3-Y(NMe), com um residuo de tirosina N-metilada na por¢éo C-terminal (Figura
33), modificando a estrutura do agonista de FPR2 para WK(Y-NMe)M-NHz2.

KWAVKIIRKFIKGFISGPGANAAQHKR
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Figura 33: Estrutura variante do peptideo CHIM3 com o amino&cido Tirosina na
porcdo C — Terminal metilada no nitrogénio da ligacdo peptidica (destacado em

vermelho).

E importante que a variante CHIM3-Y(NMe) retenha a atividade antimicrobiana
de CHIM3 e que sua porcao agonista de FPR2, WK(Y-NMe)M-NH:, seja capaz de
ativar o receptor FPR2, assim como o peptideo original WKYM-NH2. Desta forma,

foram executados ensaios para verificar as atividades bioldgicas deste variante.

4.7. Sintese dos peptideos CHIM3 - Y(NMe), WK(Y-NMe)M-NHz2 e WKYM-NH2.

Para a sintese do peptideo CHIM3 - Y(NMe)
(KWAVKIIRKFIKGFISGPGANAAQHKRWK(Y-NMe)M-NHz2) foi utlizado 242,0 mg de
resina Rink Amide e os protocolos utilizados para a sintese foram os mesmos do
peptideo CHIM3, para uma escala de 0,15mMol. A sintese se deu de maneira
convencional, sendo cada acoplamento e desprotecdo confirmado de maneira
gualitativa pelo teste colorimétrico de Kaiser. Nao obstante, foi constatada uma
dificuldade na confirmacdo da desprotecdo do segundo aminoacido referente a
tirosina N-metilada. Visto tratar de uma amina segundaria, a ligacdo do croméforo do
teste com a amina do N-terminal é dificultada, permanecendo a resina, mesmo
desprotegida, descorada implicando uma desprotecdo ndo efetiva. Entretanto, ja
prevendo essa indicacdo de falso negativo, deu-se prosseguimento a sintese e foi
confirmado a desprotecédo da tirosina metilada com o acoplamento e desprotecao do

préximo aminoacido da sequéncia, no caso, a lisina.

No proceder da sintese, houve dificuldades no acoplamento do aminoacido
arginina da vigésima quinta posicdo, com o teste de Keiser se mostrando semi-
translucido, indicando um acoplamento parcial. Para contornar o problema, foi feito
um reacoplamento, pesando-se a massa do aminoacido com um acréscimo de 10%
no excesso, as mesmas quantidades dos reagentes de acoplamento (DIC e Oxima®),

3 gotas do surfactante n&o i6nico Triton® X-100 (~0,15mL), tudo solubilizado e
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homogeneizado em 2,0 mL de DMF, colocando-se para reagir, sob constante
agitacdo, durante 1:30h.

Apds o acoplamento e desprotecdo do ultimo aminoacido, procedeu-se para a
etapa de clivagem e precipitagdo com diisopropil éter. ApGs essa Ultima etapa,
passou-se para a etapa de liofilizacdo. A purificacdo por cromatografia foi feita
utilizando o mesmo método e gradiente de purificacdo do peptideo CHIM3, onde o
peptideo obteve um tempo de retencdo de 26,4 min. (contra 24,9min. do peptideo
CHIM3), com um sinal com intensidade maior que 2500 m.A.u. Pode-se observar
ainda a presenca de outros picos, fora o relativo ao CHIM3 — Y(NMe). Estes, no
entanto, sdo poucos e de baixa intensidade, sendo que o sinal de maior intensidade
ndo ultrapassou o valor de 400 m.A.u., o que indica que o peptideo j& se apresenta
um significativo grau de pureza, demonstrando ainda que a sintese quimica gerou
poucos subprodutos.

A confirmacao da sintese e da correta estrutura primaria foi feita utilizando por
espectrometria de massa elétron-spray (ESI) Q-TOF/TOF. O ion precursor foi
detectado como uma tripla carga [M + 3H]** = 1215,7092 Da (erro = 6,49 ppm) (Anexo
F). Foi feito o sequenciamento manual pela diferenca de massa entre os ions gerados
no espectro de fragmentacdo do ion precursor. Ainda, a presenca do ion iménio m/z
150,09, proveniente da tirosina metilada, ion utilizado como marcador da presenca do

aminoéacido modificado.

Para a sintese do peptideo WK(Y-NMe)M, utilizou-se 243,2 mg de resina Rink
Amide e o0 mesmo protocolo utilizado nas sinteses dos peptideos CHIM3 e CHIM3-
Y(NMe). Assim como o ocorrido na sintese do peptideo CHIM3-Y(NMe), a
desprotecao da tirosina N-metilada deu como falso negativo no teste de Kaiser, como
ja esperado, sendo sua desprotecdo confirmada pela desprotecdo da lisina, que era
0 préximo aminodcido da sequéncia e que respondeu corretamente ao teste de
Keiser. Com excessao a esse fato pontual, a sintese avancou sem mais dificuldades
até o ultimo aminoacido. Apds a desprotecao do ultimo aminoacido, o processo de
clivagem e precipitacdo ocorreram utlizando o mesmo protocolo e coquetel de
clivagem dos peptideos CHIM3 e CHIM3-Y(NMe), passando para a etapa de
liofilizacdo. Foi obtida uma massa bruta de peptideo igual a 46,38 mg.

A purificacdo do peptideo WK(Y-NMe)M-NH2 foi feita também por

cromatografia utilizando o mesmo método de purificagdo dos peptpideos CHIM3 e
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CHIM3-Y(NMe). O peptideo eluiu com um tempo de 22,29 min. (Anexo F), indicando
uma boa hidrofilicidade, e com um sinal maior que 3000 m.A.u.. Nota-se pelo
cromatograma que outros sinais, fora o relativo ao peptideo de interesse, eram
poucos e de baixa intensidade, indicando que o peptideo apresentava uma boa
pureza, obtendo uma massa final de peptideo purificado de 27,83 mg.

A caracterizacgéo feita por espectrometria de massa confirmou a correta sintese
do tetrapeptideo modificado, sendo identificado com a massa de [M + H]* = 640.3327
Da (erro = 3,27 ppm) Também foi detectada a presenca do iménio alusivo a tirosina
modificada (os resultados relativos a sintese e purificagdo por cromatografia podem
ser encontrados ao final do trabalho no Anexo F).

