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RESUMO

Com o surgimento de cepas de fungos e bactérias patogénicas resistentes aos
antibiéticos comerciais disponiveis, o tratamento de diversas infecgdes passou a ser
prejudicado. Para o desenvolvimento de novos agentes eficazes para o controle
dessas infecgdes, novos tipos de compostos antimicrobianos estdo sendo
investigados e as secregdes da pele de anfibios, ricas em peptideos antimicrobianos
(PAMs), sdo uma das principais fontes biolégicas em estudo. Na pele de anuros, tais
peptideos apresentam um relevante papel fisiolégico na resposta imune inata, agindo
como uma barreira contra potenciais agentes patogénicos. Embora os PAMs naturais
sejam agentes terapéuticos potenciais, as suas propriedades fisico-quimicas e a
bioatividade geralmente precisam ser melhoradas de modo que o uso clinico possa
ser considerado. No presente estudo, o PAM com 25 residuos de aminoacidos
ocelatina-P1 (OC-P1), isolado das ras Leptodactylus pentadactylus e L. labyrinthicus,
foi empregado como modelo para o desenho de analogos peptidicos, de modo a
avaliar os efeitos de modificagcbes em paramétros estruturais como hidrofobicidade,
anfipaticidade, carga liquida e comprimento da cadeia peptidica sobre a sua eficacia
biolégica. Um grupo de analogos da Oc-P1 foi sintetizado e testado na presenca de
bactérias, fungos e protozoarios patogénicos. Os efeitos observados foram
correlacionados com as modificagdes estruturais propostas. Dentro deste grupo de
peptideos, que compreende 8 analogos contendo entre 14 e 16 residuos e o PAM
selvagem Oc-P1, o peptideo selvagem foi o mais eficaz, e dentre os analogos
propostos, somente um apresentou atividade biolkdgica. Este analogo apresentou
atividade hemolitica consideravel, sendo observado que o aumento da atividade
hemolitica estava geralmente relacionado ao aumento da hidrofobicidade e da
anfipaticidade. No geral, o presente trabalho sugere que o desenho e a sintese
quimica de novos peptideos a partir de PAMs de anuros € uma atraente metodologia
de estudo para concepgao de novos compostos, mas que o delicado refinamento das
caracteristicas estruturais é limitante no desenvolvimento de novas drogas baseadas

em estruturas peptidicas com uso terapéutico em potencial.

Palavras-chave: ocelatina-P1; pentadactilina; atividade antimicrobiana;

atividade antiparasitaria; analogos.



ABSTRACT

The treatment of several infections has become impaired considering the
resistance of pathogenic fungi and bacteria to commercial antibiotics. In order to
develop new effective agents for controlling these infections, new types of antimicrobial
compounds are under investigation, and the skin secretions of amphibians, rich in
antimicrobial peptides (AMPs), are one of the major biological sources under study. In
anurans skin, such peptides display important physiological role in the innate immune
response, acting as a barrier against potential pathogens. While natural AMPs are
potential therapeutic agents, their physicochemical properties and bioactivity generally
need improvement to permit their clinical use. In the present study, the 25-residue
ocellatin-P1 (Oc-P1), isolated from Leptodactylus pentadactylus and L. labyrinthicus,
was used as a template in the design of new peptide analogs, in order to allow the
evaluation of the effects of structural parameters, such as hydrophobicity,
amphipathicity, net charge and sequence length on their biological properties. One
group of analogs was synthesized and tested against pathogenic bacteria, fungi and
protozoan. The detected biological effects were analyzed considering the structural
modifications implemented. Within this group, comprising eight peptides with 14 to 16
residues and the native ocellatin-P1, the wild type peptide was the most active and
among the analogs, only one exhibited biological activity. This analog showed
significant hemolytic activity and the strong hemolytic activity of the peptides generally
correlated with high hydrophobicity and amphipathicity. Overall, our study suggests
that the design and chemical synthesis of new peptides derivated from frog-skin AMPs
is an attractive methodology in the search for new biologically active compounds, but
the delicate refinement of the structural features is limitant for the development of new

therapeutic peptide-based drugs.

Keywords: ocellatin-P1, pentadactylin, antiparasitic activity, antimicrobial

activity, analog
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a. Alfa.
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°C. Graus Celsius.
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viv. Volume/volume

AF. Acido fosfatidico.

AL. Acido lipoteicéico.

ATCC. American Type Culture Collection.

Boc. t-butiloxicarbonila.
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DMF. N,N-dimetillformamida.
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Xi

HPLC. High performance liquid chromatography; cromatografia liquida de alto
desempenho.

ITteor. indice terapéutico tedrico.
ITexp. indice terapéutico experimental
kDa. Quilodaltons.

LFG. Lipofosfoglicano.

LPS. Lipopolissacarideos.

M. Molar, mol/L.

MALDI-TOF-MS. Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry, Espectrometria de massa por tempo de v6éo com ionizagdo por
dessorcao a laser auxiliada por matriz.

mL. Mililitro.

mg. Miligrama.

mM. Milimolar, milimol/L.

OMS. Organizagdo Mundial de Saude.
PAM. Peptideo antimicrobiano.

PIP. Piridina.

PG. Peptidoglicano.

PFG. Proteofosfoglicano.

Q. Carga.

RP. Reversed-phase; fase reversa.

SPFS. Sintese de peptideos em fase solida.
tr. Tempo de retencao.

TBTU. Tetrafluoroborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio.
tBu. Radical t-butila.

TFA. Acido trifluoroacético.

Triton X-100. t-octilfenoxipolietanol.

UFC. Unidade formadora de col6nia.
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1. INTRODUGAO

1.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (PAMS)

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS), a resisténcia antimicrobiana
frente as opgdes terapéuticas existentes € uma ameacga crescente a saude publica.
Cada vez mais, essa situacdo aumenta o interesse dos governos de cada pais em
busca por novas drogas, pois este grave problema ameaca as conquistas da medicina
moderna (WHO, 2014a). Pesquisas resultantes do reconhecimento do papel central
dos peptideos antimicrobianos (PAMs) mostram que estes compostos, isolados de
diversas fontes bioldgicas, podem representar uma opgao promissora as abordagens
disponiveis. Os PAMs sao substancias que compbéem o arsenal de protegdo de um
organismo, sendo encontrados em todos os sistemas imunes inatos. Diversas fung¢des
ja foram descritas para esses peptideos, incluindo a prevengao do surgimento de
diversas infeccoes e doencas em organismos, em virtude de suas atividades
antitumoral, fungicida, espermicida e antiparasitaria, o que indica que esses peptideos
poderiam fornecer a base para o desenvolvimento de uma nova classe de antibiéticos
e drogas citotoxicas (MARSHALL; ARENAS, 2003; CONLON, 2011a; NGUYEN,;
HANEY; VOGEL, 2011).

Os PAMs exibem uma variedade de estruturas secundarias podendo ser
classificados em cinco grupos principais: (1) peptideos que adotam conformacgdes
folhas-B estabilizadas por duas ou trés ligagdes de dissulfeto; (2) peptideos sem
residuos de cisteina e de estruturas a-hélice anfipaticas; (3) peptideos anibnicos, ricos
em aspartato e glutamato; (4) peptideos ricos em residuos de Trp, Pro e/ou His, (5)
peptideos compostos por aminoacidos raros (HANCOCK; PATRZYKAT, 2002;
REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004). Os PAMs geralmente apresentam entre 10 a 50
residuos de aminoacidos e podem ser agrupados em familias, de acordo com a

similaridade observada nas suas estruturas primarias (CONLON, 2011a).

Embora atuem por diversos mecanismos, a membrana celular é a mediadora
central da atividade biolégica dos PAMs (HANCOCK, 2001). Assim, a partir do estudo
de modelos de membranas artificiais, diversas hipoteses para explicar o mecanismo
de acao desses peptideos em membranas bacterianas foram formuladas. Os

principais mecanismos descritos na literatura sao apresentados a seguir.
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1.1.1. INTERAGOES DE PAMS COM MEMBRANAS

As membranas bioldgicas apresentam uma ampla variedade de lipideos e as
diferengas nas composigdes contribuem para a forga de adsorgao do peptideo, assim
como para a sua inser¢gao na membrana plasmatica. Com isso, a efetividade da agéo
antibacteriana é dependente das diferengas estruturais entre as paredes celulares de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, ilustradas na Figura 1. A parede celular
de bactérias Gram-negativas apresenta um revestimento de peptidoglicano (PG),
além de outros componentes, como lipoproteinas (LP) associadas ao PG e uma
membrana externa contendo lipopolissacarideos (LPS), enquanto que as bactérias
Gram-positivas contém acido lipoteicdoico (AL) ligado de forma covalente ao PG. Tais
diferengas na composigao estimulam o estudo de PAMs com acgao seletiva (EPAND;
VOGEL, 1999; SCHMIDTCHEN; PASUPULETI; MALMSTEN, 2014).

Gram-negativas Gram-positivas

M.E.
Q@ X g‘. $ M.E.
s [ s - s <+— Membrana externa i I
).

m = pEptidOQIicano =
1 - <«— Membrana —» 5 .

] ]

} Plasmatica L
M.I.
M.L.
K Proteinas de membrana ‘ Acido teicéico M.E. Meio Extracelular
M.I. Meio Intracelular
Fosfolipideos 3§-Lipopolissacarideos modificados (? Lipopoliproteinas

Figura 1. llustracdo esquematica das paredes celulares de bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas, em funcdo das estruturas encontradas. Baseada em
SCHMIDTCHEN; PASUPULETI; MALMSTEN, 2014.
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A interacéo inicial, promovida pela atracdo aos componentes anibnicos nas
membranas bacterianas (como, por exemplo, os LPSs ou o AL presentes nas
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, conforme apresentado) sustenta a
correlagao entre a atividade dos PAMs em fosfolipidios de membranas celulares e sua
fungéo bioldgica. A carga positiva conferida pela presenga de residuos catidnicos em
sua estrutura primaria atribui aos PAMs catiénicos uma maior afinidade as membranas
carregadas negativamente que as membranas zwitteribnicas de fosfatidilcolina e
esfingomielina, constituintes da monocamada externa de células como os eritrécitos.
Essa acdo, muitas vezes especifica, justifica o interesse em utilizar os PAMs no
desenvolvimento de agentes terapéuticos. Contudo, ha relatos de peptideos que
atuam de forma n&o-seletiva, apresentando afinidade tanto as membranas de
patégenos quanto para as células do hospedeiro, levando a formagéo de poros em
ambas as estruturas, resultando em um desbalango osmaético e lise celular (DE
OLIVEIRA; SALDANHA, 2010; FEIO; BASTOS, 2012; AOKI; UEDA, 2013; TEIXEIRA,;
ZHAO et al., 2013; EBENHAN et al., 2014)

Atualmente, existem pelo menos quatro modelos para descrever os possiveis

mecanismos de agédo dos PAMs, conforme a Figura 2.

] 2] O
000000000000,
]

2%
1S

Figura 2. llustracao esquematica dos diferentes modos de agao descritos para os
PAMs em membranas lipidicas: poro toroidal (1), barril (2), carpete (3) e modelo
agregado (4). Baseada em Ll et al., (2012).
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O primeiro deles, o modelo do poro toroidal (Figura 2, nimero 1), sugere que
apo6s ou antes do peptideo se ligar a membrana, a interagao eletrostatica entre ele e
as cabecgas polares dos lipideos impde uma tensdao na membrana e a permeagao &
induzida no local onde a concentracdo de peptideos excede a relagcio critica entre
peptideo e lipideo. A mudanca de orientacdo destes peptideos induz também uma
mudanca na orientacdo dos lipideos vizinhos, caracterizando a formagao de poros
toroidais na membrana. A expansao da membrana lipidica devida as interacdes
permite o relaxamento das cadeias alquila e o afinamento da membrana, facilitando
posteriormente também sua ruptura. E um processo, portanto, em que hé influéncia
mutua de lipideos e peptideos em relagao a formagao de poros: enquanto o peptideo
promove a curvatura da membrana, a organizagao lipidica modula a conformagao do
PAM (LI et al., 2012; PUSHPANATHAN; GUNASEKARAN; RAJENDHRAN, 2013;
SCHMIDTCHEN; PASUPULETI; MALMSTEN, 2014).

O segundo é o modelo “formacao de barril” (barrel-stave - Figura 2, numero 2).
Através deste mecanismo, os peptideos assumem uma orientagcao de forma a permitir
a formacdo de um canal e a morte celular resulta de efeitos como a perda de
polarizacao e vazamento de conteudos intracelulares. A estrutura secundaria do PAM
é determinante para este modelo, pois os residuos hidrofébicos e catibnicos devem
se organizar de tal modo a promover a organizagao de oligdmeros peptidicos em uma
configuragdo transmembranar, correspondente a espessura da membrana
(JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; LI et al., 2012).

O terceiro € o mecanismo de formacdo de carpete (carpet-like — Figura 2,
numero 3), no qual os peptideos sdo adsorvidos paralelamente a superficie da
membrana, formando agregados toroidais estabilizados. Apds a formagao de poros
transitorios, o colapso da membrana ocorre e ha formacédo de pequenas vesiculas
revestidas pelos PAMs. No entanto, ao contrario do mecanismo de formacgao de barril,
esse modelo ndao depende que o PAM tenha uma estrutura distinta, como
conformagdes em a-hélice ou folha-B, nem a formagéo de canais (SHAI; OREN, 2001;
JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; LI et al, 2012; SCHMIDTCHEN;
PASUPULETI; MALMSTEN, 2014).

O ultimo mecanismo é definido pelo modelo agregado (Figura 2, namero 4).
De acordo com este modelo, a agao inicial do peptideo envolveria um deslocamento

competitivo de cations bivalentes (Mg?* e Ca?*) associados aos fosfolipidios da
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membrana, de forma a obter acesso as membranas externas e internas. Este modelo
tem uma natureza menos formal e pode explicar tanto a permeabilizagdo da
membrana, onde sao formados canais de tamanhos e tempos de vida diversos, como
a translocacédo de um PAM através da camada bilipidica. Neste modelo, os PAMs se
reorientam para formar um complexo de micelas (conforme sugerido por outros
modelos, como os ja citados anteriormente), mas aqui, os peptideos ndao adotam
nenhuma orientagéo particular. Assim, a auséncia de uma estrutura formal de canal
leva a formagdo de canais que variam dramaticamente em suas caracteristicas
estruturais (WU et al., 1999; PAPO; SHAI, 2003; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK,
2006; HUANG; HUANG; CHEN, 2010; LI et al., 2012).

Além dos mecanismos descritos, alguns PAMs podem provocar a morte de
células-alvo sem provocar a permeabilizagdo da membrana, indicando haver outros
mecanismos de indugédo de morte celular. A reducao das sinteses de proteinas e de
componentes estruturais da parede celular, assim como a inibicdo de atividade
enzimatica e interagcbes com acidos nucléicos, sdo processos que podem ser
comprometidos pela a agdo de um PAM (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006;
GUILHELMELLI et al., 2013). Desta forma, os mecanismos de agdo de PAMs podem
ser classificados conforme seu alvo de atuagé&o: a membrana plasmatica ou um alvo

intracelular.

Contudo, a eficacia de um PAM é modulada por diversos fatores, sendo os
mecanismos de resisténcia apresentados pelos patdgenos fatores limitantes da
potencialidade desses compostos (Figura 3). Uma vez que o reconhecimento de
PAMs catibnicos € feito pela membrana plasmatica por meio de interagbes
eletrostaticas, a inativacdo de um peptideo pode ser originada por modificagdes
estruturais na propria membrana (Figura 3, numero 1), como a reducdo da
eletronegatividade (pela diminui¢cao do teor de fosfolipidios anidnicos e o aumento de
componentes catidnicos) e modificagdes no AL (comuns nas bactérias
Gram-positivas). Em Gram-negativas, foram relatadas modificagdes na estrutura dos
LPSs (como a acilagao do lipideo A, ancora hidrofébica do LPS), onde niveis mais
baixos de fosfolipidios anidnicos estdo associados a resisténcia bacteriana (ANDREU,;
RIVAS, 1998; BAHAR; REN, 2013).
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Figura 3. llustragdo esquematica dos diferentes mecanismos de resisténcia
bacteriana propostos a agédo dos PAMs: (1) a presenca de modificagdes estruturais
em componentes da membrana podem diminuir a atracdo dos PAMs a essas
estruturas; (2) as proteinas catidnicas expressas na membrana podem atuar repelindo
os PAMs; (3) os sistemas de efluxo que podem bombear para fora da célula
compostos indesejados, como os PAMs; (4) a secregéo de proteinas anidnicas para
0 meio extracelular pode neutralizar a agdo de PAMs catidnicos e (5) a atuagao de
proteases pode resultar na degradacdo dos PAMs. Baseada em BAHAR e REN,
(2013).

As bactérias também podem expressar algumas proteinas catidénicas (Figura
3, namero 2), bloqueando o acesso dos PAMs a membrana bacteriana. Sistemas de
efluxo (Figura 3, numero 3) também compdem a maquinaria utilizada para impedir a
concentracao de PAMs no meio intracelular. Estes complexos protéicos, geralmente
ligados a membrana bacteriana, atuam bombeando compostos téxicos para fora das
células e possuem um importante papel na resisténcia a diferentes agentes
antimicrobianos. Além disso, a producéo de proteinas carregadas negativamente por
essas bacterias também pode neutralizar a acdo dos PAMs, os afastando da
membrana plasmatica bacteriana (Figura 3, nimero 4). E finalmente, a inativagédo

dos PAMs pode ser promovida pela acdo de proteases (Figura 3, namero 5)
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secretadas pelas bactérias no meio extracelular (NIZET, 2006; TEIXEIRA; FEIO;
BASTOS, 2012; BAHAR; REN, 2013; NAWROCKI; CRISPELL; MCBRIDE, 2014).

1.1.2. MEMBRANAS DE PARASITOS E INTERAGOES COM PAMs

O conhecimento atual sobre a composig¢ao geral e distribuicdo de fosfolipideos
em membranas no grupo dos protozoarios ainda é muito limitado. A avaliagéo
morfolégica e ensaios funcionais sugerem que a permeabilizacdo da membrana é
causada pela distor¢gdo de sua estrutura, mas n&o por meio da ativacdo de um poro
ou um transportador pré-existentes. A resposta a essa agdo geralmente inclui a
dissipacdo de gradientes i6nicos através da membrana, perda de nutrientes e/ou
componentes citoplasmaticos e, enfim, um colapso do complexo bioenergético celular
e lise osmatica. A resisténcia por vezes descrita para os PAMs no Reino Protozoa é
justificada pela existéncia de barreiras extracelulares, como a formagao de cistos
(encontrados em protozoarios dos géneros Entamoeba, Giardia, Toxoplasma e
Cryptosporidium), a produgao de glicocalix (em Trypanosomatidae) e a dificuldade de
acesso as formas parasitarias intracelulares (como em Plasmodium, Leishmania, T.
cruzi) (RIVAS; LUQUE-ORTEGA; ANDREU, 2009; ZUCCA; SAVOIA, 2011).

Sao diversas as moléculas essenciais para a viruléncia de um parasito.
A diversidade de glicoconjugados presentes na membrana externa e,
consequentemente, as multiplas fungbes atribuidas a estas moléculas justificam a
importancia de se avaliar essas estruturas, responsaveis por processos como a
invasao da célula hospedeira e a manipulagéo de seu sistema imune (GUHA-NIYOGI;
SULLIVAN; TURCO, 2001). A superficie membranar de tripanossomatideos, por
exemplo, € composta por moléculas ancoradas via glicosilfosfatidilinositol (GFI) e/ou
glicolipidios livres, incluindo o lipofosfoglicano (LFG), proteofosfoglicano (PFG) e
glicosilinsitolfosfolipideos (GIFLs). Estas moléculas sdo expressas em grande
quantidade nos protozoarios e sao conhecidas por desempenhar fungdes bioldgicas
essenciais, tais como a protecdo contra o sistema imunitario do hospedeiro, a
preservacdo do parasita no hospedeiro invertebrado e atuacdo moduladora no
processo de infecciosidade ( VIAL et al., 2003; GOLDSTON; POWELL; TEMESVARI,
2012; RAMAKRISHNAN et al., 2013).
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Embora esses glicoconjugados de superficie, por vezes, compartilhem
caracteristicas estruturais, bem como estratégias biossintéticas com moléculas do
hospedeiro, todos sdo unicos em certos aspectos (GUHA-NIYOGI; SULLIVAN;
TURCO, 2001). A superficie de formas tripomastigotas de T. cruzi ¢é coberta
principalmente por duas familias heterogéneas de glicoproteinas ancoradas por GPI,
as glicoproteinas tipo mucina e as trans-sialidases, esta ultima sendo uma enzima
Unica e importante para este parasita, também caracterizado como fator de viruléncia
(MCCONVILLE et al., 2002).

A superficie de formas sanguineas de T. brucei é coberta por uma glicoproteina
denominada glicoproteina variante de superficie e a sua auséncia em formas
préciclicas desempenha um papel na seletividade de alguns PAMs. A susceptibilidade
diferencial exibida pelos parasitos apds o tratamento com alguns PAMs sugere que
as diferengas entre as composi¢cdes das membranas pode ser um alvo atrativo para o
desenvolvimento de drogas antiparasitarias (GRUSZYNSKI et al., 2003;
HARRINGTON et al., 2010).

Em Leishmania, o LFG é o lipoconjugado mais presente na superficie de
promastigotos e desempenha um importante papel na interagdo entre o parasito e o
vetor. Uma vez no hospedeiro mamifero, € capaz de promover a infectividade do
parasito (KAYE; SCOTT, 2011). A investigacao das implicagdes do LFG na viruléncia
entre parasitas knockouts (gerados apos a remogéao da regido codificante para esta
biomolécula) e as linhagens wild-type mostrou que o LFG & necessario para o
estabelecimento da infeccdo em células mamiferas. No entanto, no mesmo estudo,
foi mostrado que o LFG nao é um fator critico para as formas amastigotas, uma vez
que esta glicoproteina é expressa em niveis muito baixos neste estagio (SPATH et al.,
2000; SACKS; KAMHAWI, 2001). Um estudo recente realizado por Eggimann e
colaboradores (2015) demonstrou que formas mutantes de L. mexicana sem o PFG,
outra glicoproteina presente na membrana da forma promastigota, foram menos
suscetiveis a atividade leishmanicida de PAMs, sugerindo que as caracteristicas das
membranas de formas amastigotas, por apresentarem quantidades reduzidas de LFG

e PFG, podem justificar a resisténcia a acao de agentes citoliticos.

Ainda em Leishmania, a classe de GFILs (formas livres de GIFs) esta presente
de forma abundante, em um numero de cdpias de aproximadamente 107 por célula.

Estudos apontam que a presenga de uma glicoproteina proteolitica, a gp63
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metaloproteinase (leishmanolisina) desempenha um papel importante na viruléncia do
parasito e também parece estar envolvida na prote¢do de processos de morte
apoptética induzida por PAMs (TACHADO; MAZHARI-TABRIZI; SCHOFIELD, 1999;
SACKS; KAMHAWI, 2001; KULKARNI et al., 2006; KAYE; SCOTT, 2011).

A composicdo de fosfolipideos das membranas do parasito Plasmodium
durante o ciclo eritrocitico € significativamente diferente daquelas das células
eucaribticas hospedeiras. Durante seu estagio biolégico, os parasitos promovem
alteragdes substanciais nas propriedades estruturais e funcionais na membrana da
célula hospedeira. Essas mudancas, além de estarem envolvidas com diversos
aspectos fisiopatolégicos da doenga (como fagocitose, citoaderéncia e outros),
também estao relacionadas ao seu desenvolvimento intracelular. Apds a infeccéo,
o conteudo de fosfolipideos (FL) da membrana eritrocitaria € acrescido em até seis
vezes, havendo assim diferengas na composicgéo lipidica entre eritrocitos infectados e
nao infectados, com grandes aumentos de fosfatidilcolina (FC), fosfatidiletanolamina
(FE) e acido fosfatidico (AF). No parasito, a distribuicao relativa de FC e FE é maior,
uma vez que estes FLs constituem 40-50% e 35-45% do total de FL, respectivamente;
a proporgao de fosfatidilinositol (FI) também é consideravelmente elevada (HSIAO et
al.,, 1991; VIAL et al., 2003; MENDONCA-PREVIATO et al., 2005; VALE; AGUIAR,;
GOMES, 2014).

Desta forma, a compreensao da biossintese de lipideos em protozoarios,
processo responsavel pela divisdo e diferenciagao celular, processos dependentes da
manipulagado do maquinario lipidico e do recrutamento de enzimas presentes na célula
hospedeira, apresenta-se como uma estratégia potencial para o estudo da agao dos
PAMs sobre os parasitos. Com isso, é possivel comprometer o ciclo biolégico do
parasito sem causar efeitos prejudiciais ao hospedeiro (MARECHAL et al., 2011; RUB
et al., 2013).

Conforme discutido anteriormente para a acdo de PAMs em bactérias,
0s principais mecanismos de acdo dos PAMs podem ser divididos em dois grupos:
a atividade membranolitica ou uma agao direcionada a alvos intracelulares. O primeiro
mecanismo € mediado pela formacao de poros e ruptura da membrana plasmatica,
sendo que a resisténcia a acdo de PAMs resulta também da natureza das barreiras
extracelulares (RIVAS; LUQUE-ORTEGA; ANDREU, 2009; MARECHAL et al., 2011).

