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RESUMO

Peptideos antimicrobianos surgiram como um potencial novo tratamento devido a sua
capacidade de explorar as fraquezas presentes nos mecanismos de resisténcia aos
antibidticos observados nas bactérias. Somado a isso, estudos recentes demonstraram que
quando conjugados a um Motivos de Ligagdo Amino Terminal Cobre e Niquel (ATCUN) os
peptideos antimicrobianos apresentam uma atividade antimicrobiana aprimorada. No
presente trabalho, analogos dos peptideos antimicrobianos confeccionados com e sem
adicdo de um motivo ATCUN foram caracterizados quimica e biologicamente. Todos os
peptideos foram capazes de inibir o crescimento das espécies bacterianas avaliadas com
concentragdes inibitorias minimas (MICs) relativamente baixas, e os quatro peptideos
conjugados ao motivo ATCUN, quando testados quanto ao aprimoramento de sua eficiéncia
sobre as mesmas bactérias, demonstraram um aumento da atividade antimicrobiana de até
oito vezes. Os oito peptideos também foram capazes de inibir o crescimento de pelo menos
uma das trés cepas do género Candida testadas e, um deles, foi capaz de aumentar a
atividade fungicida contra as cepas de C. albicans e C. krusei quando comparado ao seu
analogo sem o motivo. Os peptideos demonstraram ser pouco citotoxicos, com um
preferencia pela linhagem celular neoplasica, e ndo demonstraram atividade hemolitica.
Quanto as estruturas secundarias, os peptideos foram capazes de se estruturarem em a-
hélice quando na presenca de SDS e TFE. Entende-se entdo, a partir desse trabalho, que
os analogos dos peptideos antimicrobianos descritos possuem potente atividade
bactericida contra os microrganismos e que a associagao desses peptideos a um motivo
ATCUN é capaz de aumentar sua atividade bactericida de duas até oito vezes, dependendo
do peptideo e do patdégeno analisados. Além disso, também pode-se observar que 0s
peptideos possuem atividade antifungica e antiproliferativa sobre células neoplasicas, com
um possivel aprimoramento dessas atividades por parte dos peptideos contendo o motivo

oxidante.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides have emerged as a potential new treatment due to their ability to
exploit weaknesses present in antibiotic resistance mechanisms observed in bacteria. In
addition, recent studies have demonstrated that when conjugated to an Amino Terminal
Copper and Nickel Binding Motif (ATCUN), antimicrobial peptides exhibit enhaced
antimicrobial activity. In the present work, analogues of antimicrobial peptides with and
without the addition of an ATCUN motif were chemically and biologically characterized. All
peptides were able to inhibit the growth of the bacterial species evaluated with relatively low
minimum inhibitory concentrations (MICs), and the four peptides conjugated to the ATCUN
motif, when tested for improving their efficiency on the same bacteria, demonstrated an
increase in activity antimicrobial up to eight times. The eight peptides were also able to inhibit
the growth of at least one of the three strains of the genus Candida tested and, one of them,
was able to increase the fungicidal activity against strains of C. albicans and C. krusei when
compared to its analogue without the motif. The peptides demonstrated little cytotoxicity,
with a preference for neoplastic cell lines, and did not demonstrate hemolytic activity.
Regarding their secondary structures, the peptides were able to structure themselves into a
a-helix when in the presence of SDS and TFE. It is the understood, from this work, that the
analogues of the described antimicrobial peptides have potent bactericidal activity against
microorganisms and that the association of these peptides with an ATCUN motif iscapable
of increasing their bactericidal activity by two to eight times, depending on the peptide.
Furthermore, it can also be observed that the peptides have antifungal and antiproliferative
activity on neoplastic cells, with a possible enhacement of these activities by peptides
containing the oxidizing motif.






1. INTRODUGAO

1.1. Resisténcia bacteriana

Nos anos que antecedem a comercializagado dos antibidticos, a pneumonia, a gripe, a
tuberculose e as infecgdes gastrointestinais eram as principais causas de morte no mundo
(1). Somado a isso, durante a Primeira Guerra Mundial, as doengas infecciosas, obtidas a
partir de ferimentos de guerra, acometeram milhares de pessoas a mais (2). Com base
neste cenario, a descoberta ao acaso da penicilina em 1928 marcou uma nova era da

medicina moderna (3).

Em 1928, Fleming (3) publicou pela primeira vez seus achados referentes a penicilina
que, em seguida, tornou-se um agente antimicrobiano usado de forma significativa contra
muitas doencgas infecciosas. No entanto, pouco tempo depois, Abrahm e Chain (4),
descreveram a penicilinase, uma betalactamase capaz de degradar a benzilpenicilina,

conferindo assim resisténcia a penicilina.

Outro antibidtico, a meticilina, foi desenvolvido logo em seguida, mas dentro de 3 anos
apos a sua introducédo ao mercado a cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) foi observada na Europa e nos Estados Unidos (5). Para conter as novas infecgdes
causadas por essa cepa resistente, as fluoroquilonas foram entao introduzidas. No entanto,
a resisténcia bacteriana a esse agente também surgiu (6). Atualmente, os glicopeptideos
sdo reservados ao tratamento de ultimo recurso e, mesmo possuindo um monitoramento
cuidadoso sob a sua implantacédo, multiplas cepas de MRSA demonstraram sensibilidade

reduzida a esse agente (7).

Estima-se que em 2050 o numero de mortes atribuidas a resisténcia bacteriana sera de
aproximadamente 10 milhdes de pessoas por ano; mais do que acidentes de carro, diabetes
e até mesmo céancer (8). E, de fato, um relatério publicado pela Organizacdo Mundial da
Saude em 2017 mostra que 12 bactérias representam uma grande ameaga a saude
humana devido a sua alta resisténcia a antibidticos, sendo as bactérias Gram-negativas as

mais frequentemente encontradas nas infecgdes humanas (9).

A resisténcia bacteriana é definida como a capacidade dos microrganismos de
sobreviverem, isto €, permanecerem viaveis, mesmo sob a influéncia de agentes
antimicrobianos (10). Inicialmente, a resisténcia bacteriana surgiu como uma resposta aos

antibidticos de ocorréncia natural, como resultado de mutagdes ou transferéncia de genes
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entre os microrganismos. No entanto, a medicina moderna acelerou ainda mais esse
processo, removendo competidores sensiveis aos medicamentos e deixando as bactérias
resistentes se reproduzirem e se espalharem por meio da sele¢cdo natural devido a
prescricdo de medicamentos menos eficazes que aqueles de primeira linha, ou ainda

através da automedicagao (11-14).

Outro fator que contribui para o surgimento e a propagacgéo da resisténcia bacteriana é
a estagnacao na pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos. Em meados da década
de 1980, uma grande quantidade de pedidos de novos medicamentos antimicrobianos foi
aprovada, mas logo nas décadas seguintes houve uma constante diminuigdo no numero de
novos antibiéticos colocados no mercado (15,16). Somado a isso, 0 pouco medicamento
aprovado nos ultimos anos trata-se dos mesmos antibidticos ja existentes, com apenas
algumas pequenas modificagdes, e que por fim apresentam um mesmo mecanismo de agao
(17).

Dessa forma, a medida que mais antibidticos sdo usados em todo o mundo, mais
oportunidades sdo dadas para as bactérias desenvolverem uma resisténcia mais
complicada contra esses agentes. O resultado s&o novas cepas modificadas, capazes de
reduzir a chance de o tratamento adequado ser eficaz para os pacientes acometidos por
infeccdes devido a esses patdgenos e, eventualmente, leva-los a complicagdes clinicas, ou
até a morte (18-20).

1.2. Peptideos Antimicrobianos (PAMs)

Os peptideos antimicrobianos (PAMs, do inglés Antimicrobial Peptides - AMPs) sdo um
grande grupo de peptideos de ocorréncia natural, encontrados em todos os organismos
vivos; desde bactérias, fungos e plantas, até animais invertebrados e vertebrados. Esses
peptideos desempenham um papel na resposta imune inata e atuam como a primeira linha
de defesa do hospedeiro, direcionando e inibindo o crescimento de bactérias, fungos e
leveduras (21-27).

Os PAMs s&o geralmente formados por cerca de 12 a 50 aminoacidos, com uma
abundancia de residuos de lisina, arginina e histidina que conferem a eles uma carga liquida
positiva variando de +2 a +9; e uma grande porgéo de residuos hidrofébicos (>50%) (28—
34). Frequentemente, devido a presenca de pontes dissulfeto ou contato com membranas,
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os AMPs adotam estruturas anfifilicas tridimensionais nas quais os dominios hidrofilicos

carregados positivamente sdo bem separados do dominio hidrofébico (35).