Foi necessario também ressintetizar o peptideo WKYM-NH2. Sua sintese se
deu similar a do CHIM3. Foi utilizado 215,0 mg de resina Rink Amide® com os
reagentes de acoplamento DIC e Oxima® e o mesmo coquetel de clivagem geral para
peptideos. A purificacdo foi feita igualmente por cromatografia, na qual o peptideo
obteve um tempo de retencao igual a 28,2 min (Anexo G).

A caracterizacdo do peptideo foi feita por espectrometria de massa elétron-
spray (ESI) Q-TOF/TOF com ion precursor detectado com massa igual a [M + H]* =
626,3148 Da. Sua fragmentacdo gerou um espectro de MS/MS o qual foi possivel
realizar o sequenciamento e confirmar sua estrutura primaria pela diferenca de massa
entre os ions da série -b e -y no espectro de MS/MS (o cromatograma e o espectro

de massa se encontram nos anexos ao final do trabalho no Anexo G)

4.7.1. Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e da Concentracao
Microbicida Minima (CMM) do peptideo CHIM3 - Y(NMe)

Os testes de CIM e CMM foram feitos seguindo o mesmo protocolo ja aplicado
para o CHIM3. No entanto, os testes de concentracao inibitéria e microbicida minima
foram refeitos para o CHIM3 e simultaneamente com o CHIM3 — Y(NMe), com o
objetivo de obter resultados mais fiéis o possivel para a comparacdo dos dois

peptideos.

Os resultados obtidos tanto dos testes de CIM quanto CMM estao

apresentados abaixo, respectivamente, nas tabelas 9 e 10.
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Tabela 9: Resultados de concentracao inibitéria minima para ambas as bactérias.

S. aureus ATCC 25922

E. coli ATCC 25923

CHIMS

4uM £ 0

5,33 UM = 1,89

CHIM3-Y(NMe)

3 UM £ 1,09

2,33 UM + 0,81

Tabela 10: Resultados de concentracdo microbicida minima (CMM) para ambas as

bactérias.
S. aureus ATCC 25922 E. coli ATCC 25923
CHIM3 6,67 UM £ 1,89 533uM £1,89
CHIM3-Y(NMe) 5uM 2,44 3 UM £ 1,09

Foram obtidos valores menores para a variante CHIM3-Y(NMe), tanto para a
CIM quanto para a CMM. Esses resultados podem indicar uma leve tendéncia no
aumento no potencial antimicrobiano. Todavia, mesmo os valores encontrados para
o0 CHIM3-Y(NMe) terem sido menores, ainda assim foram proximos dos valores
encontrados para CHIM3, mantendo-se aproximadamente dentro do desvio padrao
para S. aureus e E. coli, tanto na CIM quanto da CMM para os dois peptideos. Isso
indica que a introducdo da metila na estrutura do peptideo ndo afetou
substancialmente sua acdo microbicida, sugerindo que, a principio, pode ser utilizado
em substituicdo ao peptideo CHIM3, sendo ainda necessario testes de incubacao
para a efetividade dessa modificacdo na diminuicdo da taxa de protedlise e aumento

do tempo de vida das fracfes peptidicas de interesse.

4.8. Ensaios de digestao do peptideo CHIM3-Y(NMe) apés incubacdo com E.
coli e S. aureus.

Os ensaios de digestdo dos peptideos CHIM3-Y(NMe) foram feitos com as
bactérias E. coli e S. aureus em tampéao PBS 1x (pH = 7,4) sob agitacdo constante de
200 rpm a 37°C durante 16h, ou seja, mantendo as mesmas condi¢des do ensaio de
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digestdo do peptideo CHIM3. O experimento foi feito em triplicata para as

concentracbes de 50 uM para E. coli e 5 uM para S. aureus, sendo essas as

concentracfes em que foi observado uma maior formacdo de WKYM-NH2 para as

duas bactérias, respectivmente. O ensaio foi realizado com tempo de incubacédo de

16h, pois foi o tempo em que se encontrou a mais extensa quantidade de diferentes

fragmentos peptidicos provenientes da degradacdo do CHIM3 (Figura 34). Apés a

aquisicdo dos dados, foram gerados XICs para os ions pertinentes e verificados os

espectros de MS/MS, para garantir a identidade dos fragmentos. Apds isso, as areas

dos ions foram quantificadas.
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Figura 34: Quantificacdo da area relativa dos fragmentos obtidos na digestdo do
peptideo CHIM3 — Y(NMe) comparativamente ao peptideo CHIM3 nas bactérias E.
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coli e S. aureus. A) Aumento da area do pico indicando uma maior concentracéo do
fragmento WK(Y-NMe)M-NH:z na digestdo por E. coli. B) Areas dos picos, indicando
concentracfes proximas entre o fragmento WK(Y-NMe)M-NHz e WKYM-NH2 na
digestdo por S. aureus. C) Diminuicdo da area do pico, na digestdo por E. coli,
relacionado a uma menor concentracdo do fragmento FIKGFISGPGANA, indicando
uma menor taxa de protedlise nesse sitio. D) Diminui¢éo da area do pico, na digestao
por S. aureus, relacionado a uma menor concentracdo do fragmento

FIKGFISGPGANA, indicando uma menor taxa de protedlise nesse sitio.

Os ensaios de digestédo do peptideo CHIM3-Y(NMe) expuseram que a troca da
tirosina em WKYM-NH2 por uma tirosina N-metilada foi vantajosa, apresentando uma
menor taxa de hidrélise enzimatica tanto no sitio -ANA|JA- quanto na ligacdo -
WK|Y(NMe)M-NH2. Esse dado é curioso pois & possivel se ter uma nocédo de
propor¢cdo comparativa na hidrélise dos dois peptideos. Apesar de se observar essa
menor taxa de hidrélise nesses sitios para as duas bactérias, nota-se uma diminuicao
mais significativa na protedlise do peptideo CHIM3 — Y(NMe) e do WK(Y-NMe)M-NHz,
ou seja, um maior tempo de vida in situ desses peptideos, nas cepas de E. coli,
indicando que a modificacdo gerada pela metilagao afetou mais significativamente no
reconhecimento pelas proteases dessa bactéria frente a cepa utilizada de S. aureus.
E importante ressaltar que n&o foi encontrado o ion equivalente a NMe-YM-NH2 (m/z
326.1533) na amostra em que CHIM3 — Y(NMe) foi incubada com E. coli. Isso indica
gue o aumento na area do ion relativo ao fragmento WKY(NMe)M-NH2 é devido a
inibicdo da hidrélise dessa ligacdo pela N-metilacdo deste residuo. Isso indica que,
assim como a tripsina, a enzima responsavel por esse comportamento em E. coli é
também sensivel a esta modificacéo.