O segundo mecanismo € representado pela morte por autofagia-like e apoptose,
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processos relacionados com a disfungdo mitocondrial e perda do potencial de
membrana mitocondrial (A¥Ym), mediados por PAMs (MOR, 2009; VALE; AGUIAR;
GOMES, 2014). A autofagia, resultado do mecanismo de sobrevivéncia catabdlico,
tem sido relatada em protozoarios parasitas. Os tragos caracteristicos da autofagia,
tais como o colapso do potencial de membrana e um declinio do nivel de ATP,
incluindo a observagao de vacuolos autofagicos, fragmentagao nuclear minima e a
independéncia da atividade da caspase-like foram observados em varios estudos
(BERA et al., 2003; DELGADO et al., 2009; SMIRLIS et al., 2010; MARR; MCGWIRE;
MCMASTER, 2012; DUQUE et al., 2013; PROTO; COOMBS; MOTTRAM, 2013).

A exposigao de proteinas mitocondriais, como o citocromo ¢ e as caspases,
conduz a desestabilizacdo da membrana externa da mitocéndria, resultando em
dissipacdo do AWm. Embora este processo ainda ndo esteja totalmente esclarecido
em protozoarios, foi demonstrado, por exemplo, que a atuagdo do PAM pexiganan,
um analogo do PAM magainina-2, gera a liberagdo de ions calcio no meio intracelular,
resultando em toxicidade mitocondrial, levando a morte celular de parasitos do género
Leishmania (KULKARNI et al., 2006, 2009; PROTO; COOMBS; MOTTRAM, 2013).

As evidéncias experimentais sugerem, portanto, diversos mecanismos de a¢ao
antiparasitaria para os PAMs, conforme ilustrado pela Figura 4. De forma geral, os
peptideos (representados pelas estruturas em hélice) parecem ter afinidade pela
membrana negativamente carregada do parasito e essa interagdo danificaria a sua
estrutura, causando lesdes de diversos tamanhos, promovendo o transito de diversas
molécula e comprometendo a integridade celular (Figura 4, nameros 1 e 2). No
entanto, alguns PAMs podem ser inativos fora do parasito, sendo ativados pelo
ambiente intracelular apos a inducédo de sua internalizagdo. Dentro do parasito, os
PAMs podem ter alvos como os acidocalcisomas (Figura 4, numero 3),
os glicossomos (Figura 4, namero 4) e o reticulo endoplasmatico (estrutura
representada junto ao nucleo — Figura 4, namero 5). A acdo nessas organelas
provoca o aumento da concentracéo intracelular de Ca?* a partir do extravasamento
desse ion, armazenado nas estruturas citadas. Os PAMs também podem provocar
uma alteragcdo no potencial de membrana mitocondrial (AWYm — na mitocondria,
representada na Figura 4, numero 6), interrompendo a producdo de ATP,
possivelmente pelo efeito toxico do aumento da concentragdo de Ca?* intracelular.

Também pode ocorrer extravasamento de ATP através das membranas celulares,
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danificadas pelas lesdes (DELGADO et al.,, 2009; MCGWIRE; KULKARNI, 2010;
TORRENT et al., 2012).

Figura 4. Modelos propostos para a interagdo de PAMs em tripanossomatideos.
A acédo dos PAMs sendo direcionada a membrada no parasito pode resultar em
pequenas (1) ou grandes (2) lesdes. Os alvos intracelulares dos PAMs podem ser os
acidocalsisomas (3), os glicossomos (4), o reticulo endoplasmatico (5) ou a
mitocondria (6). Baseada nos trabalhos de MCGWIRE; KULKARNI, (2010) e
TORRENT et al., (2012).

1.2. OTIMIZAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DOS PAMs

Um fator crucial para que um PAM seja considerado terapeuticamente
relevante é sua seletividade quanto as interacbes com membranas-alvo, pois sua
acao deve provocar a morte do patégeno e causar o minimo de dano as células
hospedeiras. Com essa finalidade, diversos peptideos sintéticos vém sendo propostos
com vistas a aumentar a compreensao sobre os parametros importantes para cada
peptideo, procurando assim, apresentar novas estruturas que desempenhem a
atividade bioldgica desejada (FJELL et al., 2012). E desejavel que os peptideos
modificados sejam estaveis em meios adversos, de forma a manter sua atividade nas
condigdes fisiologicas e resistir a degradagao por enzimas proteoliticas (BROGDEN;
BROGDEN, 2011). O desenho racional visando aplicagbes terapéuticas também

busca obter peptideos com o menor dominio ativo possivel, de forma a reduzir os
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custos voltados a sua produgado. Para o design de novos peptideos existem quatro
abordagens basicas, de acordo com ZELEZETSKY; TOSSI, (2006):

a) ModificagBes nas estruturas primarias de peptideos selvagens, por meio da
substituicdo, adi¢cao ou delecao de residuos de aminoacidos, incluindo modificacdes
nas porgdes N- e C-terminal e também a sintese de peptideos hibridos (combinagao

de dois ou mais peptideos);

b) Abordagem minimalista, na qual os peptideos gerados a partir desse
raciocinio possuem poucos residuos de aminoacidos hidrofébicos diferentes, e a
carga positiva pode ser conferida pela presenca dos residuos lisina e/ou arginina. Aqui
a intengao principal € manter o carater anfipatico da a-hélice. No entanto, € importante
salientar que essa abordagem ignora sequéncias e caracteristicas ja previamente
selecionadas por processos evolutivos, o que pode resultar em peptideos de atividade

citotdxica consideravel;

c) Bibliotecas combinatérias, contendo diversas sequéncias de peptideos
ativos, da qual varias informagdes como o tamanho de interesse e posi¢des de certos
residuos de aminoacidos (assim como os tipos a serem utilizados), podem ser
utilizadas para a construcdo de novas sequéncias. Uma biblioteca sintética pode ser
preparada por duas maneiras diferentes: "sintese em paralelo”, onde os produtos sao
gerados em diferentes vasos de reagao e estdo disponiveis individualmente, ou os
compostos podem ser obtidos na forma de uma mistura pela metodologia sintética
“one-pot”, denominada também como reacgao telescopica (CASTRO; CILLI; FONTES,
2006);

d) Abordagem assistida por template, na qual o template pode ser obtido por
meio da comparacéo de trechos estruturalmente homologos a partir de buscas em
grandes bancos de dados de sequéncias de peptideos; os padrées conservados
podem entdo ser utilizados para desenhar novos PAMs. A légica ndo € determinar
homologias significativas entre sequéncias ou a conservagéo posicional de
aminoacidos especificos, mas sim identificar padrdes subjacentes na distribuicdo dos
diferentes tipos de residuos, e na variagdo dos parametros fisico-quimicos, que
podem ser correlacionados com a poténcia e especificidade. Usando este modelo
como guia reduz significativamente o nimero de compostos a serem sintetizados.
Além disso, esta abordagem também pode auxiliar na construgdo de bibliotecas

sintéticas.
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A Figura 5 retrata a analise publicada por Tossi e colaboradores (2006) sobre
um estudo de composi¢cao de PAMs, apds o alinhamento de 150 peptideos de diversos
organismos. O grafico representa a frequéncia dos diferentes residuos de
aminoacidos em cada posicdo em uma projecdo em hélice da estrutura primaria, na
qual somente duas posi¢cdes foram consideradas conservadas: a posigao 1 (>70%
Gly) e 8 (>50% Lys). Foi observado que a maioria dos peptideos comparados
apresentava carga residual entre +4 e +9, entre 40 e 60% de porcao hidrofébica e

uma anfipaticidade relativa entre 50 e 60%
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Figura 5. Frequéncia de distribuicdo de grupos de residuos de aminoacidos apds
comparagao de 150 PAMs. A projecao em hélice retrata a frequéncia observada de
grupos de residuos em cada posigao. Adaptado de TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO,
(2000).

O estudo da relagdo entre estrutura-atividade de peptideos envolve
modificagdes sistematicas de moléculas ja caracterizadas e a determinagdo da
atividade via a realizagao de diversos ensaios. Diferentes parametros sao avaliados e
a importancia de cada um deles deve ser considerada, pois podem influenciar a
eficacia da agdo e seu espectro de atuacdo. Cada uma dessas caracteristicas

fisico-quimicas € descrita a seguir.

Cationicidade (carga): € um parametro caracterizado pela distribuicdo de

residuos de aminoacidos positivamente carregados ao longo da estrutura primaria de
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um peptideo (DENNISON et al., 2005a). A maioria dos peptideos anfipaticos
catibnicos apresenta uma carga positiva liquida variando entre +2 e +9.
Diversos valores de carga liquida sao encontrados nos PAMs, sendo que a amidagao
do dominio carboxi-terminal também confere um aumento na carga positiva, sendo tal
caracteristica geralmente essencial para a atividade biolégica de peptideos que
apresentam essa alteragcdo. No entanto, tal modificagcdo pds-traducional ndo é
detectada em todos os PAMs antibidticos ja descritos, mas € comum em diversos
peptideos isolados de anuros (YEAMAN; YOUNT, 2003; PUKALA et al., 2006).

A manipulagéo de residuos de carga positiva (lisina, por exemplo) aumenta a
discriminagao entre a superficie negativa de membranas bacterianas e de membranas
de células eucaridticas. No entanto, embora a acao de um PAM possa ser promovida
pelo aumento de sua cationicidade, existe um limite para cada peptideo, onde as
interagdes eletrostaticas entre os residuos carregados podem afetar a estabilidade da
estrutura, comprometendo assim sua atividade biolégica (TEIXEIRA; FEIO; BASTOS,
2012; SCHMIDTCHEN; PASUPULETI; MALMSTEN, 2014).

Anfipaticidade, momento hidrofébico e angulo polar: a anfipaticidade esta
relacionada a disposicao periddica de residuos hidrofébicos, alternada com padrées
similares de residuos polares. A periodicidade de residuos polares e apolares ideal é
de 3 a 4 residuos, o que permite a formacdo de uma conformacdo em a-hélice
(ZELEZETSKY; TOSSI, 2006). Assim, a anfipaticidade € medida pelo momento
hidrofébico (<pH>) caracterizado pelo somatério dos vetores de hidrofobicidade de
cada residuo perpendicular ao eixo de uma a-hélice ideal, na qual o angulo entre as
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos esta proximo de 100° (EISENBERG;
WEISS; TERWILLIGER, 1984; DATHE et al., 1997).

Esta disposicdo dos residuos hidrofébicos e hidrofilicos em conformacao
a-hélice retrata o angulo polar. Em um caso hipotético no qual uma face é
exclusivamente polar e a outra face exclusivamente composta por residuos
hidrofébicos, o angulo entre elas seria igual a 180°. E um parametro passivel de
manipulacdo, por meio da substituicdo dos residuos de aminoacidos de forma a
reduzir esse indice. A influéncia deste fator estd relacionada a estabilidade do
peptideo e a formacao dos poros promovidos pela interacdo peptideo-membrana.
A expressao dessas grandezas esta relacionada a permeabilizagdo da membrana da

célula-alvo, sendo esse efeito significativo em membranas lipidicas de carga neutra,
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visto que a atividade citotoxica € influenciada por estes parametros (YEAMAN;
YOUNT, 2003; DELGADO et al., 2009; EBENHAN et al., 2014; SCHMIDTCHEN;
PASUPULETI; MALMSTEN, 2014).

Hidrofobicidade: retrata a capacidade de um dado composto se posicionar
entre uma fase aquosa e uma fase hidrofébica, o que revela ser uma grandeza de
grande importancia, pois regula a extensao da estrutura primaria envolvida na
interacdo entre peptideos e membranas biolégicas (DATHE; WIEPRECHT, 1999).
A manipulagdo deste parametro por meio de modificagbes na face hidrofobica
frequentemente compde a abordagem de estudo utilizada para o desenho de novos

peptideos.

Embora seja um parametro importante para a permeabilizacdo da membrana,
o aumento da hidrofobicidade acima de um limiar 6timo esta relacionado a uma
atividade hemolitica mais pronunciada e a diminuicdo da atividade antimicrobiana,
reduzindo entdo a atividade seletiva de um PAM. Além disso, pode também
comprometer sua estabilidade quimica e enzimatica (APPELT et al., 2007; TEIXEIRA,;
FEIO; BASTOS, 2012; BAHAR; REN, 2013; SCHMIDTCHEN; PASUPULET];
MALMSTEN, 2014).

A Figura 6 reune alguns dos parametros discutidos até o momento, de acordo
com sua distribuicdo nos diversos PAMs comparados por (ZELEZETSKY; TOSSI,
2006).
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Figura 6. Distribuicdo e frequéncia de alguns parametros encontrados em PAMSs.
(A) carga; (B) composicao hidrofébica e (C) anfipaticidade relativa. A determinagéo
dos dois primeiros parametros foi feita a partir da analise das sequéncias completas
avaliadas enquanto que o ultimo, para os 20 residuos de aminoacidos a contar da
porcao N-terminal. Modificado de ZELEZETSKY; TOSSI, (2006).

Extensdo da cadeia peptidica: embora existam peptideos de sequéncias
ainda menores, a maioria dos PAMs descritos apresenta um numero de residuos
abaixo de 45 (massa molecular de ~4,5 kDa), demonstrando que este fator também
é relevante na produgéo biolégica de PAMs como agentes moduladores de defesa do
sistema imune de diversos organismos. Esta importancia pode ser justificada pela
maior facilidade metabdlica em sintetizar peptideos de sequéncias mais curtas,
representando uma economia energética para o hospedeiro, além de possibilitar o
armazenamento desses PAMs em grandes quantidades, melhorando assim, a

resposta do organismo no caso de um ataque microbiano.

A extenséao da cadeia peptidica também promove a sua conformagao estrutural
e 0 modo de acao em membranas (DENNISON et al., 2005b; HUANG; HUANG;
CHEN, 2010; SCHMIDTCHEN; PASUPULETI; MALMSTEN, 2014). Além dos efeitos
na sua estruturacdo e no mecanismo de acado, o comprimento de um PAM também
pode afetar sua seletividade. Em PAMs isolados de anuros, tem sido demostrado que
um peptideo selvagem pode ser reduzido até uma forma minima ativa, sendo que
alguns derivados sao mais seletivos e eficazes (ROTEM; RADZISHEVSKY; MOR,
2006; SAVOIA et al., 2008). Além disso, temos as temporinas e bombininas, peptideos
naturalmente pequenos, que sao exemplos de peptideos ativos (MANGONI;
MARCELLINI; SIMMACO, 2007).
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Assim, a manipulacdo de parametros como a extensédo da cadeia peptidica,
composicao, carga, hidrofobicidade e anfipaticidade pode permitir uma melhoria na
relacdo entre as concentragdes citotdxicas e antimicrobianas, de forma a tornar um
peptideo mais seletivo. No entanto, como esses parametros fisico-quimicos estao
correlacionados, somente a variacdo de um deles influencia a resposta dos demais,
sendo assim revelada a limitagdo da compreensdo de como um unico fator atua na
promog¢ao da atividade biolégica (HUANG; HUANG; CHEN, 2010; AOKI; UEDA,
2013).

1.3. SINTESE DE PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA

No inicio da década de 60, Robert Bruce Merrifield (1921-2006) apresentou a
proposta de utilizagdo de um suporte sélido a base de poliestireno para a sintese de
peptideos. Apdés um trabalho iniciado em 1959, trés anos depois foi descrita a
preparagao do tetrapeptideo Leu-Ala-Gly-Val. Apds a sintese de outros peptideos,
como a bradicinina, a angiotensina e a ocitocina, Merrifield anunciou em 1971 a
primeira sintese de uma enzima, a ribonuclease A, demonstrando que uma enzima
poderia ser obtida pela técnica e que ela apresentaria todas as funcionalidades de
uma enzima nativa (MERRIFIELD, 1963; MARSHALL; MERRIFIELD, 1965; GUTTE;
MERRIFIELD, 1971a, 1971b; ANDREU et al., 1983; SIEBER, 1987; KRESGE;
SIMONI; HILL, 2006; MITCHELL, 2008). Pelo desenvolvimento desta metodologia,
Merrifield foi agraciado com o prémio Nobel de Quimica em 1984. A técnica esta

ilustrada pela Figura 7.
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Figura 7. Esquema representativo geral da sintese de um tetrapeptideo por SPFS. O
primeiro aminoacido (Aa4) a ser ligado a resina (bola azul) é referente ao ultimo
residuo da sequéncia de interesse. Esta ligacao é direcionada pela presenga de um
linker (quadrado verde) e promovida pela ativagdo do grupo carboxilico do Aa4, feita
pelo componente X. Cada aminoacido a ser acoplado apresenta duas modificacoes
em sua estrutura: um GPT (grupo de protecado temporario) e um GPP (grupo de
protecdo permanente). Para o acoplamento do aminoacido seguinte (Aa3), é
necessaria a sua ativagao por X e a remogao do GPT na por¢ao N-terminal de Aa4.
O mesmo processo é repetido até que seja adicionado o ultimo residuo (Aa1). Para a
obtencdo do peptideo livre, é realizada a clivagem da ligagcdo entre o peptideo e a
resina, além da remocédo dos GPPs. Modificado de MADE; ELS-HEINDL; BECK-
SICKINGER (2014a).
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Na sintese de peptideos em fase sélida (SPFS), derivados de aminoacidos (ou
seja, aminoacidos modificados com grupos protetores nas cadeias laterais e no grupo
amino) sdo ancorados a uma resina. Apos a adigao do primeiro residuo, o crescimento
do peptideo prossegue em sentido linear, da direcao C- para a N-terminal por meio de
ciclos repetitivos de desprotecdo N-a e reacdes de acoplamento de aminoacidos. O
processo de desprotecado/acoplamento é repetido até a adicdo do ultimo residuo a
compor a sequéncia peptidica. Ao final da sintese, os grupos protetores sao clivados
para obtencdo do peptideo (MITCHELL et al., 2008; GONGORA-BENITEZ; TULLA-
PUCHE; ALBERICIO, 2013; MADE; ELS-HEINDL; BECK-SICKINGER, 2014).

Na SPFS, as estratégias sdo determinadas a partir da escolha dos compostos
protetores dos grupos reativos dos aminoacidos envolvidos na sintese. A primeira
baseia-se na utilizagdo do grupo Boc (t-butiloxicarbonila), que é removido por acido
trifluoroacético (TFA) ou pela combinagdo TFA em diclorometano, enquanto que a
etapa final de clivagem acontece mediante tratamento com um acido forte, como o
acido fluoridrico anidro (HF). Embora este método permita uma sintese eficiente, o uso
de HF, um composto altamente téxico, e a necessidade de equipamentos especiais
para tal, limitam a aplicabilidade desta abordagem a especialistas. Além disso, a
utilizacdo de condigbes extremamente &cidas pode resultar em delegbes de
aminoacidos (CHANDRUDU; SIMERSKA; TOTH, 2013; MACHADO et al., 2004).

O segundo método, denominado quimica Fmoc/tBu, foi empregado no presente
estudo e é baseado em uma estratégia de protecdo ortogonal, desenvolvida por
Barany e Merrifield, que tem como vantagem a remogéo dos grupos temporarios e
permanentes por diferentes mecanismos, permitindo assim, a utilizagéo de condigées
acidas mais brandas para a desprotecao final e a clivagem do peptideo da resina. Por
todas estas razdes, a sintese de peptideos baseada na metodologia Fmoc € a mais
escolhida para sinteses rotineiras (BARANY; MERRIFIELD, 1977; CARPINO, 1987;
BENOITON; GROUP, 2006; WONG; ZIMMERMAN, 2013; MADE; ELS-HEINDL;
BECK-SICKINGER, 2014).

Na Figura 8 é apresentado um esquema geral para melhor exemplificar a
utilizagdo dos grupos protetores na SPFS. Os protetores de grupos amino (em
vermelho) conferem uma protegéo temporaria (GPT), a qual é retirada no final de cada
ciclo antes da adicao de um novo residuo a sequéncia. Ja os grupos protetores de

cadeia lateral (em verde) sdo grupos permanentes (GPP), que somente sé&o retirados
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na etapa de clivagem. O linker (ou ligante), parte constituinte do suporte sélido, € o
local onde o peptideo se liga a resina, e evita a sua clivagem prematura durante os
diversos ciclos de acoplamento e desprotecao. Além disso, ainda pode atribuir alguma
caracteristica ao grupamento carboxi-terminal apdés a clivagem do peptideo
(GUILLIER; ORAIN; BRADLEY, 2000a; MITCHELL et al., 2008).

grupo protetor da R \(LL

oor\,ao N-terminal sz linker
(grupo protetor
da porgao C-terminal)

G1

O'U

Figura 8. Esquema representando os grupos protetores na SPFS. Circulados em
verde, estdo os grupos protetores das cadeias laterais, destacando as protecédo que
s0 serao retiradas na etapa final da rota sintética. Em vermelho, esta apontado o grupo
de protetor da regido N-terminal, protecéo que é retirada a cada ciclo de acoplamento
de um novo aminoacido. Modificado de (GONGORA-BENiTEZ; TULLA-PUCHE;
ALBERICIO, 2013).

Para a abordagem Fmoc, o mecanismo de clivagem do grupo fluoreno (do
grupo Fmoc) ocorre conforme representado na Figura 9. A presenga de um hidrogénio
acido susceptivel a remogéao por bases fracas faz com que ocorra a formagao de um
intermediario altamente reativo, o qual é eliminado apds rearranjo para a formagao do
anion dibenzofulveno, que é neutralizado pelo excesso de reagente basico em
solucdo. O anion carboamida, correspondente a por¢cao N-terminal do ultimo residuo
acoplado, por ser instavel, sofre decomposicao, fornecendo didxido de carbono e
liberando o grupo amino. O grupo Fmoc €&, em geral, rapidamente removido por
aminas primarias e algumas aminas secundarias, com remog¢ao mais lenta por aminas
terciarias. Este processo pode ser catalisado em um meio relativamente polar, na
presenca de dimetilformamida (DMF), por exemplo, em comparagao a um solvente
relativamente apolar (diclorometano). Sendo a piperidina (PIP) uma das bases mais
utilizadas durante esta etapa, tem-se a formagao de um aduto de dibenzofulveno-PIP
(FIELDS, 1994; CLAYDEN et al., 2001; KAWANO, 2010).
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Figura 9. Remocao dos grupos de protecao na SPFS. A seta azul indica a condi¢ao
basica utilizada (representada pelo uso de PIP) para a remog¢ao do grupo de protecao
Fmoc (GPT). O produto gerado no caso € o aduto de dibenzofulveno-PIP. As setas
vermelhas destacam a condigdo acida (com TFA), importante para a remogéao dos
GPPs (representado pelo grupo t-Bu) e a clivagem da ligagéo entre o peptideo e o
suporte sdlido (bola preta). Modificado de (MADE; ELS-HEINDL; BECK-SICKINGER,
(2014a).

A clivagem e a desprotecao do peptideo, compdem a etapa final da etapa
sintética, sendo este um dos passos cruciais da sintese peptidica. O tratamento da
resina com o coquetel de clivagem é composto por uma série de reagdes, envolvendo
a separacgao do peptideo do suporte solido e a remogéo dos grupos protetores ao
mesmo tempo. Os agentes sequestradores, os scavengers, sdo espécies reativas que
suprimem seletivamente ou sequestram os subprodutos gerados durante a etapa de
clivagem. Na literatura ha a descrigdo de diversos protocolos de desprotegao para os
peptideos sintetizados pela estratégia Fmoc/tBu; a maioria deles se baseiam no uso
do acido TFA, mas diferem na proporgao em que ele é utilizado, assim como nos tipos
de compostos scavengers empregados e no tempo de reagao (KING; FIELDS;
FIELDS, 1990; GUILLIER; ORAIN; BRADLEY, 2000b; LEY; BAXENDALE, 2002).

A escolha é direcionada pela composicado da estrutura primaria, uma vez que
alguns residuos apresentam cadeias laterais potencialmente reativas durante o
processo de clivagem. A adicao do scavenger etanoditiol (EDT) é eficiente contra a

acao do Bu além de prevenir a realquilagdo de residuos de cisteina por radicais
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trifenilmetila; enquanto que a presencga de tioanisol suprime a oxidagdo do grupo
tioéter do residuo metionina. Além dos compostos geralmente usados como EDT,
tiofenol e tioanisol, a agua (H2-0) € um comum aditivo aos reagentes. No reagente K,
por exemplo, existe a seguinte proporcédo: 82,5% TFA, 5%, fenol, 5% H20, 5%
tioanisol, 2,5% EDT (KING; FIELDS; FIELDS, 1990; GUILLIER; ORAIN; BRADLEY,
2000b; LEY; BAXENDALE, 2002).