As propriedades antimicrobianas dos PAMs estdo relacionadas a essas duas
caracteristicas inter-relacionadas. A natureza anfipatica dos peptideos antimicrobianos
contribui para a sua capacidade de interagir com membranas, especialmente membranas

bacterianas, com suas cabecas hidrofilicas e nucleos hidrofébicos (35,36).

Além disso, devido a sua carga positiva, os PAMs se ligam preferencialmente aos
componentes presentes na membrana bacteriana que sédo carregados negativamente (por
exemplo: lipopolissacarideos e acidos teicdicos nas superficies de bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, respectivamente) criando assim liga¢cdes eletroestaticas
estaveis (36—39). Posteriormente, a membrana bacteriana é rompida, levando a inserg¢ao

dos peptideos antimicrobianos nas membranas e, frequentemente, a formagao de poros.

Com o surgimento e o constante crescimento da resisténcia de bactérias patogénicas
aos antibidticos disponiveis, o numero de pesquisas que buscam alternativas aos
antibidticos atuais aumentaram ao longo dos anos. Tendo em vista esse cenario, os PAMs
passaram a ser considerados candidatos promissores para o tratamento de infeccbes
causadas por bactérias (40). Até o momento mais de 3500 peptideos antimicrobianos ja
foram descritos, com uma pesquisa prospera de pelo menos um novo PAM sendo
descoberto a cada ano desde 1985 até 2017 (41,42).

1.2.2. Descoberta dos peptideos antimicrobianos e seu amplo expectro

de acao

A descoberta dos PAMs, assim como a descoberta da penicilina, é atribuida ao trabalho
pioneiro de Alexander Fleming. No inicio da década de 1920, ao observar secre¢des e
tecidos de humanos e animais, Fleming descreveu uma substéncia bacteriolitica,

denominada por ele como lisozima, capaz de realizar a lise de células bacterianas (59).

Mais tarde, em 1939, René Dubos foi o responsavel por isolar o agente antibacteriano
gramicidina da bactéria Gram-positiva Bacillus brevis e avaliar suas propriedades
antibacterianas contra infecgdes em camundongos (60). Ja em 1948, a bacilomicina, outra
familia de peptideos de Bacillus brevis, foi isolada e descrita com baixos efeitos

antimicrobianos mas notavel atividade antifungica (61).
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Posteriormente, fungdes imunomoduladores dos PAMs foram descritas e, juntamente a
sua atividade contra uma ampla gama de microrganismos, despertaram o interesse de
pesquisadores nas suas potenciais aplicagdes terapéuticas (62). E embora os PAMs sejam
amplamente conhecidos por sua ag¢ao contra bactérias, sdo diversos os relatos referentes

as suas propriedades antifungicas, antiproliferativas e até mesmo antioxidantes.

O peptideo Skin-PYY, por exemplo, € um peptideo antimicrobiano que também
apresenta atividade antifungica. Encontrado no extrato da pele da ra arbérea Phylomedusa
bicolor, esse peptideo demonstra grande eficacia tanto contra as bactérias E. coli e
Enterococcus faecalis quanto contra os fungos C. albicans, Microsporum canis,
Trichophyton rubrum e Arthroderma simii (63,64 ).

Por sua vez, o peptideo Figainina 1, isolado da secregao cutanea do anuro Boana
ranicipes, além de demonstrar atividade contra bactérias patogénicas Gram-negativas E.
coli e K. pneumoniae e bactérias patogénicas Gram-positivas E. faecalis, S. aureus, S.
epidermidis e E. casseliflavus, também possui efeitos antiproliferativos em linhagens de
células de adenocarcinoma mamario (MCF-7) e células HelLa (65).

Ja os PAMs pBD-1 e pBD-2, 3-defensinas expressadss em 6rgéos e tecidos do sistema
imune de suinos, apds serem submetidas a estudos in vitro demonstraram atividade
antimicrobiana moderada a alta sobre bactéeias Gram-positivas e Gram-negativas e
atividade antioxidante forte em concentragbes na faixa entre 0 ~ 256 ug/mL (66).

1.2.3. Vantagens dos peptideos antimicrobianos sobre os antibiéticos

Em comparagdo com os antibidticos convencionais, os peptideos antimicrobianos
apresentam diferentes vantagens. Primeiramente, os antibidticos normalmente possuem
um espectro estreito, agindo apenas sobre as bactérias, enquanto os PAMs tém um amplo
espectro de atividades que incluem antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria e

anticancer (16).

A respeito de sua atividade antimicrobiana, quando comparados aos antibidticos, os
PAMs apresentam uma agao mais direta e rapida, sendo capazes de matar bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas com intervalos que véo de 3 horas, a 30 minutos ou ainda 5
minutos (67-72). Além disso, eles atuam contra bactérias clinicamente resistentes a
medicamentos, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Enterococcus

resistentes a vancomicina (73).
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Outra vantagem é a baixa propensdo dos peptideos para o desenvolvimento de
resisténcia. Algo que pode ser atribuido a sua capacidade de atuar por meio de diversos
mecanismos e vias distintas (36,74). Além disso, os PAMs n&o provocam vias de estresse
bacteriano, como SOS e rpoS e, portanto, ndo sdo capazes de aumentar a mutagénese
bacteriana (75). Muitas vezes esses peptideos podem ativar a imunidade inata do
hospedeiro sem exibir imunogenicidade, sendo alguns deles capazes de neutralizar

aspectos mais prejudiciais da inflamacgéo (73,76).

1.2.4. Pequenos Peptideos Antimicrobianos (SPAMSs)

Em meados da década de 90, peptideos contendo apenas unidades de Leu e Lys foram
relatados como ativos contra cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas,
enquanto peptideos consistindo apenas em Leu, Lys e Trp foram avaliados quanto a

atividade antimicrobiana a partir de uma abordagem de novo (77,78).

Tais peptideos ficaram conhecidos como Peptideos Antimicrobianos Curtos (SPAMs, do
inglés Short Antimicrobial Peptides - SAMPs), e suas versdes artificiais ou sintéticas variam

normalmente de 2 a 10 residuos de aminoacidos.

Atualmente, sabe-se que as versdes mais curtas dos analogos de peptideos de
ocorréncia natural podem ter efeitos modulatérios nas propriedades terapéuticas, bem
como foi observado a partir da lipidacdo da vancomicina, que podem transformar peptideos
nao ativos em promissores novos agentes bioativos, o que torna os SPAMs mais

interessantes em uma possivel configuragdo clinica (79).

O modo de acao dos peptideos antimicrobianos curtos ainda ndo € bem compreendido,
no entanto, verificou-se que esses peptideos interagem com o ATP e inibem diretamente
as agdes de certas enzimas dependentes de ATP (27). Além disso, eles também causam
deslocamento de proteinas de membrana periféricas (80). Dessa forma, seu modo de agéo
pode ser classificado como um tipo de ruptura de membrana, o que se assemelha ao dos

peptideos antimicrobianos comuns.

1.3. Motivo de Ligagao Amino Terminal Cobre e Niquel (ATCUN)

O Motivo de Ligagdo Amino Terminal Cobre e Niquel (motivo ATCUN) nada mais é do
que uma sequéncia curta de peptideo que pode ser encontrada no N-terminal da albumina

presente no soro humano, bem como em outras proteinas (81).
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O motivo ATCUN consiste em um tripeptideo de sequéncia Ha2N-Xaa-Xaa-His, que
coordena os ions Cu (ll) e Ni (II) em uma geometria quadrada plana. Diversos estudos tém
demonstrado que a histidina € necessaria para a ligagao firme e a geometria quadrada
plana (82,83).

No entanto, décadas de pesquisa mostram que a atividade do motivo ATCUN nao se
limita apenas ao transporte de metais, mas também pode ter outras fungbes bioldgicas
potenciais. Diversos estudos demonstram a atividade nucleasse e protease do complexo
ATCUN-Cu (Il) devido a sua capacidade de formar espécies reativas de oxigénio (84—88).

Mais de 40 peptideos de ocorréncia natural com atividade antimicrobiana contendo o
motivo ATCUN ja foram relatados. A presenga do motivo em muitos desses PAMs indica o
seu potencial como modelo para o desenvolvimento de compostos antimicrobianos (89).

O motivo ATCUN mostra alta afinidade para os ions Cu (ll) e Ni (Il). A alta afinidade do
motivo ATCUN para ions cobre labeis em bactérias sugere que a insergao desse motivo no
N-terminal dos AMPs cria uma estrutura molecular que catalisa a formagcao de espécies
reativas de oxigénio (ROS); que esta ausente no PAM original (82,90-95).