Uma hidrdlise mais lenta, no caso do peptideo CHIM3 — Y(NMe), e 0 aumento
do tempo de meia vida do imunomodulador WK(Y-NMe)M-NH2 é notavel pois pode
potencializar sua finalidade, bem como possibilitar o0 uso de uma menor concentracao
de peptideo no tratamento de infec¢cdes causadas por esta bactéria.

Embora os experimentos demonstrem que a area relativa ao ion referente a
porcdo agonista de FPR2, WK(Y-NMe)M-NH: proveniente de CHIM3(YMe), esteja
significativamente aumentada em relacdo a WKYM-NH2 de CHIM3 para E. coli,
indicando o sucesso da estratégia, € necessario estimar as concentracoes relativas

destas moléculas nestes ensaios. Somente de posse dessa informagao poderemos
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saber se estes peptideos agonistas de FPR2 acumulam no meio reacional em
concentragdo compativel com a ativacdo do receptor FPR2 in vivo.

Ainda, as fracles recolhidas dos ensaios de digestdo do peptideo CHIM3 e
CHIM3-Y(NMe) com S. aureus e E. coli foram submetidos a corridas de cromatografia
(CLAE) com o objetivo de quantificar os peptideos WKYM-NH2 e WK(Y-NMe)M-NH:
provenientes de CHIM3 e CHIM3-Y(NMe), respectivamente. Para tal fim, foi feita uma
curva de calibracdo para cada um dos peptideos, com monitoramento a 280nm, nas
concentracgdes de 0, 3.125, 6.250, 12.500, 25.000, 50.000 e 100.000 pM (Anexo H).

Em seguida a construcao das curvas de calibracdo, injetou-se, em triplicata, as
fracOes de digestdo referentes ao tempo de 16h para a E. coli e S. aureus,
selecionando respectivamente as concentracdes de 50 e 5 uM, tempo e concentracéo
em que foi encontrada uma maior concentracdo desses peptideos para 0s respectivos
microrganismos.

A quantificacdo do peptideo WKYM-NHz por CLAE se mostrou extremamente
desafiadora. Para esse peptideo, ndo foi possivel se determinar com seguranca a sua
concentracdo apos a digestdo com E.coli e S. aureus devido & complexidade das
amostras. Os picos apresentaram areas diminutas que eluiram muito préximos ao
tempo de retencéo dos peptideos de interesse, dificultando a identificac&o precisa do
pico referente a esse fragmento. Além da incerteza quanto ao pico referente ao
fragmento, a andlise de suas areas indicam concentracdes préximos ou abaixo do
limite de quantificacdo, o que impossibilita a quantificacdo do WKYM-NH2 e
comparacao precisa com a concentracdo do WK(Y-NMe)M-NH: por esse método.

Todavia, para o ensaio de incubacdo de CHIM3-Y(NMe) com E. coli (50uM -
16h), foi possivel identificar picos que eluiram com tempo de reten¢do compativel com
WK(Y-NMe)M-NHz. Para essa bactéria, os picos que eluiram proximos ao tempo de
retencdo do WK(Y-NMe)M-NHz foram proporcionalmente mais intensos que 0s
gerados para o0 WKYM-NHz, indicando uma concentragdo proporcionalmente maior
gue o imunomodulador original. Para o peptideo WK(Y-NMe)M-NH: foi obtida a
concentracao de ~7 M. Assim, € possivel dizer que para os 50 uM de CHIM3-Y(NMe)
utilizados neste ensaio, 0s quais poderiam gerar até 50 uM de WK(Y-NMe)M-NHz,

temos aproximadamente 15% disso, ou seja, 7 UM, sendo gerado.
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Todas as concentra¢gBes obtidas a partir das areas do pico para os ensaios de
digestdo com a S. aureus mostraram resultados abaixo do limite de quantificacao,
nao sendo possivel confirmar uma concentracdo exata para o WK(Y-NMe)M-NH: e
WKYM-NH2.

Assim sendo, faz-se necessario novos experimentos para uma quantificacao e
comparacao mais precisa das por¢cOes agonistas de FPR2 provenientes de seus
peptideos parentais para as duas bactérias utilizadas. Esses novos experimentos de
guantificacdo podem ser feitos via LC-MS, com novas curvas de calibracdo. Esse
método poderia indicar com uma maior seguranca qual dos picos que co-eluiram é

deveras o peptideo de interesse.

4.9. Avaliacao in silico de WK(Y-NMe)M-NH2 como agonista do receptor FPR2
humano

O FPR2 é um receptor “promiscuo”, pois interage com moléculas de estruturas
variadas. A literatura traz o padrao de mudanca conformacional deste receptor ao se
ligar ao agonista WKYMVm-NH2. Dadas as mudangas estruturais propostas no
agonista WK(Y-NMe)M-NH2, é importante avaliar as consequéncias desta
modificacdo na ativacao do receptor. A literatura demonstra que quando o FPR2 se
liga ao peptideo WKYMVm-NH2, observa-se um movimento da hélice VI e uma
acomodacdo da estrutura®. E com base nesse “movimento/ajuste” da estrutura
causada pela interacdo com o agonista, que é dito que o receptor FPR2 apresenta
uma “conformagcéo ativa”®®.