O produto bruto obtido pode ser facilmente purificado por meio de métodos
analiticos convencionais, sendo geralmente efetuada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR, mas comumente conhecida pela sigla em inglés
RP-HPLC), enquanto que o controle da pureza é realizado por espectrometria de
massas, como a do tipo MALDI-TOF. O desenvolvimento destas técnicas foi um
grande ganho para a sintese de peptideos moderna, uma vez que permite a remogao
e identificagdo de compostos indesejados que foram gerados durante o processo
sintético ou apds a clivagem do peptideo da resina (AUBAGNAC et al.,, 2002;
STAWIKOWSKI; FIELDS, 2002; MADE; ELS-HEINDL; BECK-SICKINGER, 2014).

E importante salientar que o processo sintético apresenta algumas restrigées,
como a obtencdo de subprodutos resultantes de acoplamentos indevidos ou
incompletos. Por se tratar de um processo sequencial, o rendimento de um peptideo
é limitado pela eficiéncia de cada etapa da sintese. Por exemplo, a sintese de um
peptideo contendo 21 residuos, se realizada com uma eficiéncia de 99,8% em cada
passo, proporciona um rendimento global de 98%, enquanto que se a eficiéncia cair
para 96%, o rendimento final € de 66%. Dificuldades durante as etapas de
acoplamento e desprotegao estdo associadas a ma solvatagéo da cadeia polipeptidica
ancorada ao suporte sélido, elevada tendéncia de agrupamento de sequéncias
peptidicas contendo residuos hidrofébicos ou a presenga consecutiva de aminoacidos
com cadeias laterais volumosas (NELSON; COX, 2011; GONGORA-BENITEZ;
TULLA-PUCHE; ALBERICIO, 2013).

Apesar de suas limitagdes, a producao de peptideos por meio da SPFS, ainda
se trata de uma técnica vantajosa, principalmente apés o advento de técnicas
automatizadas. A sintese de diversos compostos pode ser feita simultaneamente e
em abundancia, de acordo o numero de “linhas” disponiveis para os vasos de reacao
em cada equipamento e, além disso, como n&o é necessario realizar purificagbes

intermediarias e os reagentes podem ser utilizados em excesso. Assim, a SPFS é uma
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importante opgao para a produgdo de peptideos de interesse terapéutico,
impulsionando assim, o desenvolvimento e pesquisa de novas drogas (ELS-HEINDL;
BECK-SICKINGER, 2014; CHANDRUDU; SIMERSKA; TOTH, 2013; MADE).

1.4. DOENGAS NEGLIGENCIADAS E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS
PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

As doencgas negligenciadas (DNs) compreendem um grupo de doencgas
infecciosas classificadas pela negligéncia particular que sofreram em termos de
investimento em medidas de controle e abrangem um amplo espectro de infecgbes
virais, bacterianas e parasitarias. Segundo a OMS, estdo agrupadas em 17 tipos de
infeccdes e existem mais de um bilhdo de pessoas infectadas por uma ou mais DNs,
ou seja, um sexto da populagao mundial (DNDI, 2004; SAVIOLI; DAUMERIE, 2010;
MARTIN-PLAZA; CHATELAIN, 2014).

Embora as doencgas tropicais e a tuberculose representem aproximadamente
12% dos registros globais de doencas, apenas cinco (0,6%) dos 850 novos
medicamentos registrados entre 2000-2011 foram desenvolvidos exclusivamente para
o tratamento de DNs. Embora exista financiamento para pesquisas relacionadas as
DNs, as inovacgobes dificiilmente sao revertidas em avangos terapéuticos, como, por
exemplo, producao de novos farmacos, métodos de diagnésticos e vacinas. Uma das
razdes para esse quadro é o baixo interesse da industria farmacéutica, justificada pelo
baixo potencial de retorno lucrativo, uma vez que a populagédo atingida ndo possui
poder aquisitivo para persistir com o tratamento (IOSET JR, BRUN R, WENZLER T,
KAISER M, 2009; SAVIOLI; DAUMERIE, 2010; MARTIN-PLAZA; CHATELAIN, 2015).

As opcdes de drogas disponiveis, além de apresentarem toxicidade ao paciente
e exigirem uma aderéncia sistematica, sdo comprometidas pela constante selegcéo de
cepas resistentes. Portanto, existe uma necessidade continua de buscas por novas
terapias contra as doengas parasitarias que sejam seguras, eficazes e de facil
administragdo (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Com o objetivo de ampliar as opgbes para o desenvolvimento de novos
farmacos antiparasitarios, a eficacia de diversos PAMs vem sendo investigada dentre
alguns dos principais patégenos causadores de DNs, como tripanossomatideos
(Trypanosoma cruzi, T. brucei e Leishmania spp) e Plasmodium falciparum.
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Pesquisas sobre o papel desses PAMs na regulagdo do desenvolvimento de
cada protozoario ainda é limitado, mas o conhecimento atual sobre as familias de
peptideos isolados de anuros, apresentado a seguir, busca promover a compreensao
dos mecanismos de agdo bem como dar suporte ao desenvolvimento futuro de
agentes quimioterapicos. As Figuras 10a e 10b apresentam os ciclos bioldgicos
referentes aos tripanossomatideos e o parasito apicomplexo apresentados nesta
introdugdo, incluindo o estagio de desenvolvimento utilizado como alvo nos estudos a

serem citados.
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Figura 10a. Atividade antiparasitaria dos PAMs descritos de anuros em fungéo dos
estagios dos parasitos em seus respectivos ciclos de vida. Em T. brucei, foi reportada
a atividade em formas tripomastigotas prociclicas (indicada pela seta vermelha) e
formas tripomastigotas sanguineas (seta roxa). Em T. cruzi, formas tripomastigotas
(seta roxa) e epimastigotas (seta vermelha). llustragbes baseadas em (RIDGLEY;
XIONG; RUBEN, 1999; STUART et al., 2008; TORRENT et al., 2012).
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Figura 10b. Atividade antiparasitaria dos PAMs descritos de anuros em fungao dos
estagios dos parasitos em seus respectivos ciclos de vida. Em Leishmania, foi
reportada a agao leishmanicida nas formas promastigotas (seta vermelha) e
amastigotas (seta roxa). Em P. falciparum, a atividade antimalarica foi observada
principalmente em formas do parasito envolvidas no ciclo eritrocitico (seta roxa).
llustracdes baseadas em (RIDGLEY; XIONG; RUBEN, 1999; STUART et al., 2008;
TORRENT et al., 2012; VALE; AGUIAR; GOMES, 2014).
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1.5. FAMILIAS DE PEPTIDEOS DE ANUROS COM ATIVIDADE
ANTIPARASITARIA

1.5.1. DERMASEPTINAS

A superfamilia das dermaseptinas (DRSs) reune alguns dos peptideos
encontrados na secregao de ras dos géneros Agalychnis, Hylomantis, Pachymedusa
e Phyllomedusa, presentes na subfamilia Phyllomedusinae (CONLON, 2011b).
Com mais de 50 peptideos ja caracterizados, as dermaseptinas geralmente
apresentam entre 21 e 33 residuos de aminoacidos, sendo um residuo conservado de
triptofano na posigéo 3 (sao exceg¢des as DRS-A4, DRS-C3 e DRS-S13 de A. annae,
A. callidryas e P. sauvagii, respectivamente) e um padrdo caracteristico de residuos
na regido central da estrutura primaria: AA(A/G)KAAL(G/N)A (KONIG; BININDA-
EMONDS; SHAW, 2015). Embora compartilhem alta similaridade, sdo observadas
diferengcas na eficacia das atividades bioldgicas contra diversas espécies de
patogenos (AMICHE; LADRAM; NICOLAS, 2008; NICOLAS; EL AMRI, 2009). Dentre
os peptideos de anuros ja descritos, a familia das dermaseptinas foi a mais explorada
até o momento quanto a atividade antimalarica. Quanto aos relatos de atividades
antiparasitarias, a Tabela 1 reune alguns dados a respeito das DRSs, incluindo alguns

dos derivados ja produzidos.

A dermaseptina 01 (DRS-S1) foi o primeiro peptideo da familia das
dermaseptinas a ser descrito. Obtido a partir de extratos de peles secas de
Phyllomedusa sauvagii, € composto por 34 residuos de aminoacidos e apresenta
ampla atividade biolégica, sem exibir atividade citotoxica frente as células de
mamiferos (MOR et al., 1991). Os ensaios realizados para avaliagao da atividade
antiparasitaria de DRS-S1 em formas promastigotas de L. mexicana apontaram que a
DRS-S1 provoca perturbacbes na camada bilipidica, modificando a permeabilidade
da superficie membranar, levando a morte do parasito apés 24 h de incubacéo.
(HERNANDEZ et al., 1992). Este foi o primeiro estudo realizado para esse peptideo

mostrando sua atividade leishmanicida.

Um estudo de Mor e Nicholas (1994) relacionou o desenho de 10 analogos
truncados da DRS-S1 e suas respectivas atividades. Foi observado que
delegcbées/modificagdes na porgdo N-terminal geraram peptideos inativos, enquanto

que a delecdo de residuos na porcao C-terminal resultou no analogo
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DRS-S1-1-18)-NH2, que apresentou maior eficacia em relagéo a atividade descrita
para a molécula nativa. Os resultados indicaram haver uma relagao entre os ultimos
residuos da sequéncia de DRS-S1 e sua atividade seletiva, além da importancia da
porcao N-terminal intacta para a atividade antimicrobiana (MOR; NICOLAS, 1994).
Savoia e colaboradores (2008) demostraram, na avaliagao da atividade leishmanicida,
que o analogo DRS-S1(1-29)-NH> apresentou em conjunto ao peptideo nativo, as
atividades leishmanicidas mais eficazes, sem apresentar uma atividade hemolitica
associada. Este trabalho revelou outras caracteristicas essenciais do peptideo DRS-
S1: uma sequéncia minima bioativa de DS1(1-15)-NHz e a importancia do residuo

triptofano na posi¢cao 3 para a manutengao da atividade biologica.

Em um ensaio mais recente foram apresentadas as atividades hemoliticas,
citotoxicas e leishmanicidas de DRS-S1 em células dendriticas infectadas pelas
formas promastigotas de L. panamensis e L. major. Embora os resultados tenham
mostrado acdo inibitéria para o crescimento das formas avaliadas, os autores
salientaram que as concentragdes médias eficazes (que estédo relacionadas com a
infecgao intracelular de L. major), s&o mais baixas que as concentragdes inibitorias
obtidas para as formas extracelulares, apesar da existéncia de uma barreira entre o
peptideo e o parasito (a célula hospedeira). Isto sugere que existem diferengas
estruturais associadas a forma do parasito e as espécies avaliadas, como evidenciado
pelos diferentes valores obtidos para as mesmas formas evolutivas, mas em espécies
distintas (PEREZ-CORDERO et al., 2011).

Obtida da secregao de Phyllomedusa oreades, a DRS-01 € um peptideo de 29
residuos com atividade inibitdria entre 3-25 uymol/L para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Sua atividade antiparasitaria foi investigada usando as formas
tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi, crescidas em culturas celulares e em meio
contendo eritrocitos. Nao houve detecgcao de parasitos apos o periodo de incubacao
de 2 h com DRS-01, apontando que houve ruptura celular. Os meios de cultura
contendo os eritrocitos foram avaliados por microscopia de for¢ca atdmica e nao foi
observada nenhuma alteragdo morfolégica, pois ndo houve associagdo entre os

peptideos e as membranas dessas células (BRAND et al., 2002).

Os peptideos dermadistinctina-K e dermadistinctina-L (DDK e DDL, mas, em
funcdo da atual nomenclatura, foram renomeados para DI1 e DI2, respectivamente)

isolados da secregao de P. distincta também foram avaliados no estudo de Brand e
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colaboradores, (2002). Os dois compostos sintéticos utilizados foram incubados por 2
h em culturas de formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi e induziram a
morte dos parasitos a uma concentragdo de 16 ug/mL, ndo havendo, portanto,
diferencas significativas nas atividades desempenhadas em fungao da composicao de
cada peptideo. Também nao foi constatada toxicidade em eritrocitos murinos (BRAND
et al., 2002).

A avaliacdo do caracter leishmanicida de DRS-01 em L. chagasi
(syn. L. infantum) mostrou que a suscetibilidade ao peptideo é dependente do tempo
de exposicdo, uma vez que a concentracdo necessaria para inibir completamente
o crescimento da populagdo de formas promastigotas diminui a medida que se
aumenta o tempo de exposi¢ao (ZAMPA et al., 2009). A avaliagéo por microscopia de
formas promastigotas de L. chagasi (syn. L. infantum) incubadas com a DRS-01
mostrou que ocorrem modificagcbes morfolégicas consideraveis em concentragdes
iguais e acima do Clsp determinado para esta cultura de células (10,8 ug/mL).
Danos nas membranas e alteragdes nos flagelos sugerem que a acdo da DRS-01
€ direcionada as membranas do parasito, provocando a lise celular (EATON et al.,
2014).

A dermaseptina DShypo 1 foi isolada a partir da secregéo de P. hypochondrialis
e sua atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas mostra que na
concentragcdo minima inibitéria (CMI) de 6 puM n&do ha atividade hemolitica
(CONCEICAO et al., 2006). Este peptideo foi avaliado em conjunto a DShypo 4 quanto
a atividade antiparasitaria em formas tripomastigotas de T. cruzi e promastigotas de
L. infantum. As culturas de T. cruzi foram suscetiveis a acdo dos peptideos mas, no
entanto, ndo foi observada atividade leishmanicida. Os peptideos avaliados,
identificados na secre¢cao de P. nordestina, ndo mostraram atividade citotoxica em

macrofagos nas concentragdes avaliadas (PINTO et al., 2013).

A atividade de DRS-01 foi avaliada em conjunto com DShypo 01 contra formas
promastigotas de L. amazonensis em um estudo realizado por Brand e colaboradores,
(2006). Os ensaios demonstraram que a populagao de protozoarios foi reduzida a uma
concentracao nao detectavel apds incubagao entre 2 a 6 horas. O interessante
observado foi que acima da concentragao efetiva (32 pug/mL), as dermaseptinas

avaliadas provocavam um aumento significativo na atividade parasitaria, enquanto
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que em concentragdes mais baixas (entre 5 a 20 ug/mL) ndo houve diferencga
significativa entre sua atividade inibitéria e o antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime®), medicamento antiparasitario utilizado como controle (BRAND et al.,
2006).

Analogos da DR-S3, peptideo isolado de P. sauvagii, foram testados contra
diversos microrganismos e foi observado que a carboxiamidagao da porgao C-terminal
produziu um derivado com uma atividade antimicrobiana entre 2 a 10 vezes mais
eficaz nos ensaios contra diversos microrganismos patogénicos. A redugao da cadeia
peptidica mostrou que os analogos DRS-S3-(1-20)-NH2 e DRS-S3-(1-16)-NH2 néo
alteraram de forma significativa a atividade em comparagéo ao peptideo selvagem,
sendo o menor analogo desprovido de atividade hemolitica mesmo em concentragdes
mais elevadas. No entanto, a redugcdo gradual do comprimento da cadeia até a
obtencdo do menor segmento de DRS3-(1-10)-NH2 produziu derivados peptidicos
exibindo uma perda lenta e progressiva da poténcia em comparacdo ao peptideo
DRS-S3 (MOR; HANI; NICOLAS, 1994).

A atividade antimalarica dos peptideos DRS-S3 e DRS-S4 foi investigada em
conjunto. A viabilidade da forma intraeritrocitaria do parasito P. falciparum foi
comparada, apdés 48 horas de tratamento com os dois peptideos, utilizando trés
linhagens de parasitos sensiveis a cloroquina. Os ensaios mostraram que DRS-S3
causou efeitos citotdxicos apenas para as culturas de parasitos, uma vez que a
atividade hemolitica so foi detectada na concentracao de 34 uM, enquanto que para
DRS-S4 foi observada hemolise em concentragbes acima de 8,5 pM (GHOSH et al.,
1997).

O peptideo DRS-S4 é a dermaseptina com mais estudos de estrutura-funcao
ja realizados. Esse peptideo apresenta quatro residuos de lisina na porgao central de
sua estrutura primaria, caracteristica incomum para as outras dermaseptinas ja
descritas. A distribuicdo desses residuos basicos resultou em baixa atividade
biolégica, uma vez que a reduc¢do da atividade antibacteriana esta relacionada ao
perfil de agregagéao (FEDER; DAGAN; MOR, 2000). Com isso, ao alterar a composigéo
dos dominios hidrofébicos, por meio da reducao da hidrofobicidade ou do aumento da
carga liquida positiva de DRS-S4, foi observado que os analogos gerados exibiram

atividade antibacteriana mais expressiva e atividade hemolitica reduzida. Entre estes
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derivados, 0 KiK2-S4 foi o mais eficaz contra protozoarios e bactérias
(KUSTANOVICH et al., 2002; NAVON-VENEZIA et al., 2002).

O efeito do peptideo DRS-S4 e de seus derivados também foram avaliados em
culturas de P. falciparum. O estudo revelou uma relacéo direta entre a atividade e a
cationicidade, sendo o analogo KsK20-S4 o mais ativo. Nos casos de delecdes na
porcdo C-terminal, o derivado KsS4(1-13)-NH> apresentou melhor atividade
antimalarica. Esses dois derivados também foram avaliados quanto as atividades
hemolitica e cinética. No segundo ensaio, foi observado que a inibigao da atividade foi
mais pronunciada nos estagios de trofozoitos maduros que nos trofozoitos jovens, o
que reflete maior sensibilidade nesta etapa, sendo o andlogo KsK20-S4 mais seletivo
que o KsS4(1-13)-NH2. A comparagéo entre os isdbmeros D e L revelou que a agédo dos
analogos nao é mediada por interagdes especificas com uma molécula quiral (como
uma enzima, por exemplo), pois nao foi observada diferenca entre as atividades. Um
dado interessante gerado a partir da analise por microscopia confocal mostrou que o
analogo KsS4(1-13)-NH2 é capaz de atravessar a membrana do hospedeiro e interagir
diretamente com o parasito intracelular, provocando sua lise sem provocar danos a
célula-hospedeira (KRUGLIAK et al., 2000)

A partir destes estudos, o analogo KsS4(1-13)-NH> foi selecionado para a
sintese de novos derivados, por ser o menor peptideo gerado a partir de DRS-S4 a
manter sua atividade biologica. No entanto, como sua atividade hemolitica é
consideravel (57+3 uM), diversos analogos modificados com grupos aminoacilas
foram sintetizados. Um screening revelou que o derivado NC7-KsS4(1-13)-NH2 néo é
estagio-seletivo, pois apresentou atividade inibitéria para ambas as formas de
trofozoitos (jovens e maduros), ao contrario do observado para KsS4(1-13)-NH2 no

estudo apresentado por Krugliak e colaboradores, em 2000 (EFRON et al., 2002).

A investigacdo da atividade membranolitica de andlogos de DRS-S4 em
eritrocitos humanos e em formas promastigotas de Leishmania major mostrou que os
peptideos mais hemoliticos apresentaram a maior atividade inibitéria, pois
apresentavam mais afinidade a insercdo em um modelo sintético de lipossomas
(contendo a mesma proporgao de fosfatidilcolina/acido fosfatidico). Os analogos com
16 e 13 residuos de aminoacidos mostram uma redugao progressiva na afinidade aos
lipossomas, resultado também observado pela reducao nas atividades hemoliticas e
citoliticas (GAIDUKOQV; FISH; MOR, 2003).
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Um estudo com derivados acila de KsS4(1-13)-NH2 sem a adigdo de grupo
amina revelou que ao aumentar a lipofilicidade dos peptideos, eles tornaram-se mais
permeaveis a membrana celular do hospedeiro e, portanto, mais acessiveis a
membrana do parasito. Os resultados de uma analise dose-dependente mostraram
que a Clsg dos derivados foi até ~2,5 vezes mais baixa que a de KsS4(1-13)-NHoa.
O derivado mais interessante, iC4-KsS4(1-13)-NH2, apresentou maior efeito
antimalarico e atividade hemolitica atenuada. O trabalho também mostrou que os
peptideos avaliados ndo apresentaram atividade seletiva para as formas diferenciadas
dos trofozoitos (DAGAN et al., 2002).

Um estudo comparativo com os analogos gerados anteriormente para
K4S4(1-13)-NH2 mostrou que o comprimento da cadeia dos derivados de acila esta
relacionado ao aumento gradual da hidrofobicidade e estabilizacdo da estrutura
helicoidal do analogo. No entanto, o efeito sobre as atividades citoliticas variou nas
diferentes células avaliadas, para as quais a acilagdo crescente aumentou a atividade
hemolitica e antiparasitaria (L. major), entretanto, para a bactéria Gram-positiva S.
aureus foi observada perda de atividade para os derivados de cadeias mais longas. A
adicao do grupo amina nos derivados de acila resultou num padrao geral de redugéo
da hidrofobicidade em comparagdo com os outros derivados, resultando em uma
diminuicdo dos valores do ensaio de hemdlise com relagcdo aos derivados acila
correspondentes. Os analogos NC7-KsS4(1-13)-NH2 e NC4-KsSs(1-13)-NH2
apresentaram as melhores relagcbes terapéuticas, em comparacdo aos outros
peptideos, uma vez que apresentaram valores de CHs0>50 uM e uma inibicdo de
100% na concentragdo de 6,25 pM apds incubagcdo em culturas de formas
promastigotas de L. major (RADZISHEVSKY et al., 2005).

A DRS-H10, caracterizada a partir da secrec¢ao de P nordestina, apresenta uma
carga residual +2 e trata-se da menor dermaseptina ja descrita. Apesar de nao ser
muito ativa contra bactérias, apresenta atividade antiparasitaria préxima a da droga
anfotericina B, utilizada como controle no ensaio contra formas promastigotas de L.
infantum (Clsp 8,1 uM e 9,2 uM, respectivamente) e é capaz de reduzir a viabilidade

de formas amastigotas deste mesmo parasito (BRAND et al., 2013).
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Tabela 1. Lista representativa de dermaseptinas e os principais analogos sintéticos com atividade antiparasitaria.

Peptideo? Estrutura Primaria Protozoario (estagio)® antipli(:ea'::t)ic;érioc Referéncias
7]
DRS-S1 ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ L. major (pro) 2,4-4,74 PEREZ-CORDERO et al., 2011
L. mexicana (pro) 3 HERNANDEZ et al., 1992
L. major (f.i) 1,22 PEREZ-CORDERO et al., 2011
L. major (pro) 16,38
L. panamensis (f.i) 3,27
L. panamensis (pro) 18,35
DRS-S1(1-29)-NH: ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTI-NH2 L. major (pro) 2,3 SAVOIA et al., 2008
DShypo 01 GLWSTIKNVGKEAAIAAGKAALGAL-NH: T. cruzi (tri) 0,68 PINTO et al., 2013
L. amazonensis (pro) 15 BRAND et al., 2006
DShypo 04 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGKAVLNAASEAL-NH2 T. cruzi (tri) 0,25 PINTO et al., 2013
DRS-01 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAALGAL-NH: L. infantum (pro) 3,9 EATON et al., 2014
L. amazonensis (pro) 16 BRAND et al., 2006
L. chagasi (infantum) (pro) 7,15 ZAMPA et al., 2009
T. cruzi (trip/epi) 6 (100% inibigao) BRAND et al., 2002
DRS-S4 ALWMTLLKKVLKAAAKALNAVLVGANA L. major (pro) 1,5 GAIDUKOV; FISH; MOR, 2003
P. falciparum (f.i.) 0,3-2 GHOSH et al., 1997
KaK20S4 ALWKTLLKKVLKAAAKAALKAVLVGANA L. major (pro) 1,5 KUSTANOVICH et al., 2002
KsS4(1-13)a ALWKTLLKKVLKA-NH: L. major (pro) 12,5* RADZISHEVSKY et al., 2005
P. falciparum (anel) 7,7+0,9 DAGAN et al., 2002;
EFRON et al., 2002
P. falciparum (tro) 3,4+0,3
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Peptideo®

Estrutura Primaria

Protozoario (estagio)®

Efeito

antiparasitario®

(uM)

Referéncias

C3-KsS4(1-13)a

iC4-KsS4(1-13)a

NC7-KsS4(1-13)a

NC4-KsS4(1-13)a

DRS-S3

DRS-H10

(DRS-DI1)
(DRS-DI2)

Propionyl-ALWKTLLKKVLKA-NH2

Isobutyryl- ALWKTLLKKVLKA-NH2

Aminoheptanoyl-ALWKTLLKKVLKA-NH:

Aminobutyryl-ALWKTLLKKVLKA-NH2

ALWKNMLKGIGKLAGKAALGAVKKLVGAES

GLWSTIKNVAAAAGKAALGAL-NH:

GLWSKIKAAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAV

ALWKTLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQ

L. major (pro)

P. falciparum (anel)
P. falciparum (tro)
P. falciparum (anel)
P. falciparum (tro)
L. major (pro)

P. falciparum (anel)
P. falciparum (tro)
L. major (pro)

P. falciparum (f.i)
L. infantum (pro)
L. infantum (ama)

T. cruzi (tri/epi)

T. cruzi (tri/epi)

1847*
4,3310,25
3,80032
3,82+0,47
2,54+0,34
6,25
5,310,7
6,240,5
6,25uM*
0,3-1,5
8,1
64,6
6

6

RADZISHEVSKY et al., 2005
DAGAN et al., 2002

DAGAN et al., 2002

RADZISHEVSKY et al., 2005
EFRON et al., 2002

RADZISHEVSKY et al., 2005
GHOSH et al., 1997

BRAND et al., 2013

BRAND et al., 2002

aDe acordo com nova nomenclatura. PAbreviagdes: ama, amastigota; epi, epimastigota; f.i., forma intracelular; pro, promastigota; tro, trofozoita; tri, tripomastigota. ¢ Medido por (Clso), ou
caso indicado por *, trata da concentracéo necessaria para induzir 100% de inibigdo. Tabela revisada e atualizada de RIVAS; LUQUE-ORTEGA; ANDREU, (2009).
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1.5.2. TEMPORINAS

A familia das temporinas compreende peptideos contendo entre 10 e
20 residuos de aminoacidos, sendo esta uma das menores familias de PAMs de
anuros ja reportadas. As primeiras temporinas foram identificadas nas secregdes de
Rana esculenta e R. temporaria, mas elas ja foram descritas para outras espécies.
Embora apresentem caracteristicas comuns, como a presenga de um unico residuo
basico (arginina ou lisina) e a auséncia de residuos de cisteina, nao foi detectado um
template comum a esses peptideos. Em geral, as temporinas apresentam atividade
somente contra bactérias Gram-positivas, como S. aureus e Enterococcus faecium,
com valores de CMI entre 1 a >100 pM. No entanto, a temporina L
(FVQWFSKFLGRIL-NH2) de R. temporaria apresenta carga liquida +3 e € ativa contra
espécies Gram-negativas, como E. coli e Pseudomonas aeruginosa, além de
apresentar atividade antifungica contra C. albicans, alta atividade hemolitica e
atividade citotéxica em varias linhagens de células tumorais (RINALDI et al., 2002;
CONLON; KOLODZIEJEK; NOWOTNY, 2004; MANGONI et al., 2005; KONIG;
BININDA-EMONDS; SHAW, 2015).