O complexo ATCUN-Cu (Il), na presencga de perdxido de hidrogénio e acido ascérbico,
gera ROS por meio de uma reagédo semelhante a de Fanton a medida que o cobre ligado
circula entre seus estados de oxidagao +2 e +3 (96). Isso leva ao acumulo de ROS em uma
alta taxa de renovacdo, que pode degradar irreversivelmente alvos terapéuticos como
acidos nucléicos e proteinas, mesmo quando o AMP estd em doses subterapéuticas
(82,84).

O peptideo salivar histatina 5 (DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY'), bem como outras
histatinas, possuem um motivo ATCUN e, sabe-se que as histatinas 3 e 5 se ligam
voluntariamente aos ions de metal de transicdo como Cu (lI), Ni (ll), Zn (llI) e Fe (IlI). Sendo
assim, foi demonstrado que a histatina 5 possui atividade antifungica, e que essa atividade
pode estar possivelmente relacionada a atividade geradora de ROS por meio do motivo
Asp-Ser-His presente em sua sequéncia (97-100).

Da mesma forma, a mixinidina (GIHDILKYGKPS), um PAM derivado do muco
epidérmico do peixe-bruxa, contém a sequéncia ATCUN Gly-lle-His (101). Estudos
demonstraram que a substituicdo do residuo de histidina por um residuo de lisina torna o
peptideo menos ativo contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus (102).
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Ja a hepcidina 25 humana (DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT) é um peptideo
antimicrobiano e um hormdnio produzido principalmente pelo figado, onde é responsavel
pela regulacdo da reciclagem e homeostase do ferro (103—105). A presenca do tripeptideo
DTH em sua sequéncia permite a hepcidina 25 assumir que a ligagdo do cobre ocorre de
forma semelhante aos outros dois peptideos mencionados (106). Na presencga de ions de
cobre (1) e de uma substancia intracelular, como o arscorbato por exemplo, a hepcidina 25
pode gerar ROS que s&o capazes de clivar o DNA do plasmideo e de proteinas bacterianas
(97,107). Além disso, também é especulado que a ligagédo do cobre pode induzir alteragdes
conformacionais no peptideo que aumentam a sua atividade antimicrobiana contra alvos

intracelulares (108).
2. JUSTIFICATIVA

O uso generalizado ou ainda, em alguns casos, 0 abuso no uso dos antibidticos
convencionais, somados a estagnagdo na pesquisa e desenvolvimento de novos
antibidticos, sdo algumas das principais causas da aceleragao da resisténcia bacteriana em
todo o mundo atualmente. Consequentemente, a vida util dos antibidticos comerciais torna-

se limitada, o que resulta na procura de novos agentes antibacterianos eficazes (109,110).

A dificuldade de encontrar novas estruturas que apresentem baixa toxicidade para o
hospedeiro e ampla ag&o contra patdbgenos bacterianos, como observado nos antibiéticos
convencionais, € uma grande limitacdo no desenvolvimento desses farmacos. Novas
classes de antibitticos recentes, como as oxazolidinonas (linezolida), as estreptograminas
(quinupristina/dalfopristina) e os glicolipidios (daptomicina), sdo todas limitadas no seu
espectro de atividade a agentes Gram-positivos patogénicos (111). Portanto, € um desafio
para a pesquisa conceber antibidticos com novas estruturas e/ou modos de acgao.

Como parte essencial da imunidade inata, os peptideos antimicrobianos representam
um bom modelo para a geragdo de novos antimicrobianos, pois apresentam um amplo
espectro de acgdo sobre microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, além da
capacidade de explorar as fraquezas presentes nos mecanismos de resisténcia aos
antibioticos observados nas bactérias patogénicas. Os PAMs sdo capazes de atuar tanto
como adjuvantes com farmacos convencionais, quanto como uma alternativa a esses

medicamentos no tratamento e na prevencéo das infecgbes microbianas (30,112—-114).

E, embora os PAMs sejam mais conhecidos por inibir o crescimento de bactérias, sdo

cada vez mais crescentes os relatos de peptideos que além de exibirem atividade
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antimicrobiana, também exibem propriedades antifungica, antiproliferativa e até mesmo
antioxidante. Tais atributos podem vir a ser uma importante contribuicdo para o combate de
infecgbes fungicas cada vez mais frequentes, bem como ao tratamento de determinadas
células cancerigenas que tornam-se resistentes a agentes quimioterapicos ao longo da
terapia (115-117).

No entanto, embora uma quantidade substancial de PAMs tenham sido descobertos nas
ultimas décadas, apenas uma pequena parte deles foi de fato utilizada, devido ao fato de
grande parte dos PAMs normalmente possuirem sequéncias bastante longas, que podem
comprometer sua aplicagdo como medicamento comercial devido a baixa estabilidade, ao
alto preco de fabricagéo e a citotoxicidade (109,118). Portanto, é urgente encontrar PAMs
eficientes, ndo toxicos e de baixo custo na promocao das aplicagdes praticas dos peptideos.

As versdes naturais ou sintéticas dos peptideos antimicrobianos curtos (SPAMs) surgem
como uma solugdo a esse problema, pois possuem composicdo mais simples de
aminoacidos (variam de 2 a 10 residuos de aminoacidos), o que os tornam mais faceis de
fabricar; mais sintonizaveis sem esforco de acordo com requisitos de toxicidade,
estabilidade, meia-vida ou especificidade; menos imunogénicos e, se alcangados no

mercado, podem ser fabricados a granel (119).

Somado a isso, estudos recentes que tinham como objetivo associar motivos oxidantes
ATCUN a peptideos antimicrobianos mais curtos demonstraram que os novos peptideos
combinados apresentaram uma atividade antimicrobiana aprimorada. Ao avaliar o
mecanismo de agdo dos conjugados resultantes, foi indicado que o aumento da atividade
normalmente decorre da capacidade adicional de gerar espécies reativas de oxigénio
(82,120).

Dessa forma, a procura por peptideos antimicrobianos cada vez mais eficazes e com
um amplo espectro de atuagdo é um proposta atual e necessaria para a melhoria no
tratamento de diferentes enfermidades, principalmente aquelas causadas por

microrganismos patogénicos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

O presente trabalho propde a caracterizagdo quimica e bioldégica de peptideos
antimicrobianos curtos (SPAMs) associados a um motivo oxidante (Motivo de Ligacao
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Amino Terminal Cobre e Niquel — ATCUN) sobre bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, fungos e células neoplasicas.
3.2. Objetivos especificos

e Confeccionar analogos dos peptideos antimicrobianos, com e sem adigao de um
motivo oxidante, substituicdo de residuos e diminuigdo do C-terminal,;

e |dentificar as massas e as estruturas dos diferentes peptideos por meio de
espectrometria de massa e dicroismo circular;

e Determinar a atividade antimicrobiana dos diferentes peptideos contra bactérias
Gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa; e bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis;

e Determinar a atividade antifungica dos diferentes peptideos contra cepas dos
fungos Candida albicans, Candida krusei e Candida parapsilosis.

e Determinar os efeitos antiproliferativos e citotdéxicos dos diferentes peptideos sobre
células de adenocarcinoma mamario (MCF-7) e fibroblasto murino (NIH-3T3)
através do MTT;

e Determinar os efeitos antiproliferativos e citotéxicos dos diferentes peptideos sobre
macréfagos da linhagem macrophage-like RAW 264.7 através do MTT;

e Determinar a dosagem de oxido nitrico (NO) em sobrenadante da cultura de
macrofagos da linhagem macrophage-like RAW 264.7;

e Determinar a capacidade antioxidante equivalente a trolox (TEAC) dos diferentes
peptideos;

e Determinar a atividade hemolitica dos diferentes peptideos sobre eritrocitos
murinos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho racional e sintese de analogos de peptideos

antimicrobianos

As alteragdes foram baseadas na leitura, comparagdo e compreensdo dos analogos ja
descritos na literatura em relagao aos seus peptideos nativos (modelos). Foram realizadas
substituicdes de residuos de aminoacidos bem como a adi¢cao de 2/3 residuos nas porgdes

C- e N- terminais a fim de alterar sua cationicidade e hidrofobicidade.
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Para auxiliar no desenho racional foram utilizadas como ferramentas de bioinformatica

o algoritmo Expasy pl/Mv tool (https://web.expasy.org/compute pi/) (121-123), para o

calculo da massa tedrica monoisotopica dos peptideos; o Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (124), para o alinhamento de multiplas

sequéncias; a ferramenta NetWheels (http://Ibgp.unb.br/NetWheels/) (125), para a predigéo

helicoidal dos peptideos; a ferramenta I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER) (126-128), para a predigdo das estruturas secundarias; e o APD (APD3:
Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor) (https://aps.unmc.edu/prediction) (129—

131), para determinar o GRAVY (Grand Averange Hydropathy).