A interacao e posterior sensibilizacédo do receptor depende de uma intricado e
fino ajuste com o ligante. Alguns estudos, como o Tong Chen e colaboradores®,
indicam os aminoacidos que melhor interagem e causam uma mudanca de
conformacao no receptor e sua ativagdo. Com base no agonista WKYMVm-NHz, foi
observado que as interacGes (principalmente hidrofébicas) entre o receptor e os
residuos peptidicos nas posi¢des 3 (metionina), 5 (lisina) e 6 (triptofano), a partir da
porcdo C —terminal, desempenham papéis criticos na mediagéo da atividade agonista

e na sinalizacéo através do receptor®®,
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Para avaliacdo da atividade do peptideo WK(Y-NMe)M-NH2z como agonista do
receptor FPR2 in silico, foi feito um mapeamento de intera¢des entre os residuos de
aminoacidos do receptor e os agonistas WKYMVm-NH2 e WKYM-NH: (Figura 35).
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Figura 35: Estrutura dos agonistas de FPR2 e o mapeamento dos contatos com 0s
aminoacidos do receptor. Cores relacionadas as regides do receptor: Vermelho:
Carga negativa; Verde claro: regido hidrofébica; Branco: agua; Azul escuro: carga

positiva; Azul claro: regido polar. A) Peptideo WKYMVm. B) InteragBes entre 0s
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residuos de aminoacidos do receptor com o ligante WKYMVm. C) Peptideo WKYM.
D) Interacdes entre os residuos de aminoacidos do receptor com o ligante WKYM. As
fracOes de interacdo indicam uma conservacao significativa das interacdes quando
comparada com o peptideo WKYMVm. E) Peptideo WK(Y-NMe)M-NH:. F) Interacdes
entre os residuos de aminoacidos do receptor com o ligante WKY(Me)M. Observa-se
uma diferenca significativa nas fragdes de interagdes peptideo-receptor, mas ainda

ocorrendo na mesma regiao.

A analise das interacdes peptideo-FPR2 nos permite entender quais residuos
compdem a interface entre as moléculas e como a estrutura geral do receptor se
“conforma” na ligagdo com o agonista. Para obter maior confiabilidade nos resultados,
a modelagem da interacdo do FPR2 com WKYMVm-NH: foi refeita, comparada com
a literatura, e usada como base para a compreensédo da interacdo dos demais
agonistas de FPR2 avaliados por nosso grupo. Na figura 35, em (A), temos o
mapeamento das regides do receptor FPR2 que interagem com o peptideo
WKYMVm-NHz2. Como visto na literatura, aglomerados contendo residuos
hidrofébicos se mostram fundamentais na interacdo com a parte N-terminal deste
peptideo, em especial com os residuos WK. Em (B) podemos observar as interagées
mais relevantes séo as ligacdes de hidrogénio com os aminoacidos Arg 201, 205 e
Glu 89 de FPR2, além de diversas interacdes formadas pelas estruturas apolares.
Estas interacGes estdo de acordo com a literatura®. Em (C), o peptideo WKYM-NHz,
estudado por nosso grupo de pesquisa, conservou algumas interacdes fortes com o
receptor em relacdo ao peptideo de referéncia. Em (D), nota-se as interacdes de
WKYM-NH2 com Arg201 e Glu89 do FPR2, mas j& se observa uma mudanga nas
fracdes de interacao peptideo-receptor e nos aminoacidos que melhor interagem. Em
(E), o mapeamento de intera¢cdes com o receptor FPR2 e o fragmento WK(Y-NMe)M-
NH2. Pode-se notar uma modificagdo proeminente nos residuos de FPR2 que
compdem a superficie de interacdo com este peptideo. Para esta molécula, a
interacdo com os aminoacidos Leul98 e Arg20l1 se tornaram significativamente
menos relevantes e a interagcdo com a Met85 passou a ser de grande relevancia
mediante ligacdo de hidrogénio. Provavelmente, existe uma interacéo do tipo ligacao
de hidrogénio entre o N-H da ligagdo amidica do residuo de Tyr em WKYMVm-NH:
de e o oxigénio da carbonila do residuo Leul98, de forma que essa é interrompida
com a metilagdo do atomo de nitrogénio em WK(Y-NMe)M-NH:.
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A mudanc¢a na conformacdo do receptor gerada a partir da interagdo com o
agonista pode ser mensurada com base em estudos de RMSF, sigla em inglés para
Root Mean Square Fluctuation (Raiz Quadrada Média da Flutuacéo). Esses dados
nos fornecem uma medida do desvio médio das posi¢cdes atdmicas de suas posicoes
médias originais ao longo do tempo em simulagdes de dinamica molecular?. Com
isso, esse dado nos fornece informacgdes sobre a flexibilidade e dinamica de uma
estrutura proteica ao longo de sua estrutura primaria. As regibes com valores
elevados de RMSF sao normalmente mais flexiveis, enquanto as regidées com valores
baixos de RMSF s&o mais rigidas. Na figura 35 abaixo, temos a comparacéo de qual
regido e de como a estrutura do receptor FPR2 se conforma a partir da interagdo com

0s peptideos.
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Figura 36: Estudos comparativos de RMSF (Root Mean Square Fluctuation) do
receptor FPR2 sem a presenca de ligantes ou na presenca dos ligantes WKYMVm-
NHz2; WKYM-NHz ou WK(Y-NMe)M-NH2. A) Dinamica do receptor FPR2 sem nenhum
ligante. B) Dinamica molecular com o peptideo WKYMVm-NH2 (com D-Met no C-
terminal). C) Dindmica molecular com o peptideo WKYM-NH2. D) Dindmica molecular
com o peptideo WK(Y-NMe)M-NHz2.

Comparando a dindmica molecular do FPR2 sem nenhum agonista (A) e a
interacdo com o os peptideos WKYMVm-NH: (B), WKYM-NHz (C) e o WK(Y-NMe)M-
NH2 (D), podemos observar que a interacdo com o0s peptideos induz o aumento do
RMSF em uma regido especifica do receptor. Essa regido esta compreendida entre
o residuo 226 e 246 da proteina, sendo o maior RMSF atribuido ao residuo lle234.
Essa regido € equivalente ao loop citoplasmatico do receptor entre as hélices V e VI,
0 que indica que a interacdo destas moléculas com FPR2 aumenta a mobilidade
dessa regido. A literatura indica que WKYMVm-NH2 gera uma movimentacado da
hélice VI para fora e que esta seria a caracteristica que marca uma conformacao ativa
deste receptor. E interessante observar que todos os ligantes avaliados promovem
aumento de RMSF na mesma regido do receptor, no entanto, com intensidades
diferentes. O peptideo WKYMVm-NHz2 e WKYM-NH:2 de maneira muito similar, mas o
peptideo WK(Y-NMe)M-NHz, apesar de ser na mesma regido, de maneira mais
intensa e, com o0 acrescentum de provocar uma mudanca conformacional na regido
entre os residuos 15-20 do receptor. Nao se sabe o que isso significa em termos de
padrdo de ativacdo deste receptor, dada a complexidade das vias de sinalizagéo
decorrentes de sua ativagdo.*?