Da familia das temporinas, a temporina-A (T-A) € uma das mais estudadas,
com a produgao de diversos analogos contendo modificagdes como substituicoes
pontuais por residuos de alanina ou D-aminoacidos (WADE et al., 2000; CONLON;
KOLODZIEJEK; NOWOTNY, 2004). No entanto, ndo existem estudos avaliando a

atividade antiparasitaria dos analogos desse peptideo.

Em peptideos selvagens, a atividade leishmanicida foi primeiramente reportada
para T-A e T-B, contra as formas promastigotas e amastigotas em concentragbes
micromolares, sem citotoxicidade sobre eritrécitos humanos. Os autores revelaram
que a agao das temporinas resulta em um forte colapso do metabolismo energético
do parasito, observado por meio de ensaio de luminescéncia em protozoarios que
expressavam a enzima citoplasmatica luciferase. A inibicdo completa do crescimento
foi detectada entre 15 e 30 uM. Foi observado também que a presenga de uma
camada de LFG em formas promastigotas (caracteristica ausente em amastigotas)
nao comprometeu a atividade dos peptideos, pois a agao antiparasitaria foi observada
para ambas as formas do parasito (MANGONI et al., 2005; MANGONI; MARCELLINI;
SIMMACO, 2007).
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A temporina-1Sa (T-1Sa, T-SHa), identificada na secrecdo da espécie
Pelophylax (Rana) saharica é ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
leveduras e fungos (CMI entre 2 e 30 pyM) e atividade hemolitica detectada na
concentracao de 25 pM. Contendo treze residuos e uma carga liquida +2, ela
apresenta atividade também contra o parasito L. infantum nas formas promastigota e
amastigota axénica, sendo que em doses letais para o parasito, a T-1Sa nao
apresenta efeito citotoxico em macrofagos. No mesmo trabalho foi apresentada a
caracterizagcdo de outras duas temporinas, T-1Sb e T-1Sc, mas ambas nao
apresentaram atividade leishmanicida, indicando a importancia funcional da
cationicidade de T-1Sa na atividade (ABBASSI et al., 2008).

A atividade leishmanicida foi estimada para os peptideos T-A, T-B e T-1Sa em
formas amastigotas e promastigotas de L. mexicana. Em ensaios realizados na
presenca de soro e em formas promastigotas, somente a T-A apresentou atividade
contra o parasito (57% de inibicdo na concentragcdo de 100 pM). Embora as
temporinas avaliadas ja tenham apresentado anteriormente atividade em formas
amastigotas de outras espécies do género Leishmania, nas culturas de L. mexicana
nenhuma atividade foi detectada. No entanto, ao incubar os parasitos com os
peptideos na auséncia de soro, as temporinas A e B exibiram atividade inibitéria em
formas promastigotas (causando 63% de inibicdo na concentragéo de 12,5 yM e 38%
na concentragao de 50 uM, respectivamente). Contudo, as formas amastigotas ainda
nao foram suscetiveis a acdo dos peptideos, uma vez que somente a T-A apresentou
atividade leishmanicida, sendo que na concentracédo de 12,5 uM, foi observada 23%
de inibicido (CHADBOURNE et al., 2011).

Eggimand e colaboradores (2015) conduziram um estudo relacionando a
influéncia da composicdo da parede celular do parasito L. mexicana na atividade
antiparasitaria de algumas temporinas. Os resultados mostraram que a auséncia de
PFG na superficie membranar da forma amastigota de L. mexicana pode estar
relacionada a resisténcia observada as temporinas, sugerindo que a presenga de PFG
desempenhe um papel importante na sensibilidade das formas promastigotas a agao
dos peptideos, visto que a carga negativa conferida pela presencga deste componente
poderia favorecer a interagao entre a membrana parasitaria e as temporinas. Um outro
dado interessante foi a atividade leishmanicida detectada para a temporina T-1Sa,

peptideo inativo segundo o estudo publicado por Chadbourne e colaboradores (2011).
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Os autores sugeriram que os resultados apresentados anteriormente podem ter sido
prejudicados pela remogao inadequada de soro, uma vez que ja foi relatado que a

atividade de peptideos desta familia pode ser mascarada por esse componente.

O peptideo temporina-SHd (T-SHd) também isolado da espécie P. saharica,
possui 17 residuos, carga +2 e é ativo contra diversas linhagens bacterianas.
Sua atividade antiparasitaria foi avaliada em T. brucei, T. cruzi e cinco espécies de
Leishmania. A atividade citotoxica em macréfagos (CLso de 60 uM) foi acima da faixa
da atividade antiparasitaria detectada, padrdo que se repetiu nas outras linhagens de
células de mamiferos avaliadas, mostrando que a T-SHd atua com certa seletividade
(ABBASSI et al., 2013).

A Tabela 2 relaciona alguns dados sobre as temporinas que possuem atividade

antiparasitaria.



Tabela 2. Lista representativa de temporinas a apresentarem atividade antiparasitaria.
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Peptideo?

Estrutura Primaria

Protozoario (estagio)®

Efeito antiparasitario® (uM)

Referéncias

T-A

T-1Sa /T-SHa

T--Sa[K?]
T-SHd

T-F

TL

FLPLIGRVLSGIL-NH2

LLPIVGNLLKSLL-NH2

FLSGIVGMLGKLF-NH2

FLKGIVGMLGKLF-NH2
FLPAALAGIGGILGKLF-NH:

FLPLIGKVLSGIL NH2

FVQWFSKFLGRIL- NHz

L. donovani (pro)
L. pifanoi(ama)
L. mexicana (pro)
L. mexicana (ama)
L. donovani (pro)
L. pifanoi (ama)
L. mexicana (pro)
L. mexicana (ama)
L. infantum (pro)
L. infantum (amax)
L. mexicana (pro)
L. mexicana (ama)
L. infantum (pro)
L. infantum (amax)
L. infantum (f.i.)
L. infantum (pro)
L. major (pro)

L. amazonenses (pro)
L. braziliensis (pro)
L. tropica (pro)
T. brucei (proc)
T. cruzi (epi)

L. mexicana (pro)
L. mexicana (ama)
L. mexicana (pro)
L. mexicana (ama)

8,4
14,6
8
~100
8,6
71
38
>100
18,1
22,8
4
42
10
23,5
6,7
16,5
14,6
14
18
14
21,8
16,8
14
>100

83

MANGONI et al., 2005

EGGIMANN et al., 2015

MANGONI et al., 2005

EGGIMANN et al., 2015

ABBASSI et al., 2008

EGGIMANN et al., 2015

LADRAM et al., 2010
ABBASSI et al., 2013

EGGIMANN et al., 2015

EGGIMANN et al., 2015
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aAbreviagOes: ama, amastigota; amax, amastigota axénica; epi, epimastigota; f.i., forma intracelular; proc,formas prociclicas; pro, promastigota. ® medido por
(Clso). Tabela revisada e atualizada de RIVAS; LUQUE-ORTEGA; ANDREU, (2009).
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1.5.3. BOMBININAS H2 E H4

Os peptideos hidrofébicos bombininas H referem-se a uma familia de PAMs
compreendendo entre 17 e 20 residuos de aminoacidos, na qual o H denota a
caracteristica hemolitica das bombininas. Caracterizadas a partir das secrecdes de
ras pertencentes ao género Bombina, tais como B. bombina, B. orientalis e
B. variegata, as bombininas H1 a H4 possuem carga liquida +3, sdo carboxi-amidadas
e adotam uma estrutura a-hélice anfipatica. Estes peptideos diferem entre si por um
ou dois aminoacidos como, por exemplo, o par de peptideos H2/H4, em que a
substituicdo da isoleucina na posicéo 2 por uma D-alo-isoleucina em H4 confere uma
atividade antibacteriana mais potente para este peptideo (BOLOGNETTI et al., 2007;
MANGONI et al., 2000).

Para as bombininas H2/H4 foi relatada a inibicdo da proliferacdo de formas
promastigotas e amastigotas de parasitos do género Leishmania (Tabela 3), sendo a
bombinina H4 mais ativa, com um Clso significativamente menor, espelhando os

resultados obtidos para a atividade antibacteriana (MANGONI et al., 2006).

Tabela 3. Lista representativa de bombininas a apresentarem atividade
antiparasitaria.

Peptideo Sequéncia Estagio Clso (M)
B-H2 IIGPVLGLYGSALGGLLKKI-NH; L. donovani (pro) 7,3
L pifanoi (ama) 11
B- H4 lIGPVLGLVGSALGGLLKKI-NH> L. donovani (pro) 1,7
L pifanoi (ama) 5,6

aAbreviagdes: ama, amastigota; pro, promastigota. Tabela adaptada e atualizada de RIVAS; LUQUE-
ORTEGA; ANDREU, (2009).

1.5.4. FILOSSEPTINAS

A familia das filosseptinas reune peptideos caracterizados da secrecado de
hilideos do género Phyllomedusa, encontrados em florestas tropicais nas Américas
Central e Sul. Esses peptideos contém entre 19 e 21 residuos de aminoacidos, séo
ricos em residuos de lisina/histidina, sendo que a presenga de residuos de histidina

(entre 1 e 3) confere variagcdes na carga efetiva e atividade biolégica em pHs acidos e
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fisioldgicos. A estrutura primaria apresenta a porgéo N-terminal bem conservada, além
de amidacédo no C-terminal (RAJA et al., 2013).

O peptideo PS-H1 isolado de Phyllomedusa azurea (espécie conhecida, até
2005, como Phyllomedusa hypochondrialis) exibe uma conformagdo enovelada
(random coil) em solu¢do aquosa, mas adota uma estrutura em a-hélice em meios
que promovam essa conformagao (RESENDE et al., 2008). A essa caracteristica se
credita a sua afinidade por membranas plasmaticas anibnicas de microrganismos, e
sua acao leva a lise celular. Contudo, nao foi relatada atividade citotoxica em células
de mamifero in vivo (LEITE et al., 2005). Quanto a sua atividade antiparasitaria, PS-H1
foi incubado em culturas de L. amazonenses e P. falciparum, mostrando efetividade
leishmanicida comparavel a droga Glucantime®, um dos quimioterapicos utilizados no
tratamento da leishmaniose. O efeito antiplasmddico foi semelhante ao do
medicamento Artesunato®, sendo observada perda da morfologia dos parasitos em
ambos os tratamentos. No entanto, na concentracao de 1 ug/mL foi observado que as
células incubadas com PS-1 apresentaram aceleramento no desenvolvimento das
formas trofozoitos jovens a trofozoitos maduros, efeito possivelmente justificado pela
hormese, uma resposta adaptativa de um organismo quando exposto a situagao de
estresse (CALABRESE, 2002; KUCKELHAUS et al., 2009)

Um estudo peptiddmico da andlise da secregcdo cutdanea de P. sauvagii
possibilitou a caracterizagdo bioldgica de algumas filosseptinas, dentre elas, os
peptideos PSN-1, -S2, e -S4. Esses PAMs compartilham entre 79 a 95% de
identidade, apresentam carga +2 e sdo ativos contra bactérias Gram-positivas,
incluindo cepas resistentes de S. aureus. A acao leishmanicida foi observada para os
estagios promastigotas de L. infantum, L. braziliensis e L. major (Clso entre 12-22 uM).
No entanto, os trés peptideos apresentaram sobreposi¢cdo entre as concentracdes
inibitérias para protozoarios e hemoliticas (CHsp igual a 23 uM) e mostraram-se menos
ativos frente as bactérias testadas (CMI entre 25-40 uM) (RAJA et al., 2013).

A avaliagdo da atividade contra as formas promastigotas e amastigotas de
L. amazonensis e L. infantum (L. chagasi) foi reportada para os peptideos PLS-H6 e
PLS-H8b, caracterizados da secrecao de P. nordestina. Os peptideos apresentaram
atividades mais baixas contra as formas promastigotas que as ja relatadas para PAMs
com atividade leishmanicida, sendo que as formas amastigotas mostraram maior

resisténcia, mesmo em concentragdes em que apresentavam suscetibilidade ao
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medicamento controle Glucantime®. No entanto, a auséncia de toxicidade perante
macrofagos ainda indica que existe um uso potencial como agentes leishmanicidas

para esses peptideos (BRAND et al., 2013).

As filosseptinas 7 e 8 foram avaliadas em L. infantum e T. cruzi em um trabalho
realizado por Pinto e colaboradores (2013) com a secreg¢ao de P. nordestina. Dentre
os peptideos avaliados, somente a PLS-7 se mostrou ativa contra os dois parasitos
avaliados, sendo o composto mais citotoxico também (34,42 uM). O peptideo PLS-8
nao apresentou atividade nos ensaios com a forma promastigota de L infantum, mas
foi determinado a Clso de 0,46 uM para as formas tripomastigotas de T. cruzi. A
comparacgao entre as estruturas primarias desses peptideos mostrou que na posicao
7 ha uma substituicdo do residuo His para Thr (de PLS-7 e PLS-8) e na posigéo 15, o
residuo de lle em PLS-7 é uma Leu em PLS-8. Os resultados obtidos nos ensaios
sugerem que este dois residuos presentes na estrutura primaria de PLS-7 séo
importantes para a manutencao da atividade antiparasitaria contra L. infantum e para

uma atividade mais eficaz contra T. cruzi.

A Tabela 4 relaciona as atividade relatadas para as filosseptinas com atividade

antiparasitaria.
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Tabela 4. Lista representativa de filosseptinas a apresentarem atividade antiparasitaria.

Efeito antiparasitario® (uM) Referéncias

Peptideo? Estrutura Primaria Protozoario (estagio)®
PLS-4 FLSLIPHAINAVSTLVHHSG-NH: T. cruzi (tri) 5,1 LEITE et al., 2005
PLS-5 FLSLIPHAINAVSAIAKHS-NH2 T. cruzi (tri) 4,9
PLS-1 FLSLIPHAINAVSAIAKHN-NH2 P. falciparum (tro) ~32 (IC100) KUCKELHAUS et al., 2009
L. amazonensis (pro) ~64(97% inib)
PLS-H6,PLS-8 FLSLIPTAINAVSALAKHF-NH:2 L. amazonensis (pro/ama) >15,90 BRAND et al., 2013
L. infantum (pro/ama) >15,90
T. cruzi (tri) 0,46 PINTO et al., 2013
PLS-H8b, -10 FLSLLPSLVSGAVSLVKKL-OH L. amazonensis (pro) >17,22 BRAND et al., 2013
L. amazonensis (ama) >17,22
L. infantum (pro/ama) >17,22
PLS-S1 FLSLIPHIVSGVASIAKHFG-NH2 L. infantum (pro) 6,5 RAJA et al., 2013
L. major (pro) 12,6
L. braziliensis (pro) 15,3
PLS-S2 FLSLIPHIVSGVASLAKHFG-NH> L. infantum (pro) 18,5 RAJA et al., 2013
L. major (pro) 13,3
L. braziliensis (pro) 15
PLS-S4 FLSMIPHIVSGVAALAKHLG-NH: L. infantum (pro) 22 RAJAetal., 2013
L. major (pro) 18
L. braziliensis (pro) 17,2
PLS-07 FLSLIPHAINAVSAIAKHF-NH: L. infantum (pro) 10,06 PINTO et al., 2013
T. cruzi (tri) 0,34

aAbreviagbes: ama, amastigota; pro, promastigota; tro, trofozoita; tri, tripomastigota.” medido por (Clso). Tabela adaptada e atualizada de RIVAS; LUQUE-ORTEGA,;

ANDREU, (2009).
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1.5.5. PAMs DE Xenopus laevis E ALGUNS DE SEUS ANALOGOS

Dentre os PAMs ja caracterizados para anuros, as magaininas tem sido as mais
estudadas. As magaininas 1 e 2 foram isoladas da secrecéo da ra africana Xenopus
laevis e ambas exibem atividade antibacteriana (sobre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas), antifungica, antiviral e antitumoral. Estruturalmente, sao peptideos
catibnicos, anfipaticos e adotam conformacdo em a-hélice (ZASLOFF, 1987;
ZASLOFF; MARTIN; CHEN, 1988).

Os efeitos dos peptideos magainina-2 e PGLa (um outro PAM também
caracterizado a partir da secrecao de X. laevis) foram avaliados em formas
eritrocitarias de P. falciparum, em um trabalho que investigou a atividade
antiparasitaria do peptideos hibridos sintetizados a partir de cecropinas e melitinas
(peptideos isolados da hemolinfa de mariposas e pegonha de abelhas,
respectivamente). Embora este ndo tenha sido o foco, foi um dos primeiros relatos de

atividade antiparasitaria de peptideos isolados de X. laevis. (BOMAN et al., 1989).

Os PAMs podem ser expressos como agentes antiparasitarios em organismos
transgénicos, de forma a prevenir a transmissdo de doengas que envolvem
insetos-vetores (HURWITZ et al.,, 2012). Usando essa abordagem, Fieck e
colaboradores (2010) avaliaram seis PAMs, entre eles a magainina-2, a fim de
determinar os perfis de toxicidade contra linhagens bacterianas presentes no
hospedeiro invertebrado Rhodococcus rhodnii, visando uma interrup¢cdo da
transmissao vetorial de T. cruzi. A magainina-2 exibiu uma atividade seletiva ao
parasito T. cruzi (CL1igo 30 pM) em comparagdo ao vetor (toxicidade > 320 pM).
O tratamento da magainina-2 associado a outros peptideos mostrou uma agéo
sinérgica, sugerindo que a utilizagdo de PAMs combinados pode reduzir a selegéo de

resisténcia por parte do parasito.

Alguns trabalhos foram apresentados descrevendo a sintese de analogos de
magaininas, como o estudo da agdo da magainina-2-NH2 em mosquitos Anopheles
inoculados com sangue infectado por protozoarios do género Plasmodium. Os valores
das Clso encontradas, entre 0,5 e 1 pg/ul, geraram percentuais de inibicado do
desenvolvimento do parasito no hospedeiro invertebrado entre 82 e 95% (GWADZ et
al., 1989).
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A atividade inibitoria de trés analogos de magainina foi determinada em culturas
de T. cruzi (estagio nao relatado). Para a magainina-B, na concentragdo de 500 uM,
a mobilidade parasitaria nao foi mais detectada apés 5 min de incubagéo, enquanto
que o analogo magainina H exibiu atividade inibitéria a 500 pg/mL (~192 uM). O
analogo magainina-G nao apresentou atividade contra o parasito citado (HUANG;
CHEN; ZIERDT, 1990).

Os analogos MG-H1 e MG-H2 foram comparados quanto a atividade citotoxica
em formas promastigotas de L. donovani. Ambos os peptideos apresentam cargas
similares (+3) e sequéncias homologas, mas contendo diferentes hidrofobicidades
posicionais. Os valores de Clso foram comparados aos do analogo F5W magainina-2.
A ordem de classificagéo para a atividade leishmanicida (MG-H2 > MG-H1 > F5W-
magainina-2) diferiu tanto na atividade hemolitica (MG-H1 > MG-H2 > F5W-
magainina-2) quanto na atividade antibacteriana (MG-H2 > F5W-magainina-2 > MG-
H1) contra E. coli. Os resultados indicaram que a hidrofobicidade posicional, que
retrata a distribuicdo de curtas sequéncias ricas em aminoacidos hidrofébicos,
desempenha um papel importante na atividade leishmanicida. O mecanismo de acao
envolve a permeabilizacdo da membrana plasmatica, uma vez que foi observado,
apo6s a adigao dos peptideos, ruptura da membrana e rapido colapso bioenergético
(Guerrero, Saugar, Matsuzaki, & Rivas, 2004).

A construgdo sintética MSI-94 foi avaliada em formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi e promastigotas de L. brasilienses. O MSI-94 foi capaz de
inibir completamente a mobilidade parasitaria apés 5 min (50 uM) ou 15 min (25 uM)
de incubagao. O peptideo teve baixa eficacia na redugéo da viabilidade parasitaria,
principalmente em Leishmania, reduzindo somente em 20% apos 24h de incubagéo,
na concentracdo de 100 uM (LOFGREN et al., 2008).

O pexiganan (MSI-78), também um derivado das magaininas, apresenta
atividade antibacteriana de amplo espectro e, embora ndo tenha sido aprovado pelo
FDA (Food and Drug Administration) norte-americano para comercializagao, foi um
peptideo bastante caracterizado para fins terapéuticos. Sua acao leishmanicida foi
determinada para as espécies L. amazonensis e L. major. Foi observado que esse
peptideo além de provocar perturbacbées na membrana plasmatica do parasito,
resultando em um aumento da permeabilidade, é capaz de induzir uma variedade de

processos associados a apoptose, como ativagéo de caspases, degradagao de DNA
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e perda de potencial de membrana mitocondrial (KULKARNI et al., 2006). Em um
estudo realizado pelos mesmos autores em 2009 foi apontado que a inativagao
proteolitica do pexiganan é resultado de um mecanismo de protecdo de formas
selvagens de L. major e L. amazonenses. Treze fragmentos distintos de pexiganan
foram detectados apds 15 min de incubagéo, mostrando que a enzima leishmanolysin
tem preferéncia por clivar ligagdes peptidicas entre residuos de lisina, sugerindo uma
especificidade pela inativacdo de PAMs catidnicos. No entanto, a atividade
antiparasitaria foi mais pronunciada quando o pexiganan foi incubado com um inibidor
de protease nos tipos selvagens de Leishmania estudados, onde o inibidor e o
peptideo atuaram sinergicamente para inibir a atividade parasitaria (KULKARNI et al.,
20009).

A Tabela 5 reune as magaininas, o PGLa e os principais analogos sintéticos

desenvolvidos que apresentaram atividade antiparasitaria.
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Tabela 5. Lista representativa de magaininas, PGLa e os principais analogos sintéticos a apresentarem atividade antiparasitaria.

Peptideo?

Estrutura Primaria

Protozoario (estagio)®

Efeito
antiparasitario® (uM)

Referéncias

Magainina-2

Magainina-2-NH:

MSI-94

Magainina-B
Magainina-H

MSI-78 (pexiganan)
F5W-Magainina-2
MG-H1

MG-H2
PGLa

GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS

GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-NH:

GIGKFLKKAKKFGKAFVKMKK-NH2

GIGKFLHAAKKFAKAFVAEIMNS-NH2
GIGKFLHSaKKFaKAFVaEIMNS-NH2
GIGKFLKKAKKFGKAFVKILKK

GIGKWLHSAKKFGKAFVGEIMNS

GIKKFLHIIWKFIKAFVGEIMNS

[IKKFLHSIWKFGKAFVGEIMNI
GMASKAGAIAGKIAKVALKAL-NH:

P. falciparum (tro)
T. cruzi (e.d.)

P. cynomolgi (ooc)

P. cynomolgi (ooc)

P. falciparum (ooc)
T. cruzi (epi)
T. cruzi (tri)

L. braziliensis (pro)
T. cruzi (e.d.)

T. cruzi (e.d.)
L. amazonenses (pro)
L. donovani (pro)

L. donovani (pro)
L. donovani (pro)

P. falciparum (tro+esq)

100 (90% inib)
30 (IC100)
>0,5 (94% inib)
>0,5 (95% inib)
>0,5 (86% inib)
>100
64,8
>100
40,4 (IC100)

~192 (pouco dano)
100 (30%)
6,1

24
>1

40

BOMAN et al., 1989
FIECK et al., 2010
GWADZ et al., 1989

LOFGREN et al., 2008

HUANG; CHEN; ZIERDT, 1990
HUANG; CHEN; ZIERDT, 1990

KULKARNI et al., 2006

GUERRERO et al., 2004

BOMAN et al., 1989

aAbreviagbes: ooc, oocito; epi, epimastigota; e.d, estagio desconhecido; esq, esquizonte; pro, promastigota; tro, trofozoito, .> caso ndo indicado o grau de inibigdo( %,inib),

o valor foi medido por (Clso). Tabela adaptada e atualizada de RIVAS; LUQUE-ORTEGA; ANDREU, (2009)
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1.5.6. PEPTIDEOS ISOLADOS DE Silurana tropicalis

Um estudo do arsenal de peptideos que compdem a defesa da ra Silurana
tropicalis foi conduzido por varias abordagens, como transcriptémica, peptiddbmica e
anadlise filogenética. Os peptideos caracterizados estdo dispostos na Tabela 6,
incluindo a atividade tripanocida relatada, em valores de Clgs (a menor concentragao
capaz de matar 95% dos parasitos em 30 min) para formas tripomastigotas

sanguineas de Trypanosoma brucei brucei.