Ap0s a definigdo das estruturas os peptideos foram encomendados.

4.2. Espectrometria de massa

Os peptideos antimicrobianos foram analisados em espectrémetro de massa do tipo
MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex 2™ (Bruker Billerica, Massachussetts, EUA) em modo
refletido positivo, utilizando calibragdo externa, para certificar de que nao haveria
contaminantes em sua composi¢do. Para isso, foi utilizada a matriz acido alpha-ciano-4-

hidroxycinnamico (HCCA). Os espectros foram adquiridos entre 1000 e 5000 m/z.

4.3. Ensaios antimicrobianos

4.3.1. Ensaio antibacteriano

Os peptideos antimicrobianos foram empregados na determinagcdo da sua
Concentragao Inibitéria Minima (MIC, do inglés Minimal Inhibitory Concentration), ou seja,
a menor concentragdo do peptideo, sobre bactérias patogénicas, onde nenhum
crescimento celular & detectado por meio de leitura espectrofotométrica. Para isso, foi
utilizado o protocolo da Clinical And Laboratory Standards Institutes — CLSI (132).

As bactérias Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27953); e as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) foram
obtidas no banco de bactérias e fungos do Laboratorio de Toxinologia da Universidade de
Brasilia (UnB).

Primeiramente, a densidade 6ptica dos microrganismos foi avaliada através da leitura

em espectrofotdmetro a 625 nm apos 24 h de incubagéo. Os microrganismos foram entao
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primeiramente diluidos em meio Maueller-Hinton (MHB) na proporgdo 1:10
(aproximadamente 1x107 células/ml) e, em seguida, essa solucgao foi diluida na proporgao
1:20 (aproximadamente 5x10° células/ml) em MHB. Aliquotas de 50 ul em diluigdes seriadas
de cada peptideo, feitas a partir de uma solugao-estoque de 100 uM e esterilizadas por
filtracdo em filtro Millex gv 0,22 um, foram incubadas com 50 ul da suspensao de bactérias
em placa multipogos de fundo chato (TPP, Switzerland) em triplicata, por 24 h a

37 °C. Os controle para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, formaldeido 0,4% (v/v) e agua Milli-Q estéril incubados com as
suspensdes bacterianas. Um controle de auséncia de crescimento pleno contendo o

antibiético Ofloxacino incubado com a suspensao bacteriana também foi realizado.

Para os experimentos envolvendo os peptideos que possuem o motivo oxidante ATCUN
em sua estrutura, as mesmas diluicdes e manipulagdes foram realizadas, mas dessa vez
utilizando MHB contendo 32 uM de nitrato de cobre, adaptado de Libardo et al. (90), para

observar se haveria alguma diferenga em sua atividade antimicrobiana.

A densidade Optica dos microrganismos foi medida em uma leitora Multiskan FC
(Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) a 620 nm apds o tempo de incubacgéo.

A partir dos resultados obtidos no ensaio para determinagao do MIC, foi realizado o
ensaio para a determinac&o da Concentragédo Bactericida Minima (MBC, do inglés Minimal
Bactericidal Concentration). Aliquotas de 10 ul do pogo contendo a concentragéo referente
ao MIC, bem como dos pocgos anterior e posterior, foram retiradas e inoculadas, em
triplicatas, na superficie de placas de petri contendo meio Mueller-Hinton Agar, e entao
incubadas por 24 h a 37 °C. Foi definido o MBC como a menor concentracdo do peptideo
antimicrobiano capaz de causar a morte do inoculo. Todos os ensaios antimicrobianos

foram realizados com materiais esterilizados e em camara de fluxo laminar.

4.3.2. Ensaio antifungico

Os peptideos antimicrobianos também foram empregados na determinagdo do MIC
sobre as cepas de fungos patogénicos. Para isso, novamente foi utilizado o protocolo da
Clinical And Laboratory Standards Institutes — CLSI (132).

As cepas dos fungos Candida albicans (ATCC 90028), Candida krusei (ATCC 34135) e
Candida parapsilosis (ATCC 22019) foram obtidas no banco de bactérias e fungos do

Laboratorio de Toxinologia da Universidade de Brasilia (UnB).
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Primeiramente, a densidade 6ptica dos microrganismos foi avaliada através da leitura
em espectrofotdmetro a 530 nm apds 24 h de incubagdo. Os microrganismos foram entao
primeiramente diluidos em Caldo Cérebro Coragédo (BHI, do inglés Brain Heart Infusion
Broth) na proporgdo 1:100 (aproximadamente 1x10* células/ml) e, em seguida, essa
solugdo foi diluida na proporgdo 1:20 (aproximadamente 5x10% células/ml) em BHI.
Aliquotas de 50 ul em diluicdes seriadas de cada peptideo, feitas a partir de uma solugéo-
estoque de 100 uM e esterilizadas por filtracdo em filtro Millex gv 0,22 um, foram incubadas
com 50 ul da suspensdo de leveduras em placa multipogos de fundo chato (TPP,
Switzerland) em triplicata, por 24 h a 37 °C. Os controles para auséncia de crescimento e
crescimento pleno foram, respectivamente, formaldeido 0,4% (v/v) e agua Milli Q estéril
incubados com as suspeng¢des das leveduras. Um controle de auséncia de crescimento
pleno contendo o antifungico Anfotericina B incubado com a suspensdo de levedura

também foi realizado.

A densidade Optica dos microrganismos foi medida em uma leitora Multiskan FC
(Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) a 530 nm apds o tempo de incubacgéo.

A partir dos resultados obtidos no ensaio para determinagcdo do MIC, foi realizado o
ensaio para a determinagdo da Concentragdo Fungicida Minima (MFC, do inglés Minimum
Fungicidal Concentration). Aliquotas de 10 ul do pogo contendo a concentragao referente
ao MIC, bem como dos pocos anterior e posterior, foram retiradas e inoculadas, em
triplicatas, na superficie de placas de petri contendo meio Brain-Heart Infusion Agar, e entao
incubadas por 24 h a 37 °C. Foi definido o MFC como a menor concentracdo do peptideo
antimicrobiano capaz de causar a morte do inéculo. Todos os ensaios antifungicos foram

realizados com materiais esterilizados e em camara de fluxo laminar.

4.4. Ensaio sobre células neoplasicas e células nao neoplasicas

4.4 .1. Manutengao da cultura de células

Aliquotas de células de adenocarcinoma mamario (MCF-7, ATCC HTB-220) e células
de fibroblasto murino (NIH-T3T, ATCC CRL-1658) obtidas no banco de células do
Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia (UnB) foram removidas de um
estoque de nitrogénio liquido e descongeladas a 37 °C.

Para ambas as culturas, aliquotas de 500 ul foram lentamente adicionadas em 3 ml de

meio de cultura Eagle’s Minimum Essential Medium (DMEM) completo (suplementado com
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0,01 mg/ml de insulina humana, 10% de soro fetal bovino e, 100 unidades/ml de penicilina
e 100 pg/ml de estreptomicina). O mesmo foi utilizado em todos os outros procedimentos
experimentais. Em seguida, as células foram centrifugadas a 2000 RPM por 5 min,
ressuspendidas em 5 ml do meio de cultura, transferidas para um frasco de cultura de
células e incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Para assegurar a qualidade das células
a serem utilizadas nos experimentos, a cada 48 h o meio de cultura foi substituido por um

meio de cultura novo.

A cultura de células foi observada em microscopio de luz invertido e monitorada quanto
ao crescimento celular, aspectos morfologicos e presenga de contaminantes. Ao atingir o
estagio de crescimento de confluéncia (elevada densidade de células em uma determinada
area) de 80% as células foram removidas do frasco de cultura e divididas em outras garrafas

para a manutencgéo da cultura seguindo o procedimento descrito a seguir.

O meio foi descartado e 2 ml de solugao tripsina-EDTA (0,25% de tripsina contendo 0,53
mM de EDTA) foram adicionadas ao frasco de cultura para remogdo da monocamada de
células. Apds 2 min de incubagao em estufa a 37 °C, a remocao das células foi observada
em microscoépio de luz invertido. Em seguida, foram acrescentados 2 ml de meio de cultura
para inativar a atividade da tripsina. As suspensdes de células foram centrifugadas a 2000
RPM por 5 min. Os sobrenadantes foram descartados e as células ressuspesas em meio
de cultura. Aproximadamente 10% das células foram recultivadas em frascos de cultura e
incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO2. O restante foi utilizado em experimento ou
recebeu a adigdo de hipoclorito de sodio e detergente e, apds 24 h, foram descartadas.