Em suma, esses dados indicam que o peptideo WK(Y-NMe)M-NH2 embora
apresente outros pontos de contato com FPR2, induz uma transi¢do conformacional
compativel com WKYMVm-NH2. Assim, conclui-se que este peptideo continua sendo
um potencial modulador de FPR2 apesar da modificacdo feita. Resta avaliar isso

experimentalmente para validar o modelo gerado.

4.10. Ensaios de viabilidade celular e potencial de estimulacdo dos
macrofagos com WK(Y-NMe)M-NH2
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Como visto no presente trabalho, o peptideo WK(Y-NMe)M-NHz, proveniente
de hidrolise de CHIM3-Y(NMe), teve maior tempo de vida nos ensaios com bactérias
gue sua versao nao modificada, WKYM-NH2. Além disso, WK(Y-NMe)M-NH2foi capaz
de induzir mudancas conformacionais em FPR2 compativeis com sua ativacdo. Com
esse objetivo alcancado, é necessario verificar se a N-metilagdo da tirosina em WK(Y-
NMe)M-NH: ndo afetou sua citotoxicidade. Para tal, foi medida a viabilidade de células
a partir da incubacédo com este peptideo. Além disso, foram feitos experimentos para
depois verificar se esta molécula atua como um potencial agonista de FPR2 em
macréfagos murinos (BMDM).

Para isso, foram realizados ensaios de MTT com o WK(Y-NMe)M-NH:2
incubado com BMDM, no periodo de 24h, nas concentracdes de 0,1, 1,0 e 10,0 uM
(Figura 37). BMDM séao células hematopoiéticas fagociticas proveniente da medula
0ssea de camundongos. Os ensaios de MTT sdo amplamente empregados para a
avaliacdo da atividade metabdlica celular e da funcionalidade das mitocéndrias. O sal
de MTT (coloracdo amarela) tem a capacidade de penetrar nas células e suas
mitocondrias, por conta de sua polaridade positiva. Caso um conjunto de células
esteja vivo e ativo, ocorre a metabolizacdo (reducéo do anel tetrazdlico) do MTT em
cristais de formazan (coloracéo purpura), pela acéo de desidrogenases mitocondriais,
consistindo em um método colorimétrico. Portanto, esse método empregado, tem por
objetivo avaliar a citotoxicidade do WK(Y-NMe)M-NHo..
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Figura 37: Ensaio de viabilidade celular (MTT) na presenca de WK(Y-NMe)M-
NHz: Os ensaios foram realizados em trés concentracdes diferentes de peptideo: 0,1,
1,0 e 10,0uM, em comparacao a células ndo-estimuladas (UNS), no tempo total de
24h. Os resultados indicam que a presenca do peptideo ndo afetou, de maneira

expressiva, a viabilidade celular (mitocondrial).

Os resultados obtidos nos ensaios de MTT apontam que a presenca do
peptideo WK(Y-NMe)M-NHz na concentracdo de 0,1 uM reduz a viabilidade destas
células, embora 0 mesmo néo seja observado para concentra¢des peptidicas mais
altas. No entanto, embora seja um dado estatisticamente significativo, é provavel que
seja decorrente de uma variacao analitica. Isso porque no periodo de 24h, ndo houve
uma tendéncia no aumento da citotoxicidade com o aumento da concentracdo do
peptideo. Esse resultado de grande importancia para futuras aplicacdes in vivo, ja
gue uma baixa toxicidade relativa poderia viabilizar seu uso, gerando menos efeitos

colaterais indesejados.

Constatada a baixa toxicidade do WK(Y-NMe)M-NH2, ainda persiste a
investigacdo sobre a manutencdo do seu potencial de estimulo do sistema imune e
posterior quimiotaxia. Para isso, foram realizados ensaios imuno enziméaticos (ELISA
-enzyme-linked immunosorbent assay), que permite detectar e quantificar
substancias solGveis, como peptideos, proteinas, anticorpos etc.!'*11° Nesse tipo de
ensaio, a macromolécula alvo (antigeno) € imobilizada em uma superficie sélida
(microplaca) e entdo complexada com um anticorpo que esté ligado a uma enzima
reporter. O processo de deteccdo é feito medindo a atividade da enzima repérter
através da incubacdo com o substrato apropriado para produzir um produto
mensuravel. No presente caso, foi dosado a citocina TNF-a, que é formada pelo
processo de estimulo. Dessa forma, podemos ter uma métrica do quao efetivo esta
sendo o peptideo WK(Y-NMe)M na estimulacéo das células BMDM.

Para o ensaio, foi feito o estimulo de células BMDM 1%7°no tempo de 24h, com
concentragfes de 0,1; 1,0; e 10,0 uM deste peptideo (Figura 38).
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Figura 38: Ensaios de estimulo de células BMDM no tempo de 24h: TNF-a
liberado pelos BMDM para as concentracfes de peptideo: 0,1; 1,0; e 10,0uM em
comparacdo a células ndo-estimuladas (UNS). N&o se observou diferenca
significativa e nem expressiva na producéo de TNF-a nas concentragdes de 0,1 e 1,0
MM. No entanto, detectado um significativo estimulo motivado pelo peptideo na
concentracéo de 10,00uM. O ensaio com WK(Y-NMe)M feito na presenca do inibidor

(FPR2i) provocou uma baixa producao de TFN-a.

Os ensaios de estimulo das células de BMDM (24h) com WK(Y-NMe)M-NHz e
posterior medi¢ao da concentracdo de TNF-a (pg/mL) em solugéo, indicaram que esta
molécula retém a capacidade de ativar FPR2. Os dados demonstram que nao houve
uma diferenca significativa na producdo de TNF-a para WK(Y-NMe)M-NH2a 0,1 e 1,0
UM frente a UNS. Entretanto, esse estimulo se mostrou expressivo com concentracao
do peptideo igual a 10,0 uM. O ensaio feito na presenca de 10,0 uM do inibidor de
FPR2 WRW4 (WRWWWW)!® e da mesma concentracdo de WK(Y-NMe)M-NH2
indicam que a liberacdo de TNF-a ocorreu mesmo mediante agonismo de FPR2
(Figura 37, FPR2iI/WKY(me)M). Este inibidor foi sintetizado e purificado pelo nosso
grupo de pesquisa por sintese de peptideos em fase solida, sigla em inglés para

SPPS pelo método t-Bu/Fmoc. O cromatograma da purificacdo por CLAE e sua
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caracterizacao por espectrometria de massas constam no anexo J. A presenca deste
em mesma concentracdo de WK(Y-NMe)M-NH2 reduziu significativamente a
producdo de TNF-a em relacéo ao agonista isolado. Esse resultado é importante, pois
nos comprova que a acao apresentada pelo peptideo WK(Y-NMe)M esta sendo
efetivamente no receptor FPR2.