Os peptideos apresentaram atividade hemolitica entre 64-256 uM, sendo os
peptideos CPF-St4 e CPF-St5 mais promissores, pois apresentaram atividade
seletiva, obtendo valores altos de CHso (64 uM), desempenhando efeito antiparasitario
abaixo de 4 uM. A variagéo observada para os peptideos avaliados foi justificada pela
utilizacao de culturas pleomorficas, contendo misturas de duas formas do parasito
(forma sanguinea delgada e formas sanguineas mais curtas), o que resultaria em
diferentes suscetibilidades a permeabilizagdo da membrana do parasito (ROELANTS
et al., 2013).

Tabela 6. Lista representativa dos peptideos descritos para S. tropicalis com atividade
antiparasitaria.

Peptideo Estrutura Primaria Efeito antiparasitario (uM)
CPF-St4 SLFGTFAKMALKGASKLIPHLLPSRQQ 2-4
CPF-St5 GVFGLLAKAALKGASKLIPHLLPSRQQ 1-2
CPF-St6 KLGFENFLVKALKTVMHVPTSPLL 16-256
CPF-St7 NLLGSLLKTGLKVGSNLL-NH; 2-64
Magainina-St1 GLKEVAHSAKKFAKGFISGLTGS 8-256
XPF-St1 GVWSTVLGGLKKFAKGGLEAIVNPK 2-64
XPF-St4 GWASSIGSILGKFAKGGAQAFLQPK 4
XPF-St5 GWLPTFGKILRKAMQLGPKLIQPI 2-4
XPF-St6 GVWSTILGGLKKFAKGGLDAIVNPK 24
XPF-St7 GLLSNVAGLLKQFAKGGVNAVLNPK 2-64
XPF-St8 GFMSKVANFAKKFAKGGVNAIMNQK 1-8
PFQa-St2 FIGALLRPALKLLAGK 16-32

PGLa-St2 GMATKAGTAFGKAAKAIIGAAL-NH: 16-32
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1.6. PAMs DE LEPTODACTILIDEOS — AS OCELATINAS

Embora a familia Leptodactylidae seja composta por 199 espécies, sendo
99 catalogadas para o género Leptodactylus (FROST, 2014), ainda sdo poucos os
trabalhos relatando o isolamento e a caracterizacéo de peptideos obtidos da secrecéo
cutdnea desses anuros. As ocelatinas foram caracterizadas primeiramente por
Nascimento e colaboradores (2004) como peptideos ativos de Leptodactylus
ocellatus, sendo entdo descritas para outras espécies, como L. fallax,
L. pentadactylus, L. laticeps, L. syphax, L. validus e L. pustulatus (KONIG; BININDA-
EMONDS; SHAW, 2015).

Os peptideos pertencentes a familia das ocelatinas (Oc) sao ativos contra
bactérias Gram-negativas, mas geralmente s&o inativos ou sdo pouco eficazes contra
bactérias Gram-positivas e leveduras, tais como C. albicans. Além disso, a atividade
hemolitica relatada para esses PAMs também é muito baixa (CONLON, 2011b). Os
membros da familia ocelatinas constituem um grupo de peptideos catiénicos carboxi-
amidados, apresentando entre 20 e 25 residuos de aminoacidos e compartilham um

alto grau de similaridade, conforme pode ser visualizado na Figura 11.

Figura 11. Motivos de sequéncia comuns a familia de peptideos ocelatinas utilizando
o algoritmo MEME. Os parametros para cada grupo de residuos sdo: para A, C, F, |,
L, V, We M é utilizada a cor azul; para N, Q, S, T, a cor verde por serem polares, nao
carrregados e nao alifaticos; para D e E, magenta por serem acidos, para K e R,
vermelho por serem carregados positivamente, H em rosa, G em laranja, P em
amarelo e Y em azul turquesa. A plataforma MEME (Multiple Em for Motif Elicitation)
pode ser acessada pelo endereco eletrénico http://meme.nbcr.net/meme/intro.html.

Em 2008, foi sugerida uma nomenclatura para esses peptideos, uma vez que
a nomenclatura anterior (pentadactilina, para L. pentadactylus, laticeptina para L.

laticeps, entre outros) ndo deixava clara a relagao de homologia entre os peptideos
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até entdo caracterizados. Desta forma, todos os peptideos ortélogos receberiam a

denominacao “ocelatina-Xn”, sendo que “X” indicaria a letra da espécie, € “n”, o

numero de pardlogos caracterizados. A Tabela 7 reune algumas das ocelatinas ja

descritas na literatura.

Tabela 7. Relagdo das principais ocelatinas ja descritas

PAM

Denominagao

original

Estrutura Primaria

Referéncia

Oc-1

Oc-2

Oc-3

Oc-4

Oc-5

Oc-6

Oc-V1

Oc-V2

Oc-V3

Oc-S1

Oc-F1

Oc-P1

Oc-L1

Ocelatina 1
Ocelatina 2
Ocelatina 3
Ocelatina 4
Ocelatina 5

Ocelatina 6

Sifaxina
Falaxina
Pentadactilina

Laceptina

GVVDILKGAGKDLLAHLVGKISEKV-a
GVLDIFKDAAKQILAHAAEKQI-a
GVLDILKNAAKNILAHAAEKQI-a

GLLDFVTGVGKDIFAQLIKQI-a
AVLDILKDVGKGLLSHFMEKV-a
AVLDFIKAAGKGLVTNIMEKVG-a

GVVDILKGAGKDLLAHALSKLSEKV-a

GVLDILKGAGKDLLAHALSKISEKV-a

GVLDILTGAGKDLLAHALSKLSEKV-a

GVLDILKGAAKDLAGHVATKVINKI-a

GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL-a
GLLDTLKGAAKNVVGSLASKVMEKL-a

GVVDILKGAAKDLAGHLATKVMNKL-a

NASCIMENTO et al., 2004

NASCIMENTO et al., 2004

NASCIMENTO et al., 2004

NASCIMENTO et al., 2007b

LEITE etal., 2010

LEITE et al., 2010

KING et al., 2008

KING et al., 2008

KING et al., 2008

DOURADO et al., 2007

ROLLINS-SMITH et al., 2005

KING et al., 2005

CONLON et al., 2006

"A letra a indica que o C-terminal esta na forma COONHs..

Considerando que sao poucos os trabalhos disponiveis na literatura tratando

da caracterizagao de ocelatinas, é de se esperar que existam menos trabalhos ainda

apresentando estudos de estrutura-fungao, incluindo o desenho de analogos para esta

familia de peptideos. O relato dos dois trabalhos existentes sera apresentado a seguir.
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O peptideo ocelatina-F1, PAM isolado da secrecado de L. fallax, apresenta
atividade inibitéria (CMI = 20 uM) para diversas espécies de bactérias
Gram-negativas, como E. coli e P. aeruginosa, mas € inativo contra as Gram-positivas.
Este peptideo de 25 residuos apresenta homologia estrutural com peptideos
pertencentes a familia da ranatuerina-2 e apresenta baixa atividade hemolitica, aonde
CHso € maior que 200 uM (ROLLINS-SMITH et al., 2005).

Em um trabalho de 2007, foram apresentados 25 derivados de ocelatina-F1 a
partir de substituicdes pontuais de cada residuo por uma alanina (Ala), enquanto que
os residuos preexistentes de Ala foram substituidos por residuos de leucina.
Este estudo identificou sete analogos (FA8, FL9, FL10, FA12, FL14, FA15) que
apresentaram melhores concentracgdes inibitérias para pelo menos uma das linhagens
bacterianas avaliadas, sendo que peptideos foram mais ativos contra bactérias
Gram-negativas que contra Gram-positivas. No entanto, os analogos mais ativos
também apresentaram atividade hemolitica mais pronunciada. As substituicdes dos
residuos de leucina e lisina por Ala resultaram em diminuigdo da atividade
antimicrobiana, apontando a importédncia desses residuos na manutencdo da
atividade. No mesmo estudo também foram avaliadas 38 formas truncadas do
peptideo e foi observado que a atividade bioldgica foi prejudicada, indicando que
dentro da estrutura primaria da ocelatina-F1 existem alguns motivos essenciais para

que ele seja um peptideo bioativo (NIELSEN et al., 2007).

O segundo e ultimo trabalho realizado até o momento, também datado de
2007a, foi realizado por Nascimento e colaboradores e descreve a sintese e avaliacao
de sete andlogos (Tabela 8) da ocelatina 4, peptideo obtido da ra L. latrans (sinbnimo
L. ocellatus). Trata-se de um peptideo hemolitico e pouco potente quando avaliado
contra bactérias como E. coli e S. aureus (CMI de 64 uM) (DO NASCIMENTO, 2007a;
DO NASCIMENTO, 2007b).
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Tabela 8. Estruturas primarias dos analogos propostos para a ocelatina-4, incluindo o
peptideo selvagem.

Peptideo Estrutura PrimariaSequéncia Carga
residual

K[1.,4,8,15], A[12,26,20] KLLKFVTKVGKAIFKALIKAI-a +7
K[1,8,15],R[4,12] KLLRFVTKVGKRIFKQLIKQI-a +8
K[1,8,15],N[4, 12] KLLNFVTKVGKNIFKQLIKQI-a +6
Ocelatina-4 GLLDFVTGVGKDIFAQLIKQI-a +1
S5,K7,A10,N12 GLLDSVKGVAKNIFAQLIKQI-a +3
S5,K7,Ins-V10,A11,N13 GLLDSVKGVVAKNIFAQLIKQI-a +3
Del-2, S4, K6, A9, N11 GLDFVTGVGKDIFAQLIKQI-a +3
Del-2, S4, K6, A9, N11,K17 GLDFVTGVGKDIFAQLKKQI-a +4

“A letra a indica que o C-terminal esta na forma COONHs..

Os trés primeiros analogos dispostos na Tabela 8 sdo peptideos altamente
catidénicos, nos quais os residuos de aspartato (D, Asp) foram substituidos por lisina
(K, Lys), com o intuito de substituir a carga negativa conferida pela cadeia lateral de
Asp por residuos de Lys, aminoacido positivamente carregado. O segundo grupo foi
proposto a partir de analise das projegcdes helicoidais dos peptideos ocelatina-P1 e
ranatuerina-2B. Seis dos analogos apresentaram aumento da atividade contra E. coli,
(com relagéo a atividade do peptideo percursor), um indicio de que a carga foi um
determinante importante para a atividade biolégica (DO NASCIMENTO, 2007a).

Os peptideos do primeiro grupo foram os mais ativos contra S. aureus,
sugerindo que a forte cationicidade também pode contribuir para a atividade contra
algumas bactérias Gram-positivas. Os trés ultimos analogos dispostos na Tabela 8
foram inativos contra S. aureus e P. aeruginosa e essa auséncia de atividade pode
estar relacionada as modificagdes feitas (dele¢des e inser¢gdes) ou mesmo a auséncia
de um residuo de Lys na posigéo 11, que esta presente nos demais analogos ativos
contra essas bactérias e € uma caracteristica conservada nos leptodactilideos. Os
analogos com as delec¢des do residuo de leucina na posi¢ao 2 foram menos ativos
contra E. coli, sugerindo importancia para este residuo para a atividade antimicrobiana
(DO NASCIMENTO, 2007a).

Dentre os andlogos apresentados, o peptideo K[1,8,15],N[4,12] exibiu uma
atividade contra S. aureus 32 vezes maior que a observada para ocelatina-4, mas sua

atividade em fungos foi a mais baixa. Incluindo a auséncia de atividade hemolitica, os
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valores de CMI obtidos para este analogo sugerem que os residuos de Asn nas
posicoes 4 e 12 podem ter contribuido para as atividades observadas. Do segundo
grupo de analogos avaliados, S5,K7,A10,N12 obteve atividade antibacteriana
aumentada, e nao foi detectada atividade hemolitica. Com isso, os derivados
K[1,8,15],N[4,12] e S5,K7,A10,N12 foram considerados os peptideos mais
promissores em caso de uma posterior continuagao do trabalho (DO NASCIMENTO,
2007a).

1.6.1. OCELATINA-P1

Identificada primeiramente na secrecdo da pele da ra L. pentadactylus, a
ocelatina-P1 (Oc-P1) é um peptideo catibnico (carga +3) de massa molecular
2.541 Da. Apresenta atividade inibitoria relativamente baixa, (valores de CMI entre 25
a 200 uM) sobre o crescimento de linhagens de referéncia de bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, exibindo também atividade hemolitica reduzida
(LDso > 400 uM). A projecao da estrutura primaria em roda helicoidal (Figura 12) indica
baixa anfipaticidade, com distribuicdo de dois residuos de Lys'! e Lys” em uma face

da hélice e os residuos Lys?® e Lys?* na face oposta (KING et al., 2005).

Figura 12. Projecdo em hélice do peptideo ocelatina-P1.
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Em 2011, o nosso grupo de pesquisa reportou a presenga da Oc-P1 pela
primeira vez na secregao de L. labyrinthicus, uma espécie amplamente distribuida por
nosso pais, inclusive em nosso cerrado, sendo conhecida popularmente como ra-
pimenta (HEYER; MIJARES; BALDO, 2008; LIBERIO et al,, 2011). No mesmo
trabalho de 2011, foi descrita a agdo citotoxica de Oc-P1 sobre a linhagem de
melanoma murino B16-F10, sendo esta a primeira avaliagdo de uma ocelatina em
células tumorais. No entanto, foi relatado também que ocelatina-P1 é pouco seletiva,
pois foram observados mais efeitos citotdoxicos em células normais de fibroblasto
(FHN) do que em células tumorais. Os mecanismos de agéo do peptideo ndo foram
elucidados, mas foi sugerido que a morte das células B16-F 10 seria via apoptose, com

possivel processo necrético subsequente (LIBERIO et al., 2011).

Isto posto, o presente trabalho foi direcionado para a utilizagao da Oc-P1 como
um template para o desenho racional e a producgao de analogos, de forma a melhorar
sua eficacia e aumentar sua seletividade, além de gerar mais informacgdes a respeito
de suas possiveis aplica¢des bioldgicas, prestigiando assim, um PAM caracterizado

também a partir das secre¢des de um anfibio presente em nossa fauna.
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2. JUSTIFICATIVA

A prospeccao molecular na secre¢cdo de anuros por moléculas que possam
servir de modelo farmacoldgico no tratamento de doengas vem apresentando
resultados promissores. Este conhecimento gerado a partir dos diversos trabalhos
apresentados descrevendo a purificagdo e caracterizacdo de peptideos ativos
presentes nestas secre¢des pode ser aplicado na investigacdo sobre as relagdes
entre estrutura e fungao biolégica. Assim, o desenho de novos peptideos busca
fornecer informacgdes sobre os componentes estruturais que sdo determinantes para
a eficacia de um composto. Tal abordagem representa uma etapa significativa para a
descoberta de novos compostos bioativos. Futuramente, espera-se que tais
compostos possam ser empregados como ferramentas biotecnologicas para o
tratamento de patologias endémicas negligenciadas ou, ainda, de infec¢des causadas

por cepas de microrganismos resistentes a terapéutica convencional.
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3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral propor o desenho racional de oito
analogos da ocelatina-P1 e a avaliagdo de seu potencial inibitorio sobre a proliferagao
de bactérias, fungos e protozoarios de importédncia médica. Esperava-se assim
correlacionar as atividades biolégicas de cada um dos analogos produzidos com as
substituicbes estruturais propostas, visando uma maior compreensao das relagdes
estrutura-funcdo de modo a direcionar a produgcdo de analogos mais potentes e

seletivos.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o desenho racional de analogos da ocelatina-P1 a partir do estudo de
sua estrutura primaria, considerando parametros fisico-quimicos como:

hidrofobicidade, momento hidrofébico, carga e extensao da cadeia peptidica;

Avaliar as estruturas propostas a partir da ferramenta in silico de predi¢gao do

indice terapeutico tedrico;

Avaliar as estruturas primarias dos analogos propostos com ferramentas de

bioinformatica para analise de parametros fisico-quimicos e estruturais;

Gerar estruturas tridimensionais a partir de ferramentas in silico, de forma a

avaliar os perfis gerados pela analise pelo programa SPLIT 4.0;
Obter os peptideos sintéticos por meio de sintese Fmoc;

Caracterizar biologicamente os peptideos por meio da determinagao das CMis

em ensaios antimicrobianos;

Investigar a citotoxicidade dos peptideos por meio da avaliagdo da atividade

hemolitica;

Avaliar a atividade antiparasitaria dos peptideos em diversos parasitos e

diferentes estagios do ciclo de vida;

Identificar possiveis determinantes estruturais para as atividades observadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Desenho racional dos peptideos

Obtengao dos oito analogos
de Oc-P1

Ensaios biolégicos com
Oc-P1 e analogos

Avaliacao
Ativ. hemolitica e
antimicrobiana

Avaliagio
Ativ. antiparasitaria

+ Hemdlise + P falciparum (f.1)
S. aureus * T cruzi(ama) +
E. coli citoxicidade (L6)
*+  K.pneumoniae * T brucei brucei (f.s.)
T. cruzi (epi)
||

Analise da relagio
estrutura x atividade

Figura 13. Esquema do delineamento experimental do presente trabalho. Siglas: f.i,
forma intraeritrocitaria; ama, amastigota; f.s., formas sanguineas e epi, epimastigota.

4.2. DESENHO RACIONAL DOS ANALOGOS DO PEPTIDEO OCELATINA-P1 E
ANALISE POR BIOINFORMATICA

Os oito analogos propostos foram desenhados tendo como base a estrutura
primaria do peptideo Oc-P1, de modo a possibilitar altera¢des nas faces polar e apolar
da molécula procurando manter e/ou melhorar seu poder de atuagado frente a
microrganismos e diminuir sua toxicidade sobre eritrocitos humanos. Com este

propodsito, a estrutura primaria do peptideo foi analisada e modificacbes foram
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propostas, de modo a manter a formagao de uma estrutura anfipatica, importante para

a manutencgao da sua atividade citolitica.

Para o desenho racional dos analogos a serem sintetizados foram feitas

analises com as seguintes ferramentas:

1-

4.3.

SPLIT, versdo 4.0 Membrane Protein Secondary Structure Prediction Server,
para a predicao do comportamento de cada analogo frente a uma membrana
bioldgica (http://split4.pmfst.hr/split/);

Therapeutic indice Estimator, para avaliar o indice terapéutico tedrico
(http://split4.pmfst.hr/split/dserv1/);

HeliQuest, (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) para os calculos da hidrofobicidade e
do momento hidrofébico médio e projegcao em a-hélice;

Peptide Property Calculator, para a obtencdo da massa molecular tedrica
(http://www.innovagen.se/custom-peptide-synthesis/peptide-property-
calculator/peptide-property-calculator.asp);

Clustaw?2, para o} alinhamento das estruturas primarias
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/);

Pepstr, para a predicao de estruturas terciarias
(http://www.imtech.res.in/raghaval/pepstr/).

RasMol, para a modelagem dos dados obtidos pela plataforma Pepstr
(http://www.openrasmol.org/);

Proteus2, para a predicdo dos componentes de estrutura secundaria

(http://www.proteus2.ca/proteus2/indice.jsp).

OBTENGAO DOS ANALOGOS PROPOSTOS

Os analogos propostos foram sintetizados de forma automatizada e seu grau

de pureza foi determinado por HPLC (> 98%). Os analogos foram produzidos pela

empresa GenOne Biotechnologies, Rio de Janeiro, Brasil.
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4.4. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DAS SOLUGOES-ESTOQUE DE
PEPTIDEOS

Apods a obtencao dos peptideos purificados, as amostras foram quantificadas
em um nanofotdmetro (Nanophotometer Pearl 3468, IMPLEN, Alemanha). Para o
calculo das concentragdes, foi determinada as absorbancias de cada composto no
comprimento de onda de 205 nm, uma vez que os peptideos ndo apresentam residuos
aromaticos em suas estruturas primarias. Para isso, foi utilizada a seguinte férmula
(SCOPES, 1974; SIMONIAN, 2001):

¢ () = sy 4.1)

mL e (em)

Aonde C é a concentracao obtida, A, a absorbancia no comprimento de onda
de 205 nm; b, o caminho 6ptico e 31, um valor de absortividade estimado para este

comprimento de onda (para peptideos e proteinas).

4.5. ENSAIO ANTIBACTERIANO

Linhagens referenciais de bactérias, obtidas do Banco de Culturas Tropicais da
Fundacao André Tosello (Campinas, SP), foram cultivadas em 7 mL de meio Mueller-
Hinton sob agitacao a 37°C até a densidade o6ptica igual a 1 a 595 nm. As bactérias,
em fase logaritimica de crescimento, foram diluidas com o0 mesmo meio de cultura nas
propor¢des 1:50 para as Gram-negativas e 1:100 para as Gram-positivas. Uma
aliquota de 50 uL de cada cultura bacteriana (contendo de 2 a 7 x 105 UFCs) foi
incubada em um shaker por 22 horas, a 37°C. com aliquotas de 50 uL de cada
peptideo diluidos serialmente em agua Milli-Q, esterilizada em filtros Millex GV 0,22
pm. Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, formaldeido 0,4% (v/v) e agua Milli-Q estéril, ambos incubados com
as suspensodes bacterianas. A inibicdo do crescimento foi determinada pela leitura da
densidade 6ptica a 595 nm, com uma leitora de microplacas (Multiskan™ FC, Thermo
Scientific, EUA). O valor da concentragao minima inibitéria (CMI) foi assumido como

a menor concentracdo necessaria para inibir o crescimento bacteriano detectado
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espectrometricamente. Para o conjunto de oito analogos de Oc-P1 foram testadas as
seguintes bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13884).

4.6. ENSAIO HEMOLITICO

O ensaio hemolitico utilizado foi modificado do protocolo descrito por ONUMA
et al., (1999). Eritrocitos de sangue humano O positivo, coletado de doador saudavel,
foram separados do plasma por sedimentacdo e, em seguida, trés lavagens
sucessivas foram realizadas com tampéao 1x (Tris-HCL 0,01 M pH 7,4 contendo NaCl
0,15 M). Tanto a solubilizagdo das amostras quanto o preparo da solu¢ao a 1% (v/v)
de hemacias foram efetuadas com este tampao. Para o ensaio, os analogos foram
diluidos serialmente a partir de uma solucéo estoque de 256 uM e incubados com a
suspensao de eritrécitos por 1 hora, a temperatura ambiente. As amostras foram
incubadas por uma hora a temperatura ambiente, com posterior centrifugacao a 3000
rom por 2 min. Aliquotas de 100 pL do sobrenadante de cada peptideo foram
transferidas para uma placa de 96 pogos de fundo chato (TPP) e a leitura da
absorvancia realizada a 405 nm com uma leitora de microplacas (Multiskan™ FC,
Thermo Scientific, EUA). Para as amostras de referéncia utilizaram-se 100 pL da
suspensao de eritrocitos a 1% (v/v) incubada com 100 pL de Triton X-100 1% (v/v)
como referéncia de 100% de lise e 100 pL da suspenséo de eritrocitos a 1% (v/v) com
tampao salino como referéncia de 0% de hemdlise. Cada ensaio foi realizado em

triplicata. O percentual de hemdlise foi definido a partir da seguinte equacéo:

A-A

%hemolise = - AOO x100 4.2)

Sendo que A é a absorbancia referente ao tratamento com cada peptideo, A, é

a absorbancia em tampao salino e Ax, a absorbancia em Triton X-100 1%.
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4.7. ENSAIOS ANTIPARASITARIOS

4.71. PREPARACAO DOS PEPTIDEOS

Os peptideos foram ressuspendidos em DMSO a uma concentragao-estoque

de 20 mg/mL para utilizagdo nos ensaios.