Apo6s o término dos experimentos, as células foram removidas dos frascos de cultura e
centrifugadas (como descrito acima). Apds o descarte do meio de cultura, as células foram
ressuspensas em meio de congelamento (DMEM, 20% de soro fetal bovino, 100
unidades/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina, 5% de DMSO). As suspensdes
celulares foram rapidamente transferidas para criotubos, os quais foram identificados e
envolvidos por uma espessa camada de papel toalha e mantidos a -80 °C por 24 h. Em

seguida, os criotubos foram estocados imersos em nitrogénio liquido.
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4.4.2. Tratamento das células com os peptideos antimicrobianos

Ao atingir o estado de confluéncia, ambas as linhagens de células foram removidas do
frasco de cultura e centrifugadas a 2000 RPM por 5 min. Oss sobrenadante foram

descartados e as células ressuspensas em 1ml de meio de cultura.

Para determinag&o do numero de células, um volume de 10 ul de cada suspensao foi
adicionada a 50 pul de solugéo azul de tripan (0,4% diluidos em PBS, p/v). Uma aliquota de
8 ul de cada mistura foi depositada gentiimente em uma camara de Neubauer, onde as
células presentes nos quatro quadrantes maiores laterais foram contadas em microscopio

de luz. O numero de células foi determinado pela seguinte formula:

Ne¢ de células contadas

N¢de células/ml = x fator de diluigao x 10*
N? de quadrantes contados (= 4)

As células contadas foram transferidas para placas de cultura de fundo chato (TPP,
Switzerland), em triplicatas, com concentragao inicial de 5x10° células/pogo, e incubadas
em estufa a 37 °C e 5% de CO? por 24 h para a completa adesdo das células no fundo da
placa. Apos o periodo de incubacio, as células foram preparadas de maneira adequada
para realizagdo dos testes. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, nas
concentragdes de 0 a 100 uM, com materiais rigorosamente esterilizados e em cadmara de

fluxo laminar.

4.4.3. Avaliagcdo da viabilidade celular da cultura de células de
adenocarcinoma mamario MCF-7 e fibroblasto murino NIH-3T3
(MTT)

A viabilidade das células de adenocarcinoma mamario MCF-7 e de fibrblasto murino
NIH-3T3 foi analisada por ensaio MTT (tetrazélio de metiltiazol) de acordo com o protocolo
estabelecido por Mosman (133).

Ambas as culturas de células foram cultivadas com os peptideos antimicrobianos em
placas de 96 pogos como descrito no item acima. Apos o periodo de incubagao, os meios
de cultura das placas foram removidos e 150 pl de solugéo de uso de MTT (15 uL de MTT
5 mg/ml diluidos em 135 ul de DMEM completo) foram adicionados em cada pogo. Ambas

as células foram incubadas por 3 h em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, os meios
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de cultura foram removidos e 200 ul de DMSO foram adicionados em cada pogo para
dissolver o formazan. A quantificagdo do formazan para ambas as linhagens foi realizada
pela medida da absorbancia dos pogos no comprimento de onda de 595 nm em uma leitora

de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA).

A viabilidade celular para ambas as linhagens foi determinada pela média da triplicata
de cada concentragdo testada. A Concentracdo Inibitéria 50% (ICso0) representa a
concentragdo em que a viabilidade celular foi reduzida em 50% e foi calculada utilizando o
software GraphPad Prism 5.

4.4.4. Avaliagdo da viabilidade celular da cultura de macréfagos da
linhagem macrophage-like RAW 264.7 (MTT)

A viabilidade dos macrofagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 264.7 foi
analisada por ensaio MTT (tetrazodlio de metiltiazol) de acordo com o protocolo estabelecido
por Mosman (133). O método também foi utilizado para detectar a viabilidade e avaliar a
citotoxicidade dos peptideos antimicrobianos sobre a linhagem.

Tais ensaios foram realizado em parceria com a Profa. Dra. Jane Lima dos Santos e a
doutoranda Julyanna Oliveira Castro, no Laborat6rio de Imunobiologia da Universidade
Estadual de Santa Cruz (UESC).

As células RAW 264.7 (ATCC TIB-71) foram cultivas em DMEM completo
(suplementado com 10% de soro fetal bovino e, 100 unidades/ml de penicilina e 100 png/ml
de estreptomicina) a 37 °C e 5% de COa.

As células RAW 264.7 foram transferidas para placas de cultura de fundo chato (TPP,
Switzerland), em triplicatas, com concentragao inicial de 2x10* células/pogo, e incubadas
em estufa a 37 °C e 5% de CO? por 24 h para a completa adesdo das células no fundo da
placa.

Em seguida, as células foram entao cultivadas com os peptideos antimicrobianos (66,6/
33,3/ 16,6/ 8,3/ 4,1/ 2,0/ 1,0 uM) em placa de 96 pogos como descrito no item acima. Apos
o periodo de incubagao, o meio de cultura das placas foi removido e 150 ul de solugdo de
uso de MTT (15 uwl de MTT 5 mg/ml diluidos em 135 ul de DMEM completo) foram
adicionados em cada poco. As células foram incubadas por 4 h em estufa a 37 °C e 5% de

CO2. Em seguida, o meio de cultura foi removido e 100 ul da solugdo de
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dimetilformamida/dodecil sulfato de sédio 10% (1:1) foram adicionados em cada pogo para
dissolver o formazan. A quantificagdo do formazan foi feita pela medida da absorbéancia dos

pocos no comprimento de onda de 570 nm em uma leitora de microplacas.

4.4.5. Dosagem de oxido nitrico (NO) em sobrenadante de cultura de

macrofagos da linhagem macrophage-like RAW 264.7

A dosagem de NO em sobrenadante de cultura de macréfagos da linhagem
macrophage-like RAW 264.7 foi realizada de acordo com método estabelecido por Griess
(134).

Tais ensaios também contaram com a parceria entre nosso laboratério da Universidade
de Brasilia e a Prof. Dra. Jane Lima dos Santos e sua aluna de doutorado Julyanna Oliveira
Castro, no Laborat6rio de Imunobiologia da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC).

As células RAW 264.7 (ATCC TIB-71) foram cultivas em DMEM completo
(suplementado com 10% de soro fetal bovino e, 100 unidades/ml de penicilina e 100 png/ml
de estreptomicina) a 37 °C e 5% de COa.

As células RAW 264.7 foram transferidas para placas de cultura de fundo chato (TPP,
Switzerland), em triplicatas, com concentracgao inicial de 5x10* células/pogo, e incubadas
em estufa a 37 °C e 5% de CO? por 24 h para a completa ades3do das células no fundo da

placa.

Em seguida, as células foram entdo cultivadas, em dilui¢ées seriadas, com os peptideos
antimicrobianos ou com LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:B5, Sigma)
em placa de 96 pogos como descrito no item acima.

Os sobrenadantes de cultura de células RAW 264.7 foram utilizados na dosagem de
NO, uma vez que a célula que produz o 6xido nitrico libera-o para o sobrenadante. A
concentragdo de nitrito dos sobrenadantes das culturas foi determinada em placas de
cultura de fundo chato (TPP, Switzerland), em triplicatas, onde foram adicionados 50 pl dos
sobrenadantes oriundos do tratamento de 24 h das células expostas aos peptideos
antimicrobianos. Em seguida, foram adicionados 50 ul de reagente de Griess [1%

sulfanilamida/ 0,1% N-(1-naftil) etilenodiamina dicloridrato].

As concentracgdes de nitrito nos sobrenadantes das culturas foram calculadas a partir de
uma curva padrao de nitrito de sodio (NaNO2) com concentragdes variando entre 200-0,19
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uM. A absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (EZ Read 2000 — Biochrom) a 540

nm, e o resultado foi expresso em concentragdes de nitrito em micro molar (uM).

4.5. Ensaio hemolitico

Para determinar a capacidade de hemdlise dos peptideos foi utilizado o protocolo
descrito por Onuma (135) com algumas modificagdes.

Eritrécitos de sangue murino, obtidos de um doador sadio, foram separados do plasma
por sedimentacio e lavados trés vezes com tampao NaCl 150 mM contendo Tris-HCI 10
mM pH 7.4. Utilizou-se 0 mesmo tamp&o para solubilizar os peptideos sintéticos e preparar
uma solugéo 1% (v/v) de hemacias. Os peptideos foram entdo diluidos serialmente a partir
de uma solugao estoque de 100 uM e incubados por 1 h a temperatura ambiente com 100
ul da suspensao de eritrocitos. Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados a 729 g
por 2 min. Uma aliquota de 80 nul de cada sobrenadante foi transferida para uma placa de
96 pocos de fundo chato (TPP, Switzerland) e a leitura da absorbéancia realizada a 405 nm

em uma leitura de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA).