E importante destacar que a ativagéo do receptor FPR2 pode levar a diferentes
vias de sinalizac&o intracelular.!1® E possivel que, em ensaios controlados utilizando
o0 WK(Y-NMe)M-NH2 e células de BMDM, fomentem a produgcéo de TNF-a e por
consequéncia uma provavel resposta proé-inflamatéria, como o demonstrado no
experimento. Mas ensaios complementares ainda sdo necessarios para a avaliacdo
do potencial quimiotatico com base na concentracdo de TNF-a formado nos ensaios
e ainda da atuacdo do WK(Y-NMe)M-NHz em células ja ativadas por fatores pro-
inflamatérios, como o LPS. Destacando, como ja argumentado no presente trabalho,
gue a atuacdo de agonistas de FPR2 podem gerar processos pré-inflamatorios ou
anti-inflamatérios, dependendo do contexto. Por exemplo, o estudo realizado por
Trojan e colaboradores!!3, utilizando cultura de células do hipocampo, mostrou que o
agonista de FPR2, MR-39 pode, sozinho, estimular fatores pré-inflamatérios, como a
liberacdo de TNF-a. Entretanto, esse agonista inibiu a produgcédo de citocinas em
células previamente estimuladas por LPS. Isso mostra que o papel desses inibidores
pode ser divergente dependendo da circunstancia a qual se encontra.

Os ensaios de imunoestimulagdo de BMDM com WK(Y-NMe)M-NH2 indicam
gue, mesmo com a modificacdo estrutural em relacdo a WKYM-NH2, este foi capaz
de estimular as BMDM. Este, contudo, € um trabalho em andamento e o perfil de
ativacdo destas células sera avaliado usando outras metodologias, como a
guantificacdo de corpusculos lipidicos. Estamos adquirindo mais dados relativos ao
perfil imunolégico de WK(Y-NMe)M-NH2 para uma maior confiabilidade dos

resultados obtidos.
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5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que houve éxito na sintese em fase sélida, na purificacéo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), na identificacdo e no sequenciamento
por espectrometria de massa do peptideo CHIM3. Também foram bem-sucedidos os
mesmos procedimentos realizados com a variante do CHIM3, o peptideo CHIM3-
Y(NMe), confirmando o desenho racional de sua sequéncia incluindo as regides de
reconhecimento enzimatico de tripsinas e da Spase |, juntamente como a porcao

carreadora e a regido imunomoduladora com e sem a metilagcdo na tirosina.

Os fragmentos peptidicos: WKYM-NH2 e WK(Y-NMe)NHz, sintetizados
guimicamente em fase sélida, de acordo com os mesmos protocolos utilizados para
0 CHIM3 e CHIM3 — Y(NMe), foram obtidos com sucesso e sem contratempos nas

etapas de purificagdo e caracterizagcao por MS.

Para o CHIMS3, os ensaios de determinacdo da concentracao inibitéria minima
(CIM) mostraram valores de 4 uM £ 0 para a E. coli e de aproximadamente 5,33 uM
+ 1,89 para a S. aureus, e da Concentracdo Microbicida Minima (CMM) valores de
6,67 UM + 1,89 para a E. coli e 5,33 uM + 1,89 para a S. aureus. Os resultados
encontrados foram acima da CIM e do CMM do antibiético de comparacao
Gentamicina, mas ainda com valores significativamente baixos, demonstrando uma

atividade antimicrobiana significativa.

A analise por LC-MS comprovou que o peptideo CHIM3 sofreu uma intensa
atividade proteolitica ap6s incubacdo com E. coli e S. aureus por 16h, gerando um
amplo leque de fragmentos. Esses fragmentos de material proteico podem ter sido
gerados por uma variedade significativa de proteases diferentes que sdo expressas
por essas duas bactérias. Também pode-se atestar que o sitio referente a atividade
proteolitica preferencial da Spase | sofreu protedlise, indicando a atividade dessa
enzima. Apesar disso, compreende-se que sdo dados que ainda carecem de
experimentos adicionais para a comprovagdo que essa proteolise esta realmente

sendo feita pela agéo da Peptidase Sinal I.

Além disso, foi possivel comprovar que para ambas as bactérias ocorreu a
liberacdo do agonista de FPR2, WKYM-NH2 mesmo a partir de CHIM3 na menor

concentragdo testada, de 5uM. Isso é um dado de significativa importancia ja que
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essa liberacdo foi dependente apenas da atividade proteolitica das enzimas
expressas pelas proprias bactérias sem a adicdo de proteases exdgenas, reforcando
a hipétese de que € possivel a liberacdo desse agonista a partir da acdo de bactérias

tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas.

Também foi possivel verificar que, em E. coli, 0 comportamento de proteodlise
se intensificou com o aumento da concentracdo de peptideo no meio, mas foi um
comportamento antagonico quando comparado com a S. aureus, onde a taxa de
digestédo do CHIM3 parece ter sido mais seletiva e decrescente com o0 aumento da
concentracdo do peptideo. A hipdtese primaria é que as bactérias podem se adaptar
a um meio pobre em acucares, 0 que demandaria um certo tempo em meio
tamponado e adicionado de peptideos. Parte dessa adaptacdo é a expressado de
proteases. As bactérias que morrem rapidamente nao tém tempo para tal e com isso
0 meio fica pobre em proteases. No primeiro caso, com a E. coli, aparentemente o
aumento da concentracdo do CHIM3 pouco influi na atividade de protease das
enzimas, tanto exoenzimas quanto as embebidas em membrana, como a Spase |. No
segundo caso, em S. aureus, 0 aumento da concentracdo do peptideo mostra ter
inutilizado total ou parcialmente o conjunto de enzimas responsaveis pela digestédo do

peptideo.