4.7.2. AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA DOS PEPTIDEOS
CONTRA FORMAS INTRAERITROCITARIAS DE Plasmodium falciparum

A linhagem resistente a cloroquina FcB1 de P. falciparum foi mantida em
eritrécitos humanos in vitro em meio RPMI 1640 suplementado com 8% de pool de
soro humano por 2 semanas, a 37°C sob atmosfera de 3% CO2, 6% O2 e 91% No.
Para avaliar o efeito antiparasitario de cada peptideo, foi determinada a incorporacao
de [*H]-hipoxantina, conforme descrito na literatura (DE MESQUITA et al., 2005;
FROMENTIN et al., 2013). A cultura de parasitos nao sincronizada (100 pL, 1% de
parasitemia e 1% de hematdcrito final) foi adicionada a 100 uL de uma dilui¢ao seriada
de cada peptideo avaliado (200 a 9,8 x 102 yM), e o periodo de incubagéo foi de 24
horas a 37°C. Apds esse periodo, a cada pogo foram adicionados 20 uL de solugao
de [*HJ-hipoxantina a 0,5 uCi (GE Healthcare, Gra-Bretanha, 1-5 mmol/mL), para
posterior incubagao por mais 24 horas a 37°C (DESJARDINS et al., 1979). Apos este
segundo periodo de incubagéo, as microplacas foram mantidas a -20°C (entre 6 e 10
horas) para promover a lise das hemacias. A concentracao de hipoxantina tritiada
incorporada aos parasitos foi avaliada por meio da leitura da radioatividade
incorporada (1450 Microbeta TRILUX - Liquid Scintillation and Luminescence
Counter, Perkin Elmer, EUA). A relagdo de incorporagdo de [*H]-hipoxantina foi
observada por meio de contagem por minuto, sendo proporcional a viabilidade do
parasito. O valor de Clso (referente a concentragéao que inibe em 50% a viabilidade das
formas intraeritrocitarias do parasito) foi calculado a partir de regresséo nao linear no
programa Prism 6.0 GraphPad (GraphPad Software, Inc, EUA), obtido a partir da
média de um experimento realizado em ftriplicata. O farmaco padrao utilizado como

controle positivo foi a cloroquina e como controle negativo foi utilizado DMSO a 0,1%.
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4.7.3. AVALIAGAO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS DE MAMIFEROS

Células do musculo cardiaco de camundongos (linhagem L6) foram semeadas
em microplacas com 96 pocos, em meio DMEM suplementado com HEPES 25 mM
pH 7,5; 2 g/L de glicose; 10% de soro fetal bovino (SFB) na presenga de penicilina e
estreptomicina (100 ug/mL), em uma relagéo de 5 x 102 células/pogo em 100 uL. Apds
24 h, as células foram lavadas e incubadas em 100 pyL de uma diluigdo seriada de
cada peptideo (200 a 9,8 x 102 uM), durante 72 h, a 37°C sob uma atmosfera de 5%
de COs. O ensaio de viabilidade celular foi realizado com o reagente colorimétrico
Alamar Blue™ (Thermo Fisher Scientific, EUA), baseado na reducado da resazurina,
composto que possui cor azul e ndo é fluorescente, para resofurin, composto de
coloragao rosada e fluorescente (MOSMANN, 1983). As diferentes concentra¢des dos
peptideos foram avaliadas com o objetivo de determinar a concentragédo que inibe em
50% a viabilidade celular (Clsp). A leitura foi realizada em uma leitora de microplacas
(FL600 microplate fluorescence reader, BIO-TEK® Instruments, Inc, EUA), a 540 nm.
O valor de ICs foi calculado a partir de regressao nao linear no programa Prism 6.0
GraphPad (GraphPad Software), obtido a partir da média de um experimento realizado

em triplicata. Como controle negativo foi utilizado DMSO a 0,1%.

4.7.4. AVALIAC;AO DE ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA FORMAS
AMASTIGOTAS DE T. cruzi

Os ensaios in vitro com a forma intracelular de T. cruzi foram realizados
conforme descrito por GRELLIER et al., (2001) usando formas tripomastigotas de
T. cruzi que expressam o gene da enzima B-galactosidase (LacZ Tulahuen clone 4).
Células da linhagem L6 foram semeadas em uma placa de 96 pogos contendo de 5 x
103 células / pogo. Apds 24 h, 10° parasitos na forma tripomastigota obtidos a partir
de culturas de células L6 infectadas foram adicionados a cada pogo e incubados por
6 h. As células foram lavadas duas vezes para a remocao das formas tripomastigotas
e, posteriormente, incubadas com uma diluigdo seriada dos peptideos sintéticos (200
a 9,8.102 uM) a 37 °C, sob uma atmosfera de 5% de CO; durante 5 dias, em meio
RPMI 1640, suplementado com 25 mM de HEPES pH 7,35 e 10% SFB. A inibicdo da
viabilidade parasitaria foi quantificada utilizando o substrato orto-nitrofenil-3-D-

galactopiranosideo na detecc¢éo de atividade de beta-galactosidase, pois sua hidrélise
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gera orto-nitrofenol, composto que pode ser quantificado. Assim, a absorvancia
corresponde ao nivel de permeabilizagdo da membrana (BUCKNER et al., 1996;
BOSC et al., 2013). A leitura foi realizada em uma leitora de microplacas (FL600
microplate fluorescence reader, BIO-TEK® Instruments, Inc, EUA), a 540 nm. O valor
de ICso foi calculado a partir de regresséo nao linear no programa Prism 6.0 GraphPad
(GraphPad Software), obtido a partir da média de um experimento realizado em
triplicata. O farmaco padrao utilizado como controle positivo foi o Nifurtimox e, como
controle negativo de inibigdo, foi utilizada como referéncia uma cultura de parasitos

ndo tratada com os compostos, mas incubada com DMSO 0,1% (v/v).

4.7.5. AVALIAGAO DE ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA FORMAS
TRIPOMASTIGOTAS SANGUINEAS DE T. brucei brucei

Formas sanguineas de T. brucei brucei (linhagem Feo) foram cultivadas em
meio HMI9 suplementado com 10% de SFB, a 37 °C, sob uma atmosfera de 5% de
CO2 (LOISEAU et al., 1997; RAZ et al., 1997). O ensaio de viabilidade celular foi
realizado com o reagente colorimétrico Alamar Blue™ (Thermo Fisher Scientific, EUA)
(MOSMANN, 1983). Os parasitos foram incubados em placas de 96 pogos (com 10*
parasitos, 200 uL/ pogo), em concentragdes seriadas (200 a 9,8.102 uM) dos
peptideos. Apds incubagéo por 72 h, a solugdo de Alamar Blue™ foi adicionada a
cada pogo em uma concentracao final de 45 uM. A leitura da fluorescéncia foi medida
apos 4 horas de incubagao, nos seguintes comprimentos de onda: 530 nm (excitagao)
e 590 nm (emissao), em uma leitora de microplacas (FL600 microplate fluorescence
reader, BIO-TEK® Instruments, Inc, EUA). Os ensaios foram realizados em triplicata e
o valor de ICso foi calculado a a partir de regressao nao linear no programa Prism 6.0
GraphPad (GraphPad Software). O farmaco padrao utilizado como controle positivo

foi a pentamidina.
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4.7.6. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi

As culturas de formas epimastigotas de T. cruzi (cepa CL-Brener) foram
cultivadas a 28 °C em estufa, em meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose),
contendo 10% de SFB. Resumidamente, as culturas foram crescidas até que a
densidade celular de 107 parasitos/mL fosse atingida. Cem microlitros da suspenséo
de parasita a 5 x 108 parasitas/mL foram incubados em microplacas de 96 pogos para
leitura de fluorescéncia com um volume igual dos peptideos, diluidos em série (200 a
1,56 yM) em meio LIT, por 72 h, para avaliagéo da agao inibitéria sobre o crescimento
dos protozoarios. Depois deste tempo, cada poco recebeu 40 uL da solugao do
reagente CellTiter-Blue® (Promega, EUA), baseado na resposta celular em fungdo da
reducao do composto resazurina para resofurina e aferigao da fluorescéncia resultante
(MOSMANN, 1983). A viabilidade parasitaria foi determinada por fluorescéncia a 560
nm (excitagcao) e 590 nm (emissao), apds 4h de incubacgao a 37 °C, em uma leitora de
microplacas (SpectraMax® M5 Microplate Reader, Molecular Devices, EUA). Como
controle positivo, foi utilizado o composto Nifurtimox. Os ensaios foram realizados em
triplicata e o valor de Clso foi estimado a partir de regressao nao linear no programa
Prism 6.0 GraphPad (GraphPad Software).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESENHO RACIONAL DOS OITO ANALOGOS DE OC-P1

Inicialmente foram propostos dois analogos da Oc-P1, denominados A1 e A2,
contendo, respectivamente, 16 e 14 residuos de aminoacidos. Tais peptideos foram
propostos como base na redugao na extensdo da cadeia polipeptidica da Oc-P1 a
partir da por¢do N-terminal e a manutengao da tendéncia a formagao de estrutura em
a-hélice anfipatica. A partir de cada analogo, foram gerados outros trés peptideos;
sendo, portanto, quatro analogos de ocelatina-P1 por grupo. Todos os peptideos séo
catibnicos e apresentam amidagdo no dominio carboxi-terminal, caracteristica
observada em diversos PAMs descritos na literatura, incluindo na familia das
ocelatinas, conforme discutido anteriormente. Estas propriedades, associadas a
presenca de um residuo de glicina na extremidade N-terminal (com excegao do
analogo A2, que contém uma lisina na mesma posigéo) estdo relacionadas a
resisténcia contra a agao de peptidases além da formagéo de pontes de hidrogénio
na estrutura a-helicoidal (ZELEZETSKY; TOSSI, 2006).

O alinhamento das sequéncias dos oito analogos com o peptideo selvagem Oc-

P1 esta apresentado na Figura 14.

ocellatine-Pl GLLDTLEGAAKNWGSLASKVMEKL 25
Al - == == === EAANVVESLASKEVGEL - 16
a11 - - - - - - --GAANWVVEGLAVK -GEL- 15
alz - = - - — - - - GAANVVERK LAVEVGEL - 16
A1z - = = - - - EAANVWE K LAPEW 16
A2 AR EVGES] ASTY 14
az21 ] 15
A22 15
AZ23 15

Figura 14. Alinhamento multiplo entre os oito analogos propostos e o peptideo
selvagem ocelatina-P1. Os simbolos asterisco (*), um ponto (.) e dois pontos (:)
dispostos na linha inferior indicam maxima identidade entre todas as sequéncias, uma
substituicdo semi-conservativa e uma substituicdo conservativa, respectivamente. As
cores agrupam os aminoacidos por caracteristicas: vermelho para os aminoacidos de
cadeias laterais apolares e alifaticas; azul para as cadeias laterais com grupos acidos;
magenta para os basicos; verde para os cadeias laterais contendo grupos polares,
além da glicina (que geralmente é incluida neste grupo, embora tenha como cadeia
lateral um hidrogénio).
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Um dos parametros utilizados também como critério de escolha dos peptideos
a serem sintetizados foi a determinagao do indice terapéutico tedrico (ITtweor). A relagéo
estabelecida entre a toxicidade e a atividade antimicrobiana fornece a medida do
indice terapéutico (IT). Estes dois parametros indicam quao especifica é a atividade
de um peptideo, uma vez que é definida pela razdo entre a concentragdo peptidica
que provoca a lise de 50% de eritrocitos mamiferos (CHsp) e a concentragdo minima
inibitéria (CMI) capaz de inibir o crescimento de uma coldnia de bactérias; sendo
ent&o, expresso como Tl = CHso/CMI (JURETIC et al., 2011). Este estudo inicial foi

utilizado posteriormente na comparagao entre os valores obtidos experimentalmente.

O ITteor foi avaliado com auxilio da ferramenta Therapeutic indice estimator for
frog-derived helical antimicrobial peptides, gerado a partir da analise de peptideos
depositados no banco de dados DADP (NOVKOVIC et al., 2012). O critério de escolha
para a construgdo do algoritmo ditava que as sequéncias deveriam compartilhar
menos que 70% de identidade, incluindo peptideos que apresentavam nenhuma
similaridade, para que um perfil geral fosse obtido para a predigdo do indice. Esses
estudos foram restringidos para peptideos antimicrobianos isolados de secregbes de
anfibios e, para gerar os ITs, foram utilizados os resultados de ensaios
antimicrobianos (dados para linhagens de Escherichia coli) e ensaios hemoliticos
(com eritrécitos humanos, em sua maioria) (JURETIC et al., 2011). Os autores
relataram que a relagéo D descriptor, que trata do coeficiente calculado a partir dos
valores de IT tedrico e experimental, foi avaliada apés comparacéo de 36 PAMs (néo
homologos), gerando um r? = 0.83. O estudo também foi validado para analogos
peptidicos (por meio da comparagao de onze derivados do peptideo pseudina, de
Pseudis paradoxa) com um r? de 0.84. Com isso, foi mostrado que a predigdo de ITieor
poderia ser aplicada tanto para casos nos quais os peptideos ndo apresentavam
nenhuma similaridade entre si e também em casos em que as sequéncias
compartilhavam certa homologia (JURETIC et al., 2009).

Jurétic e colaboradores relataram que, uma vez que o D-descriptor varia de -1
a +1 (cos 0° - cos 180°), o valor tedrico de IT teria uma variagéao entre =5 e =95. Desta
forma, um valor tedrico de 95 poderia estar relacionado a um valor experimental acima
deste, da mesma forma que um valor 5 para ITiwor poderia representar um valor menor
que o minimo indicado. No entanto, foi ressaltado que um valor proximo de 95 néo iria

garantir uma expressiva atividade antimicrobiana de um peptideo (JURETIC et al.,
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2011). Assim, conforme os autores indicam, esse algoritmo busca selecionar, dentre
os peptideos isolados de anuros, os que podem apresentar indices muito baixos de

IT, mas ndo se destina a fornecer uma previséo precisa para este parametro.

Cabe informar que o peptideo ocelatina-P1, escolhido como template para os
analogos avaliados neste projeto, foi um dos peptideos presentes no training set do
trabalho que gerou a ferramenta Therapeutic indice estimator for frog-derived helical
antimicrobial peptides. Os resultados observados para este peptideo (ITieor de 10,06
e ITexp de 16) motivaram a utilizagédo desta ferramenta como suporte para a construgao

dos derivados de ocelatina-P1.

O segundo parametro utilizado para o desenho racional tratou da predicdo do
comportamento de orientagao de um dado peptideo em uma membrana celular. Com
auxilio do algoritmo online SPLIT (http://split4.pmfst.hr/split/4/), &€ sugerido um padrao
de comportamento (JURETIC; ZORANIC; ZUCIC, 2002). O algoritmo compara
predi¢cdes que indiquem a preferéncia do peptideo/proteina a adotar uma conformagao
em hélice transmembranar, a-hélice anfipatica, folha-B (também podendo ser
transmembranar) ou até mesmo, uma conformacéo indefinida. O indice de momento
hidrofébico (eixo das ordenadas em cada perfil) é relatado por duas conformacgdes-
padrao: a-hélice, com um angulo de tor¢gdo de 100°, e folha-, com um angulo de
torcdo de 180°. Embora este algoritmo seja mais utilizado na predigédo de regides
transmembranares para o estudo de proteinas, é sugerido também para a predigéo
do perfil conformacional de peptideos em uma interagdo com membranas bioldgicas
(JURETIC; JERONCIC; ZUCIC, 1999).

Os peptideos denominados “antibiéticos”, sdo definidos como os compostos
que apresentam pouca preferéncia por adentrar a membrana interna de uma
célula-alvo, enquanto que os peptideos ditos “toxicos”, sédo relacionados pelo
programa como peptideos que apresentariam um pronunciado comportamento
transmembranar (JURETIC; JERONCIC; ZUCIC, 1999; JURETIC et al., 2011). Como
exemplos para auxiliar a compreensao, serao apresentados os perfis dos peptideos
PGYa e melitina, considerados pelo algoritmo como um antibidtico e uma toxina,

respectivamente.
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O perfil obtido para peptideo PGYa, um peptideo sintético desenvolvido por
Tossi e colaboradores (1997), é descrito como uma estrutura secundaria simétrica
com ambas as porgdes terminais apresentando elevada preferéncia por uma
conformagao em hélice enterrada na membrana (linha vermelha), enquanto que a sua
regido central seria susceptivel a associagdo a membrana, buscando promover a
conformagéo em a-hélice (Figura 15) (JURETIC; JERONCIC; ZUCIC, 1999). O indice
do momento hidrofébico (INDA) fornece, neste caso, informagdes sobre a localizagao
possivel do segmento de sequéncia referente a a- hélice (linha cinza): entre Arg* e
Lys'. Com esse perfil, o programa ndo prediz PGYa como um peptideo

essencialmente transmembranar.

Figura 15. Perfis SPLIT 4.0 para a sequéncia do peptideo PGYa referente a analise
de preferéncia as conformagdes estruturais secundarias. Linha azul: preferéncia a
folha-B (indice BET); linha vermelha: preferéncia a hélice transmembranar (indice
TMH) e linha cinza: indice do momento hidrofébico modificado (indice INDA), que
relaciona a preferéncia pela estruturacdo em uma a-hélice anfipatica. O eixo das
abcissas corresponde ao numero de residuos do peptideo, enquanto que o eixo das
ordenadas, retrata a amplitude dos trés parametros avaliados.

O perfil do peptideo hemolitico melitina (Figura 16) é distinto, sendo possivel
observar como o padrao da linha vermelha, referente a hélice transmembranar (TMH)
€ alto até o residuo 15 (no programa estao relacionados os maiores indices para este
parametro), sendo que, do residuo 16 ao 21, a linha azul retrata a tendéncia a adotar
uma conformacao em folha-B. No entanto, para este peptideo, foi observado que os
parametros avaliados para esta tendéncia ndo cumprem o pré-requisito para esta

conformagao, pois ndo ha um segmento continuo contendo 6 residuos, aonde cada
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um apresentaria um score maior que 2 (na soma total dos indices referentes a essa
conformacgdo, na analise dos dados numéricos referentes a analise). Assim, este
segmento de sequéncia entre os residuos 16 a 21 compde a parte principal da porgéao
transmembranar do peptideo, referente a conformacdo em a-hélice. Importante
observar ainda que esta tendéncia € mais acentuada na porgdo N-terminal (Figura
16). Para peptideos que sdo menos citotdxicos, essa caracteristica € discreta na
regido central, como no caso do PGYa (JURETIC; JERONCIC; ZUCIC, 1999).

o 5 10 15 20 25 30

Figura 16. Perfis SPLIT 4.0 para a sequéncia do peptideo melitina referente a analise
de preferéncia as conformagdes estruturais secundarias. Linha azul: preferéncia a
folha-B (indice BET); linha vermelha: preferéncia a hélice transmembranar (indice
TMH); linha cinza: indice do momento hidrofébico modificado (indice INDA), relaciona
a preferéncia pela estruturagdo em uma a-hélice anfipatica; caixas em violeta (abaixo
da abscissa), posigdo prevista da hélice transmembranar (indice DIG). O eixo das
abcissas corresponde ao numero de residuos do peptideo, enquanto que o eixo das
ordenadas, retrata a amplitude dos trés parametros avaliados.

Portanto, a avaliagéo inicial dos perfis obtidos pelo algoritmo SPLIT podem
auxiliar na distingdo entre peptideos hemoliticos e peptideos ditos seletivos, uma vez
que, para o primeiro caso, € prevista a preferéncia pronunciada pela conformacéao
helicoidal transmembranar (paréametro TMH, representado pela linha vermelha -
destacado no caso da melitina, Figura 16), enquanto os PAMs seletivos (conforme
exemplificado por PGYa, na Figura 15) ndo compartilham o mesmo padréo (JURETIC
et al., 2011). Deste modo, o desenho racional dos peptideos apresentados no
presente trabalho foi direcionado pelas informagbes geradas também por esse

algoritmo
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O perfil da Oc-P1, apresentado na Figura 17 abaixo permite relacionar um dos
resultados experimentais ja descritos para Oc-P1, aonde a baixa atividade hemolitica
(CHso >400 pM) é representada principalmente pelo perfil do parametro TMH,
sugerindo que a sequéncia Gly' a Asp* estariam envolvidos na porgéo
transmembranar da hélice, enquanto que o segmento Lys?° a Met?? (maiores valores

indicados pelo perfil INDA) comporia parte da a-hélice anfipatica.

o
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Figura 17. Perfil SPLIT 4.0 para a sequéncia do peptideo Oc-P1 referente a analise
de preferéncia as conformagdes estruturais secundarias. Linha azul: preferéncia a
folha-B (indice BET); linha vermelha: preferéncia a hélice transmembranar (indice
TMH); linha cinza: indice do momento hidrofébico modificado (indice INDA), relaciona
a preferéncia pela estruturacdo em uma a-hélice anfipatica. O eixo das abcissas
corresponde ao numero de residuos do peptideo, enquanto que o eixo das ordenadas,
retrata a amplitude dos trés parametros avaliados.
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As Figuras 18 e 19 apresentam os perfis previstos para os analogos propostos
para ocellatin-P1.

Al Al.l

3£

Al2 Al3

Figura 18. Perfis SPLIT 4.0 para a sequéncia de cada analogo de Oc-P1 da série A1
referente a analise de preferéncia as conformacdes estruturais secundarias.Linha
azul: preferéncia a folha-B (indice BET); linha vermelha: preferéncia a hélice
transmembranar (indice TMH); linha cinza: indice do momento hidrofébico modificado
(indice INDA), relaciona a preferéncia pela estruturagdo em uma a-hélice anfipatica.
O eixo das abcissas corresponde ao numero de residuos do peptideo, enquanto que
0 eixo das ordenadas, retrata a amplitude dos trés parametros avaliados.
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Figura 19. Perfis SPLIT 4.0 para a sequéncia de cada analogo de Oc-P1 da série A2
referente a analise de preferéncia as conformacgdes estruturais secundarias. Linha
azul: preferéncia a folha-B (indice BET); linha vermelha: preferéncia a hélice
transmembranar (indice TMH); linha cinza: indice do momento hidrofébico modificado
(indice INDA), relaciona a preferéncia pela estruturacdo em uma a-hélice anfipatica.
O eixo das abcissas corresponde ao numero de residuos do peptideo, enquanto que
o eixo das ordenadas, retrata a amplitude dos trés parametros avaliados.

Os perfis obtidos sugeriram que, dentre os analogos propostos, somente A2 e
A2.1 apresentariam atividade hemolitica pronunciada, pois em ambos os graficos as
linhas referentes a afinidade pela membrana plasmatica (em vermelho) estao
acentuadas, principalmente na porgdo C-terminal. No entanto, conforme sera
discutido, o peptideo A2 ndo apresentou atividade hemolitica na maior concentracéo
avaliada (128 uM), enquanto que A2.1 foi o peptideo mais hemolitico dentre os
avaliados. O padrao visualizado para A2 foi semelhante ao observado na
temporina-1TGb (Figura 20) que possui um CHso de 250 pM, confirmando o resultado
obtido para este peptideo. Embora os outros analogos tenham apresentado atividade
hemolitica mais baixa que A2 (mas nao tao altas como A2.1), este fator nao foi previsto

pelos perfis obtidos, pois 0 index TMH foi muito baixo. No entanto, o algoritmo SPLIT
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informa que é possivel sim encontrar PAMs hemoliticos que n&o apresentem esse
padrdo pronunciado de TMH (JURETIC et al., 2011).

o 2 4 ] 8 10 1z 14 16 18

Figura 20. Perfis SPLIT 4.0 para a sequéncia do peptideo temporina-1TGb referente
a analise de preferéncia as conformagbes estruturais secundarias. Linha azul:
preferéncia a folha-B (indice BET); linha vermelha: preferéncia a hélice
transmembranar (indice TMH); linha cinza: indice do momento hidrofébico modificado
(indice INDA), relaciona a preferéncia pela estruturacdo em uma a-hélice anfipatica.
O eixo das abcissas corresponde ao numero de residuos do peptideo, enquanto que
0 eixo das ordenadas, retrata a amplitude dos trés parametros avaliados.

Uma informacao fornecida pelo indice INDA trata da possivel localizagao dos
segmentos de sequéncia envolvidos na conformagédo em a-hélice, em que a medida
INDA-length (I-L) retrata a anfipaticidade do peptideo avaliado, de acordo com a
analise de residuos com valores de INDA acima de 3.0 (JURETIC; JERONCIC;
ZUCIC, 1999; JURETIC et al., 2011). Assim, a andlise do indice I-L para os analogos
do primeiro conjunto mostrou que A1 e A1.3 apresentam grandes segmentos
(predigéo entre os residuos Leu® a Val'? e Val®-Val'3, respectivamente), enquanto que
A1.2 sb teria dois residuos (Val® e Leu °) e A1.1, nenhuma posi¢cdo. No segundo
conjunto de andlogos, A2.1 e A2.2 apresentam o mesmo segmento (Leu'® a Ala'?),

A2 possui o segmento entre Ala® e Val® e A2, ndo foi observado nenhum segmento.

Uma outra avaliacdo dos perfis obtidos trata da predicdo conformacional
representada pela linha azul (indice BET), referente a estrutura secundaria em folha-f3.
Embora uma primeira analise este indice parega estar pronunciado nos perfis
apresentados, a predicao para esta estrutura secundaria € “confirmada” somente

quando a soma dos indices BET e MOMB (momento hidrofébico calculado para a
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conformacao folha-) é maior que 2, sendo ainda necessario que o parametro MOMB
seja maior que o MOMA, que retrata o0 momento hidrofébico calculado para a
conformagédo a-hélice (JURETIC et al., 1998a, 1998b). Esta confirmacgéo estava
presente somente na analise do analogo A1.1, aonde foi observada a predicdo de

uma conformagéo em folha-f entre os residuos Ala'® a Gly'3.