Para as amostras de referéncia utilizou-se 100 ul da suspenséo de eritrécitos 1% (v/v)
incubado com 100 pl de Triton X-100 1% (v/v) como referéncia de 100% de lise e 100 ul da
suspensao de eritrécitos 1% (v/v) no mesmo tampao supracitado como referéncia de 0%

de hemolise.

4.6. Dicroismo circular

O conteudo das estruturas secundarias dos peptideos foi estimado por Dicroismo
Circular (CD, do inglés Circular Dichroism), em parceria com a Profa. Dra. Sonia Maria de
Freitas e a pos-doutoranda Dra. Izadora Cristina Moreira de Oliveira, no Laboratério de
Biofisica Molecular da Universidade de Brasilia (UnB).

Para tal, foi utilizado o espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco Analytical Instruments,
Toquio, Japao) equipado com um sistema de controle de temperatura Peltier, conectado a
uma bomba de agua (Instrumentos analiticos, Jap&o).

Os ensaios foram realizados com os peptideos nas concentragdes de 50 yM em agua,
35 Mm de dodecil sulfato de sédio (SDS, do inglés Sodium Dodecyl Sulfate) e 50% de
trifluoroetanol (TFE). Os espectros dicroicos foram obtidos utilizando-se uma cubeta de
quartzo de 0,1 cm, na faixa de comprimento de onda distante da luz UV (190-260 nm) com
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intervalos de 0,2 nm, taxa de escaneamento de 100 nm/min, tempo de resposta de 0,5
segundos e largura da banda de 0,85 nm, na temperatura de 25 °C. Os resultados foram
analisados no software Spectra Manager II.

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos a partir da média de cinco leituras
consecutivas e a subtracdo dos valores do sinal dicroico do espectro do solvente, sem a
presenca do peptideo, utilizado como branco. As elipticidades (mdeg) obtidas no ensaio
foram covertidas em elipticidade molar ([6]) (deg.cm?.dmol ') baseado na massa molecular
média calculada por residuo de 115 Da, segundo a equacgao 1:

[6] = 115 x /10 x C x | (1)

onde, « é o sinal dicroico em mdeg, C é a concentragdo da amostra (mg.ml"') e 1 é o trajeto

optico (cm) da cubeta utilizada.

O conteudo da estrutura secundaria em a-hélice foi estimado considerando os valores

de elipticidade molar (graus.cm?.dmol') em A222nm com base na equagéo 2 (139):
fH = ([B]222 - 3,000)/(-36,000 - 3,000) 2

onde [B]222 € a elipticidade residual molar média em 222 nm (graus.cm?.dmol')e fHé a
helicidade fracionaria (%).

4.7. Ensaio antioxidante

4.7.1. Ensaio de Capacidade Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC)

Para determinar a Capacidade Antioxidante Equivalente a Trolox (TEAC, do inglés
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) foi utilizado o protocolo adaptado de Torre et al.
(140), com algumas modificagdes.

O ensaio parte do principio de que a presenca do agente antioxidante neutraliza o radical
catidnico ABTS (ABTS™) através da doagao de elétrons ou extragdo do radical via doagéo
de hidrogénio. O processo é visualizado pela mudancga de cor de tons de azul esverdeado
(ABTS™) para incolor (ABTS?). A capacidade antioxidante da amostra é comparada com a

atividade antioxidante do trolox, um derivado hidrossoluvel de vitamina E.

Em um primeiro momento, foram preparadas as solugbes de uso ABTS 7 mM (em
penumbra) e Persulfato de Potassio (PP) 140 mM, ambas diluidas em alcool etilico 50%.

Em seguida, 17,6 ul de Persulfato de Potassio foram adicionados para cada 1 ml de ABTS
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7 mM, no escuro. A solucio foi entdo deixada em temperatura ambiente, no escuro, por 16

horas, até estabilizar. Essa solugdo da forma ao radical catidbnico ABTS (ABTS™).

Apo6s 16 horas, o ABTS™ foi diluido em alcool etilico 50% e sua absorbancia foi medida
em espectrofotdmetro a 734 nm, utilizando cubeta de quartzo. Em seguida, o trolox foi
pesado e preparado em penumbra, e os peptideos foram diluidos em alcool etilico 50% e
plaqueados em dilui¢do seriada (10 ul por pogo) e triplicatas. Para o branco, foram diluidos
10 ul das diferentes concentragdes dos peptideos em 140 ul de alcool etilico 50%, e assim

observar se a amostra absorve a 734 nm.

Por ultimo, em penumbra, o controle negativo de atividade antioxidante foi realizado a
partir da diluicdo de 10 ul de alcool etilico 50% em 140 ul de ABTS™ e mais 140 ul de
ABTS™ foram adicionados em cada um dos pogos contendo os peptideos. A densidade
optica foi medida em uma leitora CLARIOstar Plus (BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) a
734 nm apds 20 minutos de incubag&o no escuro.

4.8. Analise estatistica

Os dados serdo analisados quanto as diferencas estatisticas através do teste Anova
fator unico, com nivel de significancia de P<0,05 e teste de Tukey como pds-teste utilizando

o programa software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

Todos os valores foram expressos como médias + DP (desvio padrdo). Os valores
significativamente diferentes do controle (P<0,05) estdo indicados com o octothorpe (#).

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.
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5. RESULTADOS
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6. DISCUSSAO

O crescente aumento de bactérias resistentes aos antibidticos convencionais traz
consigo a necessidade de encontrar novas abordagens terapéuticas para o enfrentamento
dessa ameaca aos cuidados de saude. O simples fato dos peptideos antimicrobianos serem
capazes de matar de forma eficaz um amplo espectro de microrganismos, incluindo aqueles
que sao multirresistentes, indica que seu modo de acao é diferente quando comparado aos
antibidticos convencionais (144). E ainda, os AMPs mais curtos s&o excepcionalmente
adequados, pois possuem custos de producado razoaveis e ndo desencadeiam resposta

imune indesejada.

No entanto, ainda que os AMPs ja venham sendo aproveitados com sucesso como
antibidticos, sua combinagdo com dominios de ligagdo de metal € uma abordagem unica e
amplamente discutida na literatura atualmente. A maioria das sequéncias ATCUN ocorrem
naturalmente em uma variedade de proteinas, o que os torna verdadeiros candidatos a

solucao de problemas envolvendo os antibidticos.

O presente trabalho propds entdo a caracterizagdo quimica e bioldgica, por meio de
screening inicial, de peptideos antimicrobianos curtos, desenhados e sintetizados com base
nos peptideos modelo anoplina e hexa 1, que possuam a capacidade de combinar a agao
bactericida/bacteriostatica com a de formacédo de ROS a partir do conjugado ATCUN.
Foram obtidos quatro pares de peptideos sintéticos, dois deles analogos a anoplina
(ssp1/ssp1-ATCUN e ssp3/ssp3-ATCUN) e outros dois analogos ao modelo hexa 1
(ssp2/ssp2-ATCUN e ssp4/ssp4-ATCUN).

Para a fabricagao dos AMPs-ATCUN foi escolhido o motivo VIH, com base no trabalho
de Libardo e colaboradores que, ao examinarem diferentes motivos ATCUN, demonstraram
que a incorporacao da sequéncia ATCUN Val-lle-His aos peptideos anoplina, PAP e sh-
buforina resultou em um aumento consideravel da atividade antimicrobiana desses
peptideos sobre as cepas de E. coli, E. aerogenes, B. subtilis e S. epidermidis devido a
producao de ROS nas taxas mais altas (141). Em outro momento, o mesmo motivo também
demostrou ser capaz de aumentar em quatro vezes a atividade de analogos a sh-buforina

sobre cepas de E. coli e E. aerogenes (90).

Quando os AMPs-ATCUN sintéticos foram testados quanto a sua poténcia contra as
espécies bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas, pode-se notar que o ATCUN de

fato aumenta a atividade dos analogos em cerca de até oito vezes. Os peptideos ssp1-
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ATCUN e ssp3-ATCUN, baseados na anoplina, demonstraram uma atividade inibitoria entre
duas a oito vezes melhor que seus analogos ssp1 e ssp3, quando testados contra as
espeécies bacterianas K. pneumoniae, S. aureus e S. epidermidis. Em relagao aos peptideos
baseado no hexa 1, apenas ssp4-ATCUN demonstrou ser capaz de aprimorar em torno de
duas vezes a atividade antimicrobiana de seu analogo ssp4 contra as cepas de K.
pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus. Além disso, vale ressaltar aqui que nenhum dos
quatro AMPs-ATCUN demonstrou uma atividade antimicrobiana melhorada sobre a cepa
de E. coli.