Os ensaios feitos para o CHIM3 corroboram com a eficacia da atividade dual
do peptideo, tanto sua atividade antimicrobiana com acdo direta na membrana,
comportamento ja esperado pela estrutura do Hs02 presente no CHIM3, quanto da
capacidade atestada da liberacdo do agonista de FPR2, WKYM-NH2 em um meio
significativamente complexo e sem a adi¢édo de proteases exdgenas para a aumentar

a taxa de liberacdo desse imunomodulador no meio.

Mesmo com caracteristicas adequadas e necessarias, ainda foi possivel a
otimizacdo da estrutura racionalizada inicialmente. Essa modificacdo foi alcancada
pela sintese do peptideo CHIMS3 utilizando o aminoécido tirosina metilado, Y-NMe, na
porcdo do agonista de FPR2, WKY-(NMe)M-NH3, tendo como objetivo diminuir ou até
mesmo inibir a protedlise entre as ligagdes lisina-tirosina (WK-|-YM-NH2) e aumentar
o tempo de vida in situ do agonista de FPR2. Essa modificacao especifica foi pensada

de forma a nédo alterar, de maneira significativa, as propriedades fisico-quimicas da
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estrutura peptidica original (CHIM3) e dificultar o reconhecimento enzimético de

proteases extracelulares.

Apés a sintese, caracterizacao e purificacdo do peptideo CHIM3 — Y(NMe),
novos ensaios de CIM e CMM foram feitos para as mesmas bactérias. Foram obtidos
os valores de 3 uM + 1,09 para a S. aureus e 2,33 UM = 0,81, e da CMM valores de 5
MM + 2,44 para a S. aureus e 3 uM = 1,09 para E. coli. Esses resultados nao
apresentaram diferenca significativa para as concentragdes de CIM ou CMM quando
comparado ao peptideo CHIM3, corroborando o fato de que a modificagcdo estrutural

(metilacdo) ndo causou perda na atividade microbiana do peptideo.

A quantificacdo pela area dos picos, obtidos por CLAE e a posterior
comparacao das concentracfes dos peptideos formados na digestdo, WKYM-NH: e
WK(Y-NMe)M-NH: para as duas bactérias, se mostrou muito desafiadora, visto a
concentracdo desses peptideos terem ficado proxima ou abaixo do limite de
guantificacdo obtido para as curvas. Entretanto, os picos que co-eluiram na regido
referente ao tempo de retencéo do peptideo WK(Y-NMe)M-NHz, para E. coli, foram
proporcionalmente maiores que 0s encontrados para o peptideo WKYM-NH2, que
ficou abaixo do limite de quantificacdo, solidando com os dados da quantificacédo
relativa por LC-MS, de que a concentracdo do peptideo metilado, in situ, € maior que

0 nao metilado.

A avaliacdo in silico da interacdo de WK(Y-NMe)M com o FPR2 em relacéo
das outras estruturas ja estudadas indicam que o imunomodulador metilado provoca
mudancas conformacionais na mesma regiao do receptor e com intensidade similar,

apontando uma capacidade semelhante ao WKYMVm-NH: de ativar esse receptor.

Ainda, ensaios de viabilidade celular (MTT) foram realizados com o objetivo de
assegurar a baixa citotoxicidade do fragmento gerado post digestdo WK(Y-NMe)M-
NH2, mostrando ndo haver, mesmo apés um periodo de 24h e em diferentes
concentracfes de 0,1 a 10,0uM, citotoxicidade significativa. Ensaios de estimulo de
células BMDM com WK(Y-NMe)NH2 e monitoramento do TNF-a indicaram a
capacidade de estimulo do fragmento mesmo apos a modificacdo, apresentando um
maximo de estimulo na concentracdo de 10,0uM e ndo apresentando diferencgas

significativas para as concentragdes de 0,1 e 1,0uM.

117



Os resultados aqui obtidos e as otimizacdes feitas nos peptideos da série CHIM
apresentaram, de acordo com a expectativa, uma melhora na sua estabilidade em um
microambiente rico em bactérias e rico em proteases. Além das melhorias propostas
para o peptideo CHIM3, o presente trabalho também demonstrou possibilidades de
aplicacdes in vivo dessas moléculas multifuncionais. As conclusdes alcancadas
possibilitaram a melhora do entendimento dessa classe de moléculas e do seu
comportamento frente a um ambiente significativamente mais complexo. E mais um
passo em direcdo a moléculas que possuam uma melhor estabilidade a protedlise e
consequente aumento de sua vida, podendo, dessa forma, ndo s6 acumular nas
membranas bacterianas, como liberar a fracdo imunomoduladora sem a adi¢éo de
enzimas exdgenas. Abriu-se um caminho promissor para o desenho de uma nova
geracdo de moléculas da série CHIM. O presente trabalho tem a capacidade,
portanto, de servir como base para modificagdes estruturais futuras visando a reducao
ainda mais significativa de protedlises em regides que ndo as de interesse. Dessa
forma, em um futuro préximo, essa classe de moléculas podera ser mais um recurso
como alternativa diante de infec¢des bacterianas, tanto de Gram — positivas, quanto

de Gram — negativas.
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7. ANEXOS

Aminoéacido

Acido aspartico
Acido glutamico
Alanina
Arginina
Asparagina
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Prolina

Serina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

Simbolo de uma Simbolo de

letra

sSsA<KNITVZIAFCTIOOTMOZX>»MmMO

ANEXO A

letras
Asp
Glu
Ala
Arg
Asn
Cys
Phe
Gly
GIn
His
Iso
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val

trés Massa
monoisotopica
115,026
129,042
71,037
156,101
114,042
103,009
147,068
57,021
128,058
137,058
113,084
113,084
128,094
131,04
97,052
87,032
163,063
101,047
186,079
99,068

Tabela de aminoacidos, organizados pelos nomes em ordem alfabética, incluindo sua
representacdo de uma letra, de trés letras e sua massa monoisotépica.
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ANEXO B

HN NH2

ZT
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e B g\*fwi%p\* WA,
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H H H H H o
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H H H JK/NH OH

CH; O o)
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O N NH,
r HN)\NHz

07 “NH,

Estrutura primaria do peptideo CHIMS:
KWAVKIIRKFIKGFISGPGANAAQHKRWKYM-NH2.Cada residuo de aminoacido esta
representado por uma cor diferente. De cima para baixo, comecando com o
aminoacido lisina, em vermelho (N-terminal), e terminando com o residuo metionina,
em marrom (C-terminal).