Assim, a analise dos perfis numéricos (dispostos no Anexo 1) sugere que a
maioria dos analogos gerados apresentaria uma maior predicdo a se estruturarem em
uma conformacao em a-hélice de superficie. Graficamente, isso fica mais claro pela
analise do perfil mais pronunciado do indice INDA (linha cinza), com relagéo ao indice
BET (linha azul). E importante ainda ressaltar que o analogo A2.3 apresentou os
maiores segmentos relacionados a uma estruturagéo indefinida (dos residuos Ala?-
Lys* e Lys'® a Ala™).

Para avaliar as predi¢cdes de estruturas secundarias obtidas a partir do estudos
dos perfis SPLIT 4.0, dois programas foram utilizados para a predigao da estrutura 3D
dos analogos propostos e sua visualizagao grafica: o Pepstr e o RasMol. Conforme a
plataforma Pepstr, desenvolvida por KAUR, GARG e RAGHAVA (2007), a predigao
da estrutura terciaria de pequenos peptideos (compreendendo entre 7 e 25 residuos)
€ baseada na seguinte constatacéo: a presenga de pelo menos uma volta-f € uma
caracteristica importante e consistente em pequenos peptideos (além também de
estruturas regulares). Os autores mostram que com o emprego deste algoritmo é
possivel prever, portanto, a estrutura de pequenas moléculas bioativas, usando
informacgdes sobre estruturas regulares (a-hélice e folha-p) e irregulares (volta-f3). Este
programa foi escolhido por ser direcionado a peptideos pequenos (caso dos analogos
do presente estudo). Além disso, em todos os analogos foram observadas regides
indicados como “indefinidas”, podendo se tratar de estruturas do tipo volta- ou algas
desorganizadas (random coils), o0 emprego deste programa de predi¢ao de estruturas
secundarias poderia confirmar esses indicios. A predicdo de cada sequéncia foi feita
em um ambiente hidrofébico e o programa RasMol (SAYLE; MILNER-WHITE, 1995)
foi utilizado para a visualizagao dos graficos moleculares gerados a partir do Pepster
(arquivos com extensdo .pdb, contendo as coordenadas finais possiveis de cada

residuo).

A Figura 21 mostra as predigbes para cada um dos analogos de Oc.P1

pertencentes ao primeiro conjunto (A1 e A1.1 - A1.3), a Figura 22, ao segundo
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conjunto (A2 e A2.1 - A2.3), enquanto que a Figura 23 mostra em isolado, a predicao

para o peptideo selvagem Oc-P1.

Figura 21. Estruturas em 3D da primeira série de analogos de Oc-P1 (A1 a A1.3).

Perfis obtidos com os programas Pepstr e RasMol.

Conforme sera discutido, as proje¢cdes obtidas corroboram em parte os

resultados obtidos com o uso da plataforma SPLIT 4.0.

O programa Proteus2 também foi utilizado como uma terceira ferramenta para

auxiliar as analises (os dados gerados pelo programa estao na Tabela 9).

Analisando-se o analogo A1 observa-se a presenca de a-hélice no segmento
Val® a Lys'? (Figura 21), sendo que este segmento compreende parte do previsto pelo
SPLIT 4.0, enquanto que a predigdo pelo Proteus gerou o intervalo de Ala? a Lys'?;

sugerindo que houve uma sobreposi¢ao dos intervalos de sequéncias;

Em A1.1, a auséncia de um segmento para a-hélice foi confirmado por ambos
os algoritmos SPLIT 4.0 e Proteus2. O primeiro algoritmo sugere o segmento Ala® a
Ala' como envolvido em uma conformagio em folha-B, enquanto que o segundo

sugere que somente o segmento Leu® a Val'' adotaria a conformacéo predita;
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Para A1.2, a conformacgao obtida n&o teve relagao com a predicéo do indice IL,
para a qual pelo Proteus2 foi obtido um segmento semelhante (comegando por Ala®)

ao observado na Figura 21: Ala? a Val'3;

Em A1.3, para o segmento previsto de Val® a Val'® (SPLIT 4.0), foi observada
uma porgao menor (Val® a Lys®) segundo o Pepstr, sendo que a predic¢éo pelo Proteus

foi de Val® a Val''.

Tabela 9. Predicao de estrutura secundaria para os oito analogos de Oc-P1 a partir
da ferramenta online Proteus2.

Peptideo Predicao Proteus2 Peptideo Predicao Proteus2

A1 CHHHHHHHHHHHCCCC A2 CCHHHHHHHHHHHC
A1.1 CCCCCCCCEEECCCC A2.1 CCHHHHHHHHHHHHC
A1.2 CCHHHHHHHHHHHCCC  A2.2 CCHHHHHHHHHHHCC
A1.3 CCHHHHHHHHHCCCCC A2.3 CCCCCCCCEEEEEEC

Siglas: H, a-hélice; E, Folha-B; C, aleatdria.

Figura 22. Estruturas em 3D da segunda série de analogos de Oc-P1 (A2 a A2.3).
Perfis obtidos com os programas Pepstr e RasMol.

Em A2, os segmentos de hélice Ala® a Lys® e Val” a Leu'® compreendem boa

parte das sequéncias Ala® a Val® (a-hélice) e Ser®a Val'* (a-hélice transmembranar)
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previstas pelo SPLIT 4.0, e apresentam uma certa sobreposi¢cdo ao padréo previsto

pelo Proteus (Alad a lle'3).

Em A2.1, a hélice observada (Ala® a Leu'®) e o perfil Proteus2 (Ala® a Leu'®)
foram novamente mais extensos que o predito pelo SPLIT 4.0 (Leu' a Ala’3). No
entanto, segundo o algoritmo este segmento, referente a por¢gao C-terminal, teria uma

grande preferéncia a adotar uma conformagao em a-hélice transmembranar.

Para A2.2, o perfil SPLIT 4.0 (Leu™ a Ala'?) foi dois residuos menor que o
apresentado na Figura 22 (Gly® a Ala'?), sendo que o segmento Ala® a Lys' predito

pelo Proteus2 n&o coincidiu com as analises estruturais dos dois algoritmos.

E no caso de A2.3, a auséncia de um segmento para a-hélice foi confirmado
pela predicdo SPLIT 4.0 e confirmada pelo Proteus2. Segundo o SPLIT 4.0, a
sequéncia de A2.3 apresenta os segmentos Ala? a Lys* e Lys'® a Ala'® como
indefinidos, com Asn® a Leu® com predigao a folha-B, padrao previsto pelo Proteus2

para a porgao C-terminal somente.

E, finalmente, para o peptideo Oc-P1, a predicdo SPLIT sugere que os residuos
Lys’, Gly8, Lys?° a Met?? estariam envolvidos na conformagéo em a-hélice, incluindo o
segmento Gly' a Asp* como uma estrutura transmembranar; enquanto que o algoritmo
Proteus2 gerou uma predigdo que sugere que a sequéncia entre Leu® a Lys?* pode

adotar a conformagao sugerida.

Na Figura 23 esta representada a modelagem feita pelo algoritmo Pepstr, na
qual pode ser observado o segmento entre Leu® e Lys?* na hélice. Os resultados
indicam que o algoritmo SPLIT nao foi capaz de prever um segmento mais extenso

envolvido na predigao da estrutura em a-hélice.
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Figura 23. Estrutura em 3D do peptideo Oc-P1. Perfil obtido com os programas Pepstr
e RasMol.

De posse dessas analises, concluimos que cada software utilizado forneceu
dados importantes para esse estudo preliminar sobre a predicdo das estruturas
adotadas, mas que maiores consideracdes precisam ser respaldadas por técnicas
como dicroismo circular e o estudo do comportamento dos peptideos em modelos de

membranas lipidicas.

Para melhor explicar as propriedades biolégicas observadas e comparar cada
analogo, as Figuras 24, 25 e 26 mostram as sequéncias de aminoacidos nas
projecdes em hélice e em rede helicoidal. A projecédo em hélice auxilia na visualizagao
de faces hidrofébicas e hidrofilicas, em fungéo da distribuicao dos residuos presentes
na estrutura primaria, fornecendo, portanto a propensao de um peptideo a adotar uma

estrutura anfipatica.

A projecao em rede helicoidal facilita a vizualiacdo de interagdes repulsivas
entre residuos com cadeias laterais carregadas positivamente dispostasaiai+ 3 ou
aiai+ 4 (mostradas como linhas tracejadas em preto) e interagdes hidrofébicas
ocorrendodeiai+ 3 ouiai+ 4 entre grandes residuos hidrofobicos (linhas pretas
sélidas). Cabe informar que as interagdes entre residuos de Ala e outros residuos
hidrofébicos ndo sédo consideradas, uma vez que este residuo motiva a formacéao de
um microambiente apolar (pois sua cadeia lateral ndo é muito reativa), sendo entao
inesperado que interagdes hidrofobicas sejam favorecidas (CHEN; MANT; HODGES,
2002; GRAY; BARNES, 2003).
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Em ambas as projec¢des, os residuos de lisina estdo destacados pela cor azul
e situam-se na face polar dos PAMs. Os residuos hidrofébicos com cadeias laterais
volumosas (Val, lle, Leu e Met), em amarelo, estdo localizados na face apolar.
O residuo Asn esta indicado pela cor rosa, a Ser em roxo, a Pro em verde e os
residuos pequenos, em cinza. Os residuos em vermelho destacam Glu e Asp, pois

apresentam cadeias laterais com grupos negativamente carregados.

Em conjunto, discutiremos os parametros fisico-quimicos resultantes das
modificagdes estruturais de cada analogo, incluindo os indices terapéuticos tedricos

(ITteor), conforme apresentado na Tabela 10.



Tabela 10. Relagao de parametros tedricos para o peptideo Oc-P1 e os oito analogos propostos.

Peptideos MM (g/mol) <H> <pH> tr Q IT teor
Oc-P1 2542,09 0,341 0,324 ND +3 10,06
A1 1540,87 0,271 0,492 29,72 +4 92,11
A1.1 1423,77 0,295 0,204 27,80 +4 94,93
A1.2 1594,02 0,291 0,448 36,95 +5 92,99
A1.3 1592,01 0,259 0,479 34,52 +5 87,88
A2 1369,72 0,360 0,549 26,11 +4 41,50
A2.1 1493,94 0,382 0,416 37,40 +5 73,19
A2.2 1451,86 0,289 0,357 27,26 +5 85,89
A2.3 1395,71 0,223 0,094 19,75 +4 94,91

aParametros: <H>, hidrofobicidade média, aonde os valores variam entre -1,01 a 2,25; <yH>, momento hidrofobico; cuja faixa é de 0 a 3,26, calculado
pela escala de Eisenberg; Q, carga. Valores obtidos apds andlise no site http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py. ND, n&o

determinado no presente estudo. tr, tempo de retengao obtido por RP-HPLC a 25°C.
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Figura 24. Projecao em hélice (painel superior) e em rede helicoidal (painel inferior)
para os peptideos do primeiro conjunto de derivados da ocelatina-P1. Cada
aminoacido esta representado pela abreviacdo de seu nome. Os termos indicados na
tabela como “Res. Hid.”, “Int. Hid.” e “Int. Rep.” retratam o numero de residuos
hidrofdbicos, interagdes hidrofébicas e interagdes repulsivas, respectivamente.

Conforme demonstrado por (KIYOTA; LEE; SUGIHARA, 1996), a validagao
experimental da relacdo entre a hidrofobicidade/hidrofilicidade de peptideos
desenhados pode ser realizada pela comparacgao dos tempos de retencao (tr) por RP-
HPLC. Como a regido hidrofébica formada pela estrutura secundaria estabelece um
interagcdo com a fase estacionaria (composta geralmente por hidrocarbonetos, sendo
essencialmente menos apolar que a fase movel), o valor do tr € altamente sensivel
ao estado conformacional do peptideo, retratando a hidrofobicidade real em um
ambiente liquido (BISWAS; DEVIDO; DORSEY, 2003; KIM; KIM; LEE, 2005). Este
parametro muitas vezes nao se relaciona com o parametro tedrico, conforme podemos

observar nos valores dispostos de tr e hidrofobicidade média <H> (Tabela 10).
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Para os analogos do primeiro conjunto (A1), o analogo A1.1, apresentou o valor
mais alto de <H>, mas obteve o menor tempo de elui¢cdo. A avaliagdo das interacdes
possiveis aponta que as substituicbes dos residuos de serina por glicina e valina nas
respectivas posicoes 8 e 11, além da delecao de um residuo de valina na porgao C-
terminal (quando comparado a A1) geraram um peptideo menos hidrofébico, conforme
o tr obtido (27,80 min). Este peptideo apresenta duas interagées hidrofébicas a menos
que os outros analogos (Figura 24), além de nao apresentar nenhuma interagédo de
repulsao entre os residuos de lisina presentes em sua sequéncia, pois o residuo de

lisina na posigéo 15 foi substituido por uma leucina.

A melhor relagao foi observada entre os analogos A1.2 e A1.3, uma vez que
eles se diferem somente por um residuo, visto que a substituicdo de uma valina por
uma prolina na posi¢gao 11 conferiu um carater ligeiramente menos hidrofébico para
A1.3, conforme pode ser observado pelos trs de 36,95 e 34,52 min para A1.2 e A1.3,
respectivamente. Este resultado esta relacionado a natureza da prolina com sua
cadeia lateral, pois ela € mais hidrofilica comparada a outros aminoacidos com
cadeias laterais alifaticas aciclicas (como a propria valina) pela presenga de uma
amina (GIBBS; RADZICKA; WOLFENDEN, 1991; MCLAIN et al., 2007). O residuo
prolina foi incluido na porcdo C-terminal para avaliar a sua influéncia na atividade
biolégica do analogo proposto, pois conforme apresentado por Fernandez e
colaboradores (2013), este residuo € importante para a inser¢ao do peptideo
maculatina 1.1 em membranas bacterianas. Este potente peptideo isolado da ra da
espécie Litoria genimaculata apresenta atividade antibacteriana, antitumoral e antiviral
e a substituicdo da prolina (localizada na posigéo 15 de um peptideo de 21 residuos)

por residuos hidrofébicos geraram peptideos com atividade antibacteriana reduzida.

Os trés peptideos A1.2, A1.3 e A1 compartiham o mesmo agrupamento
hidrofébico, nos quais os residuos V5, V6, L9, V13 e L16 possibilitam quatro
interagbes hidrofébicas segundo o esquemaiai+ 3 /iai+ 4, mas diferem por
modificacdes em duas posicdes. A primeira, no oitavo residuo, com a substituicido do
residuo hidrofilico Ser (em A1) pelo residuo catiénico Lys em A1.2 e A1.3, conferindo
aos dois analogos uma carga +5. A segunda, na posi¢gao 11, a serina em A1 foi
substituida conforme explicado anteriormente (Val para A1.2 e Pro para A1.3). Os dois
residuos de serina em A1 conferem ao peptideo A1 o menor tr dentre esses trés

analogos, pois suas caracteristicas hidrofilicas (a propensao a estabelecer ligagbes
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de hidrogénio) estdo associadas a uma diminuicdo do tr (CHEN; MANT; HODGES,
2002; CLAYDEN et al., 2001; NELSON; COX, 2011).
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Figura 25. Projecao em hélice (painel superior) e em rede helicoidal (painel inferior)
para os peptideos do segundo conjunto de derivados da ocelatina-P1. Cada
aminoacido esta representado pela abreviacdo de seu nome. Os termos indicados na
tabela como “Res. Hid.”, “Int. Hid.” e “Int. Rep.” retratam o numero de residuos
hidrofébicos, interacdes hidrofébicas e interacdes repulsivas, respectivamente.

No segundo grupo de analogos, foi observada uma maior correlagéo para
ambos os parametros <H> e tr, quando considerados os analogos mais semelhantes
A2.3 < A2.2 < A2.1. A presencga dos trés residuos de leucina em A2.1 conferiu a este
peptideo uma hidrofobicidade média ~1,32 vezes maior que A2.2 (que difere por uma
leucina a menos). Um efeito no tempo de eluicao também foi observado, aonde A2.1
eluiu 10 minutos apds o analogo A2.2. O analogo A2.3 s6 possui um residuo de

leucina, sendo o primeiro a eluir (19,75 min). Estas observagdées concordaram com o
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padrao de hidrofobicidade descrito por Chen e colaboradores (2002): Leu > Val > Ala

> Gly > Ser > Lys.

O numero de interagdes hidrofébicasiai+ 3/iai+ 4 também se correlacionou
ao parametro hidrofobicidade, avaliado em termos de <H> e tr. O analogo A2 possui
um residuo a menos que os demais derivados deste conjunto (Figura 25), mas ele
possui cinco residuos hidrofébicos e todos participam das quatro interagbes
hidrofdbicas onservadas. Em A2.2 também esta presente o mesmo numero de
residuos hidrofébicos, mas somente quatro participam das trés interagdes possiveis.
No entanto, como o seu tr é discretamente maior que o observado para A2, sugere-
se que o padrao de eluicao de A2 estaria relacionado a presenca de dois residuos de

serina, que conferem um carater mais hidrofilico para este analogo.

Ainda sobre o numero de interacbes hidrofébicas, a presencga do residuo de
leucina na posicdo 11 em A2.1 permitiu trés interagdes a mais que em A2.2,
concordando com o carater mais hidrofébico da série de analogos, o que representou
uma relagao direta com a atividade biolégica observada, uma vez que ele foi o Unico
analogo ativo em todos os ensaios realizados. No entanto, o aumento do numero de
interacdes hidrofébicas na face apolar teve um efeito negativo na atividade hemolitica,

conforme sera apresentado no préximo tépico.

A inversdo dos residuos Lys® e Leu'® em A2.2 para Leu® e Lys'® em A2.3
resultou na diminuicado do numero de interagées hidrofébicas (de 3 para 1), o que
justificaria a perda da estrutura em hélice para A2.3. O analogo A2.3 foi o menos

hemolitico, mas por outro lado, também foi inativo em todos os ensaios realizados.

O peptideo Oc-P1 foi o unico a apresentar residuos aniénicos em sua estrutura
primaria e a posicao dos dois residuos (E e D) podem promover a estabilidade da a-
hélice, aspecto destacado na Figura 26 nas duas interagdes entre os residuos de
Asp*/Lys’ e Lys?9/Glu?® que interagem por atragdes eletrostaticas nas posigdesiai +

3ouiai+
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Figura 26. Projecédo em hélice (a esquerda) e em rede helicoidal (a direita) para o
peptideo ocelatina-P1.

Um fato interessante é que A2.1 é o Unico analogo a compartilhar um nimero
(6) mais proximo da quantidade de interagdes hidrofébicas possiveis para Oc-P1 (7).
Além desta caracteristica, eles compartilham também o mesmo numero de interagdes
Lys-Lys (2) e possuem cada um pelo menos trés residuos de leucina na estrutura
primaria (Oc-P1 apresenta ainda dois residuos a mais que A2.1). Os resultados
obtidos nos ensaios bioldgicos sugerem que estas caracteristicas de A2.1 e Oc-P1
foram determinantes para a atividade biolégica destes peptideos, conforme sera

apresentado nos préximos topicos.

5.2. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E HEMOLITICA

A triagem de peptideos potencialmente terapéuticos requer a avaliagao prévia
de suas atividades citotoxicas em células de mamiferos. O estudo da atividade
hemolitica, por utilizar glébulos vermelhos, fornece um sistema fisiologicamente
relevante e de metodologia mais simples em compara¢do com outros sistemas, como
por exemplo a utilizacdo de lipossomas (GAUTAM et al., 2014). Desta forma, a
atividade hemolitica dos oito analogos da ocelatina-P1 foi avaliada, utilizando
concentragdes entre 128 e 0,0625 uM. A Figura 27 mostra os resultados dos ensaios

de atividades hemoliticas em fungédo da concentragdo dos peptideos.
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Figura 27. Atividade hemolitica dos diferentes analogos contra hemacias humanas
apos 1 hora de incubacdo com os peptideos. Os dados estdo representados sob a
forma de média e desvio-padrao.

Segundo Yeaman e Yount (2003), a grandeza <pH> traduz o grau de
anfipaticidade de um peptideo e esta correlacionada a expressao da toxicidade frente
a células compostas por membranas lipidicas neutras. No ensaio hemolitico, a
discreta variagao deste parametro nos analogos pertencentes ao primeiro grupo
resultou em valores de CHso muito proximos, enquanto que, no segundo grupo, como
a variagao foi maior, os valores de CHso compreenderam uma faixa entre ~27 a 128
MM,

A analise geral dos oito analogos mostrou que A2.1 foi o mais tdxico, causando
80% de hemodlise na concentracdo de 32 uM, enquanto que os demais analogos
passaram a apresentar atividade hemolitica somente a partir de 64 uM (Figura 27).
No entanto, conforme pode ser observado na Tabela 11, todos os analogos foram
mais hemoliticos que o peptideo template (ocelatina-P1). Os resultados sugerem que
o0 aumento da atividade hemolitica esta relacionado diretamente a hidrofobicidade, o
que indica a influéncia da composigao lipidica de membranas no suporte aos efeitos

da hidrofobicidade sobre a atividade hemolitica.

A presenca de residuos com cadeias laterais ramificadas (como as dos
residuos Leu e Val, presentes nos analogos avaliados) favorece uma estruturagéo em
solugcdo estabilizada pelas interagdes hidrofébicas, promovendo uma aglomeracgao
destas cadeias laterais. Esta organizacao sob a forma de agregados pode promover

a hemdlise por meio de um mecanismo coloidal de lises osméticas, resultado da
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formacao de poros transmembranares na bicamada lipidica eritrocitaria. Isto acontece,
por exemplo, no caso do peptideo melitina, para a qual a atividade hemolitica ndo é
mediada por receptores na membrana do eritrécito ( SABERWAL; NAGARAJ, 1994;
ZELEZETSKY; TOSSI, 2006; NELSON; COX, 2011).

Quanto a atividade antimicrobiana, os peptideos foram avaliados in vitro contra
um conjunto de espécies bacterianas, compreendendo uma espécie de bactéria
Gram-positiva (S. aureus) e 2 espécies de Gram-negativas (E. coli e K. pneumoniae),
por meio da incubagdo com os peptideos em concentragdes micro diluidas de forma
seriada. Conforme apresentado também na Tabela 11, o Unico analogo para o qual
foi detectada a CMI foi peptideo A2.1.

Tabela 11. Atividades antimicrobianas (CMI) e hemoliticas (CHso) definidas para os
analogos de ocelatina-P1.

Peptideo CMI (uM)? CHso (UM) P ITexp
E.coli S.aureus K.pneumoniae
A1 Inativo Inativo Inativo 58,80 0,23
A1.1 Inativo Inativo Inativo 59,09 0,231
A1.2 Inativo Inativo Inativo 62,72 0,245
A1.3 Inativo Inativo Inativo 58,63 0,230
A2 Inativo Inativo Inativo - 1
A2.1  >128 (61%) >128 (60%) 128 (99%)¢ 26,60 0,208
A2.2 Inativo Inativo Inativo ~ 76,33 0,286
A2.3 Inativo Inativo Inativo ~ 76,54 0,299

A atividade antimicrobiana (CMI)? foi determinada como a concentragdo minima de peptideo
capaz inibir o crescimento bacteriano espectrofotometricamente observado. Nos casos em

que nao foi detectada nenhuma atividade antimicrobiana frente a bact'eria E. coli até a
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concentracdo maxima avaliada (128 uM), o valor de concentracao equivalente a 256 uM foi
usado para o calculo do indice terapéutico. PA atividade hemolitica (CHso) foi determinada para
eritrocitos humanos. cindice terapéutico teérico definido como CHso/CMI, parametro definido
por Jurérit e colaboradores (2009) a partir da avaliagado de atividade antibacteriana frente a
bactéria E.coli. “Valores retirados de (KING et al., 2005)

A avaliagao das atividades observadas para o analogo A2.1 sugere haver dois
fatores importantes para a atividade observada: o numero de residuos hidrofébicos
(6) e as interagdes hidrofobicas possiveis. Alguns estudos ja mostraram que um maior
numero de interacdes hidrofdbicas esta relacionada a atividade hemolitica de um
peptideo (HUANG et al., 2010; TAN et al.,, 2014). Em um estudo de Avrahami e
colaboradores (2001), foi mostrado que na sequéncia KXXXKWXXKXXK (em que X =
Val, lle ou Leu), a substituicdo de X por Leu resultou em peptideos hemoliticos e ativos
na maioria das bactérias avaliadas, enquanto que os peptideos gerados a partir de
residuos Val ou lle nas posi¢des X foram menos hemoliticos, mas também inativos na

maioria das bactérias avaliadas.