Alguns AMPs usam quelagcdo de metal como mecanismos de agédo e n&o envolvem a
producdo de ROS (145). Nesses casos, a adigdo de ions metalicos como Cu?* ao meio
afeta negativamente sua atividade antimicrobiana (145). Esse ndo € o caso dos analogos
conjugados ao motivo ATCUN testados neste trabalho, pois quando 32 uM de ions Cu?*
foram deliberadamente adicionados ao meio de crescimento, a atividade antimicrobiana dos
derivados de anoplina e hexa 1 contendo o ATCUN foi mantida. Isso pode indicar que a
deplecao de metais devido a capacidade quelante dos AMPs-ATCUN sintetizados para

esse trabalho ndo € o mecanismo de agédo utilizado por esses peptideos.

Peptideos conjugados ao ATCUN aproveitam a presenga do conjunto de ions cobre
labeis presentes em bactérias que fluem em resposta a estimulos ambientais (146,147). A
alta afinidade do motivo ATCUN pelos ions de cobre permite uma competicdo bem sucedida
pelo pool endogeno de cobre (148). Fica claro entdo que s sintese de agentes bactericidas
com dupla agéo pode levar ao desenvolvimento de moléculas clinicamente uteis pois, de
forma notavel, os peptideos combinados com a producao de ROS sao capazes de alcangar
uma defesa antimicrobiana aprimorada (149,150).

Os peptideos sintetizados também foram testados contra cepas do género Candida para
avaliar se ha atividade sobre outros microrganismos e se essa atividade pode ser
aprimorada pelos AMPs-ATCUN. Os oito peptideos foram capazes de inibir o crescimento
de pelo menos uma das trés cepas de fungos Candida mas, de todos os resultados obtidos
nos ensaios antifungicos, chama mais atengao aqueles relacionados ao peptideo ssp3-
ATCUN, que demonstrou ser capaz de melhorar a eficacia da atividade inibitria do seu

analogo ssp3 sobre as cepas de C. albicans e C. krusei.

O peptideo histatina 5, um dos peptideos basicos presente na parétida humana, possui
naturalmente em sua sequéncia a presenca do motivo Asp-Ser-His e é conhecido por sua
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atividade antifungica (97-99). Hemlerhosrt e colaboradores demonstraram que a histatina
5, ao ser direcionada para a mitocondria de C. albicans, € capaz de gerar ROS devido a
presenca do motivo DSH em sua sequéncia o que, por conseguinte, leva a morte celular do
patdgeno devido a oxidagdo de macromoléculas bioldgicas e perda da integridade celular
(100).

Mais observagdes sao necessarias para entender em qual local especifico do patdégeno
os peptideos conjugados ao motivo VIH atuam e como isso ocorre. No entanto, apenas o
fato de esses peptideos também serem capazes de inibir o crescimento de diferentes
espécies de fungos, além da atividade antimicrobiana ja demonstrada, € um excelente
resultado na necessidade urgente de desenvolver novos medicamentos antifungicos, tendo
em vista que o acervo de agentes antifungicos eficazes permanece muito limitado, com
apenas trés classes de medicamentos disponiveis para terapia sistémica (os polienos, os
triazois e as equinocandinas), o que contribui para o aumento de cepas de fungos
resistentes (151-153).

Quanto a sua citotoxicidade, em um primeiro momento, os peptideos foram testados
contra linhagens celulares de adenocarcinoma mamario MCF-7 e de fibroblasto murino
NIH-3T3. A MCF-7 é uma das linhagens celulares de cancer de mama mais comumente
utilizadas na pesquisa, pois prova ser a linhagem mais adequada para investigagbes
relacionadas ao cancer de mama, bem como a terapias anticancer (154). Por outro lado, os
fibroblastos s&o as células mais fundamentais do tecido conjuntivo, responsaveis por
sintetizar substancias basicas e fibras, além de serem capazes de responder a inflamacéao

por meio do recrutamento de células imunes (155,156).

Os peptideos ssp3, ssp3-ATCUN e ssp4-ATCUN foram capazes de inibir a proliferagao
de células da linhagem de MCF-7 com valores de ICso relativamente baixos. No entanto, os
peptideos ssp3 e ssp3-ATCUN foram toxicos tanto para a linhagem de MCF-7 quanto para

alinhagem de NIH-3T3, com um ICso aumentado e um ICso muito préximo, respectivamente.

O peptideo ssp4-ATCUN por sua vez indicou uma possivel seletividade em relagéo as
células tumorais, pois apresentou um ICso de 19,51 uM ao ser testado contra a linhagem
MCF-7. O mesmo n&o foi observado apos a incubagdo do peptideo com a linhagem de
fibroblasto NIH-3T3. Determinadas caracteristicas que estdo geralmente presente nos
AMPs, como € o caso da anfipacidade, carga positiva, dentre outras; sao responsaveis por

favorecer uma interagdo maior com os fosfolipidios carregados negativamente que estao
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presentes na membrana de microrganismos do que com os fosfolipidios neutros (ou
“zwireribnicos”) presentes na superficie extracelular das membranas celulares de
mamiferos (157). No entanto, diferencas presentes nas membranas de células
cancerigenas, que possuem uma quantidade maior de componentes carregados
negativamente, como a fosfatidilserina, glicoproteinas e glicolipidios, podem aumentar a
atividade dos peptideos sobre essas células (158).

Vale ressaltar também que o seu analogo ssp4 nao foi capaz de inibir a proliferagdo das
células neoplasicas em nenhuma das concentragdes testadas, o que supostamente pode
apontar para uma melhora da atividade antiproliferativa do AMP-ATCUN devido a presencga
do motivo em sua sequéncia. Tal resultado vem possivelmente a somar com o numero
crescente de trabalhos que tém abordado o uso dos motivos ATCUN no desenvolvimento
de novas terapias anticancer, como é o caso do tripeptideo Gly-Gly-His (GGH) capaz de
aumentar atividade antitumoral ja conhecida do ascorbato, inibir o crescimento do tumor
ascetico de Ehrlich in vitro, e ainda prolongar o tempo de vida de camundongos inoculados
com as células neoplasicas (159). Posteriormente, utilizando o mesmo motivo ATCUN, mas
dessa vez conjudo aos proto-oncogenes Jun e Fos, Mahmoudi e Sarkar demonstraram a
clivagem da proteina ativadora do gene-1 (AP1) no local de consenso [TGA(C/G)TCA]
(160). Na presenga de Cu(ll) ou Ni(ll) e do ascorbato o motivo ATCUN é capaz de gerar
espécies de oxigénio altamente reativas que sao entdo capazes de clivar o esqueleto
fosfodiéster do DNA (161-165).

Yu e colaboradores por sua vez, tendo em vista o DNA telomérico como um novo alvo
para o desenvolvimento de drogas anticancerigenas, projetaram um complexo de cobre-
acridina-ATCUN (CuGGHK-Acr) para atingir o DNA telomérico G4 (166). A partir do
desenvolvimento desse agente de clivagem acoplado a um ATCUN, o grupo demonstrou
que CuGGHK-Acr é capaz de encurtar de forma significativa o DNA telomérico o que,
consequentemente, foi responsavel por causas a senescéncia celular e a apoptose de

células de adenocarcinoma mamario MCF-7 (166).

Em um segundo momento, ainda a fim de avaliar a viabilidade celular e a citotoxicidade.
os peptideos foram testados contra a linhagem RAW 264.7 de mondcito-macrofago de
camundongo. Nesse caso, os peptideos ssp2 e ssp2-ATCUN demonstraram ser citotdxicos
em baixas concentragbes sobre os monocitos-macrofagos da linhagem RAW 264.7,
enquanto os peptideos ssp1-ATCUN e ssp3-ATCUN apresentaram citotoxicidade na maior

concentracao testada.
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As células RAW 264.7 sao versateis, sendo comumente utilizadas em modelos in vitro
a fim de realizar a triagem de compostos antiinflamatérios e imunomodeladores. Isso ocorre
porque a linhagem celular RAW 264.7 produz uma resposta inflamatoria robusta e bem
conhecida, especialmente quando desafiada por estimulantes inflamatérios, como o
lipopolissacarideo (LPS), um agonista do receptor Toll-like 4 (TLR4). A estimulagdo de TLR4
ativa cascatas de sinalizagao intracelular, que mobiliza fatores de transcricdo nuclear, o que
acaba levando a produc¢ao de mediadores inflamatoérios, como por exemplo o 6xido nitrico
(167-169).