Iz
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Relative Abundance (%)

Relative Abundance (%)

ANEXO C
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Relative Abundance (%)
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Relative Abundance (%)

Relative Abundance (%)
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K1Y|M

Precursor m/z: 440.2326 Charge: +1 Fragmented Bonds: 2/2
100 [M+H
b
90—

9 80
© 70
0
=
3 60+
5
£ 50+ b:
g
g 40-
2
T
T 30-
[

20 v

a: da
10 Y1
OO T 1 ’I I I I I T 1
50 100 150 200 250 300 350 400
m/z

Espectros de massa dos fragmentos gerados nos ensaios de digestdo do peptideo
CHIM3 com E. coli e S. aureus. Sequenciamento dos fragmentos identificados por
LC-MS feitos utilizando o software Interactive Peptide Spectral Annotator — IPSA
(https://www.interactivepeptidespectralannotator.com/Peptide Annotator.html). Os
tracos em azul representam a série b, em roxo a série a e, em vermelho a série y.
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ANEXO D

A B
105 1.5x10
<105-
Rt 1x105-
© (3]
£ 2105 Z
5,104
1x105-
04+—= . ' . 0 ’ ' .
0 20 40 60 0 20 40 60
[CHIM3] [CHIM3]
3x105-
2x105-
1]
o
<
1x10°-
0' T 1
0 20 40 60
[Chim3]

Comparacdo da area do pico do fragmento de peptideo gerado na digestdo do
peptideo CHIM3 a 50uM com a E. coli durante 16h pela concentracdo de CHIM3. Em
A) clivagem entre a asparagina e a alanina, AN|AA. Em B) clivagem apds a ultima

alanina ANAA|Q. Em C, clivagem entre as alaninas ANA |A.
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ANEXO E

E. coli WKYM-NH,
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Experimentos comparativos da area dos picos referentes a fragmento WKYM-NH2 e
FIKGFISGPGANA formados no processo de digestdo do peptideo CHIM3 a 50 uM

durante 16h com e sem inibidores (MgClz e PIC). A coluna da esquerda referente a

E. coli e a da esquerda referente a S. aureus.
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ANEXO F
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Cromatograma de CLAE e espectro de MS e MS/MS do peptideo CHIM3-Y(NMe)
sintetizado quimicamente em fase sélida. O ion do imbnio da tirosina metilada em
destaque [M + H*] = 150,09 usado como marcador para o peptideo.
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ANEXO G

A B
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Cromatograma de purificacdo pro CLAE e espectro de MS e MS/MS do peptideo
WK(Y-NMe)M-NH: sintetizado quimicamente em fase soélida. O ion do im6nio da
tirosina metilada em destaque [M + H*] = 150,09 usado como marcador para o

peptideo.
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ANEXOH
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Cromatograma de purificacdo por CLAE, espectro de MS e MS/MS do peptideo
WKYM-NH: sintetizado em fase solida. Sequenciamento feito utilizando o software
Interactive Peptide Spectral Annotator - IPSA
(https://www.interactivepeptidespectralannotator.com/PeptideAnnotator.html). Os
tracos em azul representam a série b, em roxo a série a e, em vermelho a série y.
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ANEXO |

ANEXO I: A) Curva de calibragéo para o peptideo WK(Y-NMe)M-NH:.
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ANEXO [: B) Curva de calibracéo para o peptideo WKYM-NHo..

WKYM-NH2 calibration curve, 280 nm
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ANEXO J
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Cromatograma de purificacdo por CLAE, espectro de MS e MS/MS do peptideo
inibidor de FPR2, WKWWW-NH: sintetizado em fase sélida. Sequenciamento feito
utilizando o software Interactive Peptide Spectral Annotator - [IPSA
(https://www.interactivepeptidespectralannotator.com/Peptide Annotator.html). Os
tracos em azul representam a série b, em roxo a série a e, em vermelho a série y.
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ANEXO K

Producdo académica durante o periodo da pés-graduacéo (mestrado e doutorado -
periodo: 2017-2024):
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ABSTRACT: In this study, we report the isolation, characterization,
and synthesis of the peptide BmT-2 belonging to the tryptophyllins
family, isolated from the venom of the snake Bothrops moojeni. This is W

the first time a tryptophyllin is identified in snake venom. We tested

whether BmT-2 had cytotoxic effects and antioxidant activity in a set

of experiments that included both in vitro and cell-based assays.

BmT-2 presented a radical scavenging activity toward ABTS® and

AAPH-derived radicals. BnT-2 protected fluorescein, DNA mole- Bothrops moojeni
cules, and human red blood cells (RBCs) from free radicals

generated by the thermal decomposition of AAPH. The novel ROS
tryptophyllin was not toxic in cell viability tests, where it (up to 0.4 % & RNS
mg/mL) did not cause hemolysis of human RBCs and did not cause

significant loss of cell viability, showing a CCy, > 1.5 mM for
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ABSTRACT: Snake venoms contain various bradykinin-potentiating
peptides (BPPs). First studied for their vasorelaxant properties due to
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibition, these molecules
present a range of binding partners, among them the argininosuccinate
synthase (AsS) enzyme. This has renewed interest in their character-
ization from biological sources and the evaluation of their pharmaco-
logical activities. In the present work, the low molecular weight fraction
of Bothrops moojeni venom was obtained and BPPs were characterized
by mass spectrometry. Eleven BPPs or related peptides were sequenced,
and one of them, BPP-BmOl, was new. Interestingly, some oxidized
BPPs were detected. The three most abundant peptides were BPP-
Bm01, BPP-Bax12, and BPP-13a, and their putative interactions with the
AsS enzyme were investigated in silico. A binding cavity for these
molecules was predicted, and docking studies allowed their ranking.

Rat aorfic vasodilation

Bothrops mogjeni LC-MS/MS analysis
wenom of low molecular weight
fraction

investigations

Three peptides were synthesized and submitted to vasorelaxation assays using rat aortic rings. While all BPPs were active, BPP-Bm01
showed the highest potency in this assay. This work adds further diversity to BPPs from snake venoms and suggests, for the first
time, a putative binding pocket for these molecules in the AsS enzyme. This can guide the design of new and more potent AsS

activators.
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