No entanto, segundo Jiang e colaboradores (2011), as substituicbes por
residuos de Leu resultaram em peptideos com propriedades mais desejaveis, como
uma atividade hemolitica reduzida seguida de alta atividade antimicrobiana, o que
sugere que PAMs de sequéncias maiores, contendo 26 residuos, podem apresentar
um comportamento diferente de PAMs de sequéncias menores. A relagdo entre a
hidrofobicidade e permeabilizacdo da membrana também foi examinada por Chen e
colaboradores (2007), aonde a tripla substituicdo de residuos de Ala por Leu na face
apolar de um peptideo-modelo tornou o analogo mais hidrofébico e 62,5 vezes mais

hemolitico que o primeiro peptideo.

5.3. AVALIAGAO DA SELETIVIDADE

O potencial terapéutico de PAMs reside em sua capacidade de inibir
completamente células bacterianas sem exibir citotoxicidade significativamente em
relacdo as células de mamiferos. Assim, o indice terapéutico pode ser definido como
a relagao entre estes dois parametros. Conforme apresentado na Tabela 11, para o
calculo do indice terapéutico experimental (ITexp) foi utilizada a concentragao de

256 uM para os analogos inativos perante E. coli. Este tipo de estimativa,
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considerando o dobro da maior concentragado avaliada em um ensaio para o calculo
de ITex foi apresentada recentemente por LEE et al., (2015), em um estudo com

analogos de papiliocina, um PAM caracterizado a partir da borboleta Papilio xuthus.

Assim, a partir dos valores obtidos para ITiwor (Tabela 10) € possivel observar
a discrepancia entre os valores experimentais e tedricos, apontando que a grande
seletividade prevista nao foi alcangada experimentalmente. No caso dos analogos que
apresentaram atividade hemolitica, para que o valor de |Tex, se aproximasse do [Teor
estipulado, seria necessario que a atividade antibacteriana tivesse sido detectada a
pelo menos 0,63 uM. No caso de A2, seu ITwor iria requerer uma atividade
antibacteriana minima de 6,17 uM, considerando uma atividade hemolitica
extrapolada para 256 uM.

O ITwor aparentemente esta relacionado a hidrofobicidade (<H>), sendo que,
segundo Jurétic e colaboradores, (2009), quanto maior o parametro <H>, mais baixo
seria 0 seu indice terapéutico. Isso foi observado para o segundo conjunto de
analogos (A2), no qual houve redugdo dos valores de ITwor @ medida que a
hidrofobicidade dos peptideos foi aumentada. Isso pode ser explicado pelo numero de
residuos de leucina presentes em cada analogo (sendo trés residuos para A2.1; dois
residuos para A2.2 e um somente para A2.3). Em um estudo relacionando o efeito
multiplo de residuos de Leu e a atividade biolégica mostrou que os analogos
peptidicos ricos em leucina apresentaram atividade antibacteriana maior que analogos
ricos em valina (utilizados na comparacado), mas apresentaram atividade citotoxica
consideravel (QQ et al., 2011). Esta relagdo, conforme descrito para a atividade

hemolitica, foi observada para este conjunto de analogos.

No entanto, ndo foi possivel tecer muitas consideragdes para o primeiro
conjunto de analogos, uma vez que nao foi detectada atividade antibacteriana para
nenhum dos peptideos e o estudo das estruturas também n&o apontou impedimentos
para que os peptideos ndo fossem ativos. Assim, a analise dos parametros
observados para o analogo ativo A2.1 sugere que as caracteristicas deste peptideo
estejam em uma “anela étima”, onde os valores acima ou abaixo resultem em
derivados menos ativos ou menos seletivos. Um outro fator que pode ter prejudicado
a atividade antibacteriana dos demais analogos pode ser a auto associagdo de
peptideos, resultado de um alto carater hidrofébico, sendo este um fator limitante da

atividade antibacteriana, pois dificultam que o peptideo atravesse a camada bilipidica
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de células procariodticas (FEDER; DAGAN; MOR, 2000; CHEN et al., 2007; JIANG et
al., 2014). No entanto, somente um estudo mais aprofundado daria mais informacgdes

sobre os mecanismos de agao destes peptideos.

5.4. ENSAIOS ANTIPARASITARIOS

Este é o primeiro trabalho, de nosso conhecimento, que procurou avaliar os
efeitos antiparasitarios de ocelatinas. No presente trabalho, trés espécies foram
avaliadas: Trypanosoma brucei brucei, T. cruzi e Plasmodium falciparum, incubadas
com diferentes concentragdes de Oc-P1 e seus derivados. A Tabela 12 reune os
resultados obtidos para as concentragdes Clso, € conforme sera discutido a seguir,

além da Oc-P1, somente o analogo A2.1 foi ativo em todos os ensaios realizados.

Tabela 12. Relacao dos efeitos dos peptideos ativos nos parasitos avaliados.

Peptideo Atividade antiparasitaria (uM) Ativ.
citotéxica
(HM)°
T.brucei (f.s.)? T.cruzi (epi) T.cruzi P.falciparum L6
b (ama)? (fi.)@
Oc-P1 4,97 30,34 29,90 26,71 23,15
A2.1 24,66 >200 (67) 105,5 84,32 100(58)
A2.2 ~110 Inativo Inativo Inativo Inativo

aClso, concentracdo de peptideo responsavel pela inibicdo de 50% da proliferagdo celular. PCLso,
concentracao de peptideo que leva a lise celular de 50% dos parasitos presentes na cultura. Siglas:
F.s.; formas tripomastigotas sanguineas; epi, epimastigotas; ama, amastigota; f. i., formas
intraeritrocitaria. Valores de referéncia de Clso: T. brucei: pentamidina, 1,67 uM; T. cruzi: nifurtimox,

1,25 uM; P. falciparum: cloroquina, 0,3 pM.

5.4.1. ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA T. brucei brucei
(FORMAS TRIPOMASTIGOTAS SANGUINEAS)

A susceptibilidade das formas sanguineas de T. brucei brucei aos peptideos foi

avaliada apos trés dias de incubagéo de 10* parasitos com os oito analogos de Oc-
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P1, além do peptideo selvagem em concentragdes entre 200 a 9,8.102 uM. A Tabela
12 reune as respostas obtidas no tratamento de T. brucei brucei com Oc-P1, A2.1 2 e
A2.2, os peptideos que foram ativos na faixa de concentragéo avaliada, enquanto que

a Figura 28 retrata a curva de dose-resposta para cada peptideo.

Os peptideos Oc-P1 e A2.1 foram os mais eficazes, pois provocaram 95% de
inibicdo do crescimento dos parasitos na concentragao de 100 uM, enquanto que A2.2
provocou ~16% de inibigdo na mesma concentragdo. O analogo 2.2, que difere de
A2.1 pela substituicdo de um residuo de leucina por uma alanina na posicdo 11,
apresentou uma ICso estimada de ~110 pM, sugerindo que a substituigdo de um grupo
isobutila na leucina por um grupo metila (alanina) conferiu uma menor lipofilicidade ao

analogo, uma vez que sua atividade foi reduzida em 4,4 vezes, comparada a A2.1.

100- e Oc-P1
m A21
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% de inibicdo de crescimento parasitario

Figura 28. Atividade inibitoria sobre o crescimento parasitario dos PAMs Oc-P1 e A2.1
contra o protozoario T. brucei brucei (formas sanguineas) apés 72h de incubagado com
os peptideos. Cada ponto esta representado sob a forma de média e desvio-padrao.

Importante observar que o analogo A2.3, um dos peptideos inativos na faixa de
concentracao avaliada, apresenta somente um residuo de leucina a menos que A2.2,
conferindo a ele uma redugao no parametro <H> de 0,289 para 0,223, sugerindo ser
este parametro muito importante para a atividade tripanocida. No trabalho de
Harrington e colaboradores (2010), foi investigado o efeito da alteragdo da
hidrofobicidade em analogos gerados a partir da sequéncia N-terminal da proteina
apolipoteina humana relacionada com haptoglobina (denominada no estudo como
SPH-1 — Small Hydrophobic Peptide) na atividade tripanocida em formas sanguineas

de T. brucei. A redugéo do nucleo hidrofébico de SPH-1, pela delegdo de um residuo
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de leucina na porg¢ao C-terminal resultou em uma reducgéo de cinco vezes da atividade
antiparasitaria, sugerindo que a hidrofobicidade do peptideo atua mediando sua

interacdo com a membrana do parasito.

Com PAMs de anuros, foi realizada a avaliagdo da atividade tripanocida
também em formas sanguineas de T. brucei brucei, realizada por Roelans e
colaboradores (2013), com peptideos isolados a partir da secre¢cao de S. tropicalis.
Os resultados obtidos para os treze peptideos caracterizados mostraram desde
compostos muito ativos como, por exemplo, os CPF-St4 e CPF-St5 (com uma
concentragado capaz de reduzir a viabilidade parasitaria em 95%, ClLgs, de 2-4 e
1-2 uM, respectivamente), como também peptideos com uma CLgs entre 8 a 256 yM
(como o CPF-St6, a magainina-St1, entre outros). O periodo de incubagéao utilizado,
de 30 min foi mais curto que o utilizado no presente trabalho (72 h), mas foi possivel
observar, ao se comparar os dois peptideos mais homélogos XPF-St1 e XPF-St6 (que
diferem somente em duas posigdes: Val®—lle® e Glu'®—Asp'?), que os pardmetros
momento hidrofébico e hidrofobicidade podem estar relacionados a atividade
antiparasitaria, na qual o peptideo XPF-St1 (<H> = 0,438 e <yH> = 0,449), apresentou
uma CLes de 2-64 uM, enquanto que XPF-St6, mais hidrofobico (<H> = 0,456 e <pH>
= 0,473) foi mais eficaz, com um CLgs de 2-4 uM.

Para a primeira série de analogos, no entanto, nao foi possivel estabelecer um
determinante para a atividade, pois nenhum dos peptideos foi ativo contra esse

parasito.

5.4.2. ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA T. cruzi (FORMAS
AMASTIGOTAS)

Antes de investigar os efeitos dos peptideos em formas intracelulares de
T.cruzi, foram testados primeiramente os possiveis efeitos citotdéxicos dos peptideos
nas células hospedeiras. Células da cultura L6 (células musculares esqueléticas de
rato, modelo hospedeiro das formas amastigotas de T. cruzi) foram tratadas com os
peptideos por trés dias. Conforme apresentado na Figura 29 (para a Oc-P1) e na
Tabela 12, os ensaios de viabilidade celular sobre a linhagem L6 mostraram que
Oc-P1, assim como A2.1, sdo peptideos citotoxicos. Os demais peptideos inibiram

somente em até 10% a viabilidade celular na faixa de concentragbes avaliadas.
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Figura 29. Atividade citotoxica do PAM Oc-P1 em células L6 apds trés dias de
incubacao. Cada ponto esta representado sob a forma de média e desvio-padrao.

No ensaio propriamente dito contra as formas amastigotas de T. cruzi em
células L6, foi detectada a atividade inibitéria somente para os dois peptideos, Oc-P1
e A2.1, sendo que novamente a Oc-P1 foi a mais eficaz reduzindo a proliferacao
celular em 100% a 50 yM, enquanto que na mesma concentragéo foi observada 37%
de inibicdo promovida pelo analogo A2.1. Apds essa triagem inicial, o ensaio foi
repetido somente para os dois peptideos ativos, uma vez que os outros sete analogos
também ndo apresentaram atividade tripanocida dentro da faixa de concentragao
avaliada (100 a 3,125 pM). No segundo ensaio, a avaliagdo da atividade
antiparasitaria foi ampliada até a concentragcdao de 200 yM, sendo assim possivel
determinar o valor de Clso para o A2.1 (Tabela 12). A Figura 30 retrata o padréao de

inibicdo para Oc-P1 e A2.1.
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Figura 30. Atividade inibitéria sobre o crescimento parasitario dos PAMs Oc-P1 e A2.1
contra o protozoario T. cruzi (forma amastigota) apds cinco dias de incubagdo com os
peptideos. Cada ponto esta representado sob a forma de média e desvio-padrao.

Na literatura, faltam trabalhos sobre o efeito de PAMs isolados de anuros sobre
formas amastigotas de T. cruzi, onde as atividades antiparasitarias relatam os efeitos
dos PAMs sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas. Mas em se tratando de
outros PAMs, Adade e colaboradores (2013) descreveram recentemente a atividade
do peptideo melitina sobre as formas amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas de
T. cruzi. Contra as formas amastigotas apds 72 h de incubagao, foi detectada uma
concentracao inibitéria Clso de 0,053 uM. No entanto, embora a melitina ndo tenha
sido citotdéxica na concentracdo de 0,35 uM, como ela é extremamente hemolitica
(CHso de 1,75 uM), isso limitaria sua utilizacado como agente terapéutico (YAN et al.,
2003). Comparando os resultados, os peptideos Oc-P1 e A2.1 foram menos eficazes
e os resultados obtidos com os dois ensaios (avaliagdo da atividade citotdoxica em
células L6 e a inibigao relativa de formas amastigotas de T. cruzi) revelam que Oc-P1
e A2.1 também nao apresentam atividade seletiva, pois houve uma sobreposicéo
entre as faixas de concentragdes antiparasitarias efetivas e as citotoxicas. No caso
dos analogos restantes, como nenhum peptideo apresentou efeito algum, nao foi
possivel tecer consideracbes sobre os parametros determinantes da atividade
tripanocida. No entanto, a auséncia de toxicidade observada em células L6 sugere
que, embora estas moléculas ndo sejam agentes antiparasitarios, esta caracteristica
favoravel pode torna-los compostos promissores para o desenvolvimento de outros

analogos, de forma a promover sua especificidade.
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5.4.3. ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA T. cruzi (FORMAS
EPIMASTIGOTAS)

A Oc-P1 e os analogos A2.1 e A2.2 foram incubados por 72 h em culturas
contendo formas epimastigotas. Neste ensaio, o analogo A2.1, o unico analogo ativo,
causou a inibigdo celular em 67% na concentracdo mais alta avaliada (200 yM),
mostrando que esta forma parasitaria foi a menos suscetivel a sua agéo. A Oc-P1
continuou sendo o peptideo mais eficaz e apresentou uma Clsg de 30,34 uM, valor

préximo a concentragao tripanocida detectada no ensaio anterior (Tabela 12).

Os resultados obtidos mostraram que os dois estagios de desenvolvimento de
T. cruzi avaliados no presente trabalho foram diferentemente suscetiveis aos
peptideos testados, aonde as formas epimastigotas (referentes ao estagio proliferativo
no hospedeiro invertebrado) foram menos sensiveis ao tratamento que as formas
amastigotas (formas infectivas e proliferativas). Os resultados podem ser também aqui
justificados pela composi¢cao de membrana, em fungdo do estagio do parasito, onde
as formas epimastigotas apresentam a superficie menos negativa dentre os diferentes
estagios de desenvolvimento de T. cruzi, enquanto os amastigotas tém uma superficie
mais negativa que estas formas, o que poderia favorecer a interacdo entre os
peptideos catidnicos avaliados (SOUTO-PADRON, 2002). No entanto, ainda precisa
ser considerado que o acesso aos parasitos intracelulares foi facilitado pela atividade
citotéxica de Oc-P1- e A2.1 frente as células hospedeiras utilizadas. Os valores de
CCso, menores que as concentragdes obtidas no ensaio contra formas amastigotas,
sugerem que a morte dos parasitos também foi resultado da inibicado da viabilidade

celular da linhagem L6, o que comprometeria este estagio parasitario.

Avaliando as duas espécies de tripanossomatideos, nossa analise sugere
haver diferencas nas suscetibilidades deste parasitos aos peptideos avaliados.
De acordo com Souto-Padrén (2002), os tripanossomatideos apresentam uma carga
de superficie negativa cujas propriedades e valores sao dependentes da espécie,
sendo assim, organizados na seguinte ordem: T. cruzi > T. lewisi> T. vivax>

T. congolense> T. rhodesiense, T. gambiense, T. brucei e T. evansi.

As formas sanguineas de T. brucei se diferem dos outros tripanossomatideos,
por apresentarem predominantemente o componente colesterol (incorporado a partir
do meio) em sua membrana celular (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009). Com isso,

podemos sugerir que a espécie T. brucei brucei foi mais sensivel a agao dos peptideos
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testados porque eles, por serem consideravelmente hemoliticos, apresentam

afinidade a este componente que esta presente também em membranas eritrocitarias.

5.4.4. ATIVIDADE ANTIPARASITARIA CONTRA P. falciparum (FORMAS
INTRAERITROCITARIAS)

A influéncia de Oc-P1 e de seus oito derivados sobre as formas
intraeritrocitarias de P. falciparum foi avaliada apds incubagéao por 24 horas. O Clsg s6
foi determinado para Oc-P1 (Figura 31), sendo igual a 26,71 uM. Dentre os derivados
sintéticos de Oc-P1, somente o peptideo A2.1 foi detectada atividade antiparasitaria,
sendo que na concentragéo de 200 uM foi observada reducao de 96% na viabilidade

parasitaria
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Figura 31. Atividade inibitoria sobre o crescimento parasitario do PAM Oc-P1 em
formas intraeritrocitarias de P. falciparum apés 24h de incubagao. Cada ponto esta
representado sob a forma de média e desvio-padréao.

Um tema comum avaliado em diversos estudos envolvendo a atividade
antimalarica trata da capacidade de um PAM de diferenciar entre membranas de
eritrécitos infectados e eritrocitos saudaveis, de forma que sua acio deve ser a mais
seletiva possivel (BELL, 2011; PRETZEL et al., 2013). Especula-se que, devido as
diferengas na composicgao lipidica de membranas de eritrocitos parasitados, resultado
da redugdo do teor de esfingomielina em até 47% com relagdo a células nao
infectadas e a proporgao de colesterol/fosfolipidios que também ¢é reduzida em 55%,
aumentem a fluidez e a permeabilidade de células parasitadas aos PAMs catidénicos
(MAGUIRE; SHERMAN, 1990; MOR, 2009).
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Conforme os resultados obtidos, o peptideo A2.1 é mais téxico na presenga de
eritrocitos nao infectados, aonde sua concentragdo hemolitica foi menor que a
concentracao na qual foi detectada o efeito antiplasmédico. O efeito do aumento da
hidrofobicidade, avaliado em derivados da DRS-S4 mostraram que, embora os
analogos tenham apresentado atividade antimalarica, também foi associado o
aumento no grau de hemdalise, indicando a auséncia de discriminagéo entre eritrocitos
infectados e nado infectados (DAGAN et al., 2002; EFRON et al., 2002). Para a Oc-P1,
foi observado o contrario, aonde ela apresentou uma atividade mais direcionada aos
eritrocitos parasitados, embora, dentre os peptideos antiplasmddicos isolados de
anuros, a Oc-P1 tenha apresentado atividade inferior quando comparado as
dermaseptinas DRS-S3 e DRS-4, peptideos selvagens que, no ciclo eritrocitico,
mostraram atividade inibitéria abaixo de 2 yM (GHOSH et al., 1997; GAIDUKOV;
FISH; MOR, 2003). Boman e colaboradores (1989) mostraram que a incubagéo de P.
falciparum com magainina-2 levou a inibigdo de 90% dos parasitos em uma
concentracdo proxima a 100 uM. Na mesma concentracdo, a Oc-P1 provocou a
inibicdo de <99% da cultura avaliada, mostrando que ela é tdo efetiva quanto a

magainina-2.
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6. CONCLUSOES

Os relatos de PAMs com atividade antiparasitaria e antimicrobiana motivam a
constante investigacdo de novos compostos e a elucidagado dos mecanismos de agao
envolvidos, buscando fornecer novas informagdes que direcionem o desenvolvimento

de novas drogas.

O principal objetivo deste trabalho foi propor novos analogos de Oc-P1, por
meio de modificacdes em diversos parametros como anfipaticidade, hidrofobicidade,
comprimento da cadeia peptidica e carga liquida, buscando avaliar a influéncia destes
parametros na atividade bioldgica. Além disso, foram utlizadas ferramentas descritas
na literatura para auxiliar na sugestdo de estruturas para peptideos ativos, como o
SPLIT 4.0 e o Therapeutic indice estimator for frog-derived helical antimicrobial
peptides. Nossas anadlises mostraram que as informagbes geradas por estes
algoritmos podem ser aplicadas no desenho racional de peptideos, mas que no
entanto, elas precisam ser validadas por meio de ensaios biologicos, pois as

estimativas fornecidas podem nao condizer com os resultados bioldgicos obtidos.

Os nossos resultados mostraram também que a hidrofobicidade média e o
momento hidrofébico por si sé ndo podem ser usados como ferramentas gerais na
predicao da atividade antimicrobiana de um peptideo. Estes pardmetros sdo uteis
apenas quando sao comparados os analogos derivados do mesmo peptideo, gerados
a partir de pequenas modificagbes (NIELSEN et al., 2007), conforme também

observado em nosso trabalho.

Dentre os analogos avaliados, somente o peptideo A2.1 apresentou atividade
em todos os ensaios realizados. No entanto, foi constatado que este analogo também
€ bastante citotdxico, sendo que sua faixa de concentracao ativa contra os patégenos
avaliados € acima das concentragdes citotoxicas. Assim, para que este analogo seja
interessante para ensaios in vivo, é necessario melhorar sua seletividade, por meio

de outras substituicdes.

Embora o indice terapéutico tedrico obtido para cada peptideo nao reflita o
resultado experimental, acreditamos que a inatividade observada pode ter sido gerada
a partir da dimerizagdo dos analogos avaliados, prejudicando a atividade
antimicrobiana por dificultar o acesso dos peptideos as membranas de células

procarioticas (JIANG et al., 2014). Também consideramos o efeito relacionado a uma
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possivel sensibilidade provocada por algum suplemento presente nos meios de
cultura utilizados, sendo este problema ja relatado na literatura (EGGIMANN et al.,
2015; LOFGREN et al., 2008). Estas duas possibilidades precisam ser investigadas.
A auséncia de toxicidade destes analogos sugere que, embora estas moléculas néo
sejam particularmente agentes antibacterianos e antiparasitarios, eles podem ser

utilizados como templates para o desenho de novos peptideos.

E finalmente, a identificagdo da atividade antiparasitaria do peptideo Oc-P1
reforgca a complexidade do arsenal quimico presente nas secre¢des de anuros. Em um
trabalho recente de Lemos e colaboradores (2013) foi reportado o estudo de
tripanossomatideos do género Trypanosoma isolados de L. ocellatus, o que nos
mostra que tais peptideos podem ser importantes para que o animal seja capaz de

modular sua resisténcia as infecgdes por parasitos presentes em seu meio ambiente.

Assim, mostramos que a alteracdo de alguns parametros fisico-quimicos
influencia na eficiéncia da atividade antimicrobiana e antiparasitaria, incluindo na
expressao da citotoxicidade, e que isso se aplica também as modificagbes feitas em

um Unico residuo.
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7. PERSPECTIVAS

v' Propor o desenho racional de outros peptideos, mantendo as
modificagdes que gerou o analogo ativo A2.1, de forma a torna-lo mais
especifico para organismos patogénicos, modulando sua natureza litica em

células de mamiferos;

v’ Identificar as caracteristicas presentes nos demais analogos que

contribuiram para a inatividade observada;

v' Avaliar a acao dos peptideos ativos em outras espécies de bactérias,

principalmente em linhagens resistentes;

v' Realizar novos ensaios com outras espécies de parasitos, incluindo
outras formas celulares, para avaliar o efeito dos analogos em fungao do

estagio do ciclo de vida parasitario e

v' Determinar a estrutura tridimensional do analogo A2.1, inclusive para a
Oc-P1, a fim de obter detalhes estruturais e relaciona-los as atividades

biolégicas observadas.
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9. ANEXO 1

Perfil numérico gerado pelo algoritmo SPLIT 4.0 o peptideo Oc-P1 e os
analogos apresentados no presente trabalho

Apresentados na seguinte ordem:

Oc-P1
A1
A1.1
A1.2
A1.3
A2
A2.1
A2.2
A2.3

CoNooRLONM =
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Oc-P1

The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

scale ®#TMS pred. topo.
12 5]
™ HELICES

motif bias: 5]
charge bias: a
charge difference: =]
overall bias: 5]

At 5 O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA IMDE MBET DIG OBS 5C1 T*6é
1 GUHS.1E 9.88 8.85 a.91 5.13 0.25 0.60 .00 0.00 0.00 -4.60 0.8 0.0 B.090 O.00
2 LUH3.42 9.508 8.37 8.44 3.85 1.26 0.980 9.98 B.67 ©0.02 -3.48 9.8 0.0 B.90 O.90
3 LUH2.26 0.84 .86 B.78 1.48 1.95 1.91 1.32 1.71 6.14 -3.6l1 6.6 6.6 0.86 .60
4 DUHI1.66 1.14 1.15 1.85 ©.51 1.91 2.66 1.46 2.56 8.24 -2.62 8.0 0.0 Q.98 0.00
5 TUB®.93 1.32 1.11 1.11 -8.17 1.84 2.23 1.97 2.93 B.32 -2.36 0.8 0.0 B.90 O.00
& LU B®B.321.24 1.83 1.16 -a.72 6.33 2.59 1.6% 2.97 6.27 -2.49 6.0 0.6 6.88 .60
JKUB .28 1.26 1.16 1.22 -2.88 8.32 2.709 1.29 3.21 6.26 -2.49 8.0 0.0 0.08 .00
g GUTe.24 1,89 1.26 1.22 -1.82 .30 2.74 1.44 3.17 ©9