O oxido nitrico (NO) € o biomarcador inflamatério mais comum utilizado na triagem de
possivel acdo antiinflamatéria e imunomoduladora de qualquer composto ou medicamento.
Ele é produzido apdés a acéo inicial do agente, culminando na indugdo da oOxido nitrico
sintase (INOS) e em sua producgédo substancial (170,171). Sendo assim, os sobrenadantes
de cultura de células RAW 264.7 também foram incubados com os peptideos sintetizados

a fim de quantificar a produgao de oxido nitrico (NO).

Os peptideos sintetizados, quando em concentragdes nao citotoxicas, ndo constituiram
estimulo suficiente para induzir a produgao de NO. Grandes quantidades de NO podem ter
como alvo diversas proteinas e enzimas que sao criticas para a sobrevivencia e sinalizagao
celular, como no caso de moléculas envolvidas na sinalizagdo de citocinas, algumas
proteinas G e fatores de transcrigdo (172-174). A nitragdo de cisteinas nestas proteinas
pode levar a sua ativacdo ou inativagdo. Além disso, o 6xido nitrico também possui
envolvimento com a regulagdo e liberagdo de hormdnios responsaveis por controlar o

processo inflamatoério (175).

Em adicdo a atividade antimicrobiana e antiproliferativa, os peptideos sintetizados,
inclusive aqueles contendo o motivo ATCUN, apresentaram baixa atividade hemolitica, com
hemolise inferior a 10%, sugerindo uma seletividade desses peptideos para lisar as células

de microrganimos em vez de hemacias.

A atividade biologica, assim como a seletividade dos AMPs, se deve a parametros fisico-
quimicos como tamanho, carga, helicidade e hidrofobicidade, além dos tamanhos dos seus
dominios hidrofilicos e hidrofobicos (176,177). A maioria dos pares de peptideos obtidos
pela sintese possuem raz&o hidrofébica relativamente baixa (entre 43-58%) e valor GRAVY;
e arepresentagao da roda helicoidal indicou que os peptideos apresentam uma grande face

apolar rica em aminoacidos leucina e triptofano.
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Os peptideos ssp1/ssp1-ATCUN e ssp3/ssp3-ATCUN, além do tamanho e da
hidrofobicidade, também demonstram uma caracteristica propria da classe de peptideos ao
qual o seu modelo anoplina pertence de se adaptarem a uma conformacido a-hélice
anfipatica, apresentando carater anfifilico essencial para exibir suas atividade bioldgicas
(178-180). Quando examinados quanto a sua estrutura secundaria a partir da adicdo de
TFE na concentragdo final de 50% (v/v) em espectroscopia de dicroismo circular
demonstraram curvas caracteristicas indicativas de a-hélice. Isso sugere que esses

peptideos adotam uma conformacéao helicoidal ao interagir com a membrana bacteriana.

Por sua vez, os peptideos ssp2/ssp2-ATCUN e sspd/ssp4-ATCUN possuem uma
tendéncia de estruturacdo em a-hélice quando na presenca de SDS e TFE mas com baixa
porcentagem de hélice, quando comparados aos demais peptideos. Os peptideos ssp2 e
ssp4 sao constituidos de seis e sete residuos de aminoacidos, respectivamente, sendo uma
sequéncia de Arg e Trp. Estes residuos apresentam cadeia lateral longa (R) e dois anéis
aromaticos (W), o que pode dificultar o dobramento na conformagdo em hélice, por
impedimento esterico das cadeias laterais (181-183). Além disso, a adicdo do motivo
ATCUN VIH na sequéncia dos peptideos ssp2-ATCUN e ssp4-ATCUN também néo
favorece a formacéao de hélice.

No entanto, sabe-se que peptideos contendo em torno trés residuos de triptofano, como
no caso dos analogos ssp2/ssp2-ATCUN e ssp4/ssp4-ATCUN, s&o altamente
antimicrobianos mas nao téxicos para células sanguineas (143,184,185). Provavelmente, a
baixa atividade hemolitica desses peptideos deve-se principalmente ao seu tamanho curto
e a sua hidrofobicidade, caracteristicas que os tornam altamente seletivos para bactérias,
pois essas possuem uma propor¢ao maior de fosfolipidios aniénicos em comparagao com

os fosfolipidios zwitteribnicos das hemacias (186).

Por ultimo, os AMPs foram submetidos a ensaio de capacidade antioxidante equivalente
a trolox (TEAC) para avaliar seu potencial antioxidante. Os peptideos ssp-2/ssp2-ATCUN e
ssp4/ssp4-ATCUN foram os unicos que demonstraram algum grau de atividade
antioxidante em sua maior concentracgéo testada (100 pM).

A busca por antioxidantes continua sendo uma area ativa de pesquisa, sendo uma das
estratégias a imitagdo de enzimas naturais, tendo em vista que o estresse oxidativo

resultante do desequilibrio entre a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e as
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vias de protecao é responsavel pelo envelhecimento e diversos disturbios de saude,

incluindo doengas neurodegenerativas ou cancer (187—-189).

7. CONCLUSAO

Neste estudo demonstramos que oito peptideos antimicrobianos curtos (SPAMSs)
obtidos a partir da sintese baseada nos peptideos modelo anoplina e hexa 1 (um dos
derivados de lactoferricina) possuem potente atividade bactericida contra os
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos aqui testados, em sua grande maioria
com MICs em concentragbes muito baixas. Ao associar quatro desses peptideos a um
motivo de ligagdo amino terminal cobre e niquel (ATCUN) foi possivel observar que ha um
aumento da atividade bactericida de duas até oito vezes, dependendo do peptideo e do

patdgeno analisados.

Os peptideos analogos também foram capazes de inibir o crescimento de trés cepas do
género Candida em concentragdes relativamente baixas na maioria das vezes. Além disso,
chama atencao o fato de o peptideo ssp3 associado ao motivo ATCUN ser capaz de
aumentar a atividade fungicida contra as cepas de C. albicans e C. krusei quando
comparado ao seu analogo ssp3 sem 0 motivo em sua sequéncia, no entanto, € escasso

na literatura relatos sobre a ag&o antifungica de peptideos conjugados a um motivo ATCUN.

Os oito peptideos apresentaram toxicidade sobre a linhagem de adenocarcinoma
mamario (MCF-7) e também sobre a linhagem de fibroblasto murino (NIH-3T3), sendo que
um deles (ssp4-ATCU) indicou uma possivel seletividade em relagdo a linhagem
neoplasica. O analogo ssp4, que nao contem o motivo ATCUN conjugado a sua sequéncia,
nao foi capaz de inibir a proliferacdo das células neoplasicas em nenhuma das
concentracdes testadas, o que possivelmente pode apontar para uma melhora da atividade
antiproliferativa do peptideo devido a presenga do motivo ATCUN em sua sequéncia.

Quanto aos monadcitos-macréfagos da linhagem RAW 264.7, os peptideos ssp2 e ssp2-
ATCUN demonstraram ser citotoxicos em baixas concentragdes, enquanto os peptideos
ssp1-ATCUN e ssp3-ATCUN apresentaram citotoxicidade na maior concentracéo testada.
No entanto, quando em concentragbes n&o citotoxicas, os peptideos n&o constituiram

estimulo suficiente para induzir a produgéo de NO.

Em adicdo a atividade antimicrobiana e antiproliferativa, os peptideos sintetizados,
inclusive aqueles contendo o motivo ATCUN, apresentaram baixa atividade hemolitica,
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sugerindo uma seletividade desses peptideos para lisar as células de microrganimos em

vez de hemacias.

Ensaios antioxidantes indicaram que os peptideos ssp2, ssp2-ATCUN, ssp4 e ssp4-
ATCUN sao os unicos que demonstraram algum grau de atividade antioxidante em sua
maior concentracao testada (100 pM).

A seletividade e alta atividade biologica desses peptideos pode ser atribuida as suas
caracteristicas fisico-quimicas como a estrutura, hidrofobicidade, cationicidade e por sua
capacidade de formarem a-hélice.

Concluindo, os peptideos sintéticos aqui obtidos demonstram ser excelentes candidatos
para uma potencial molécula no desenvolvimento de novos medicamentos anti-infecciosos

contra bactérias e fungos, bem como de novos agentes anticancerigenos.

Mais analises serdo necessarias para identificacdo do mecanismo de acdo dos
peptideos associados ao motivo ATCUN sobre os microrganismos estudados.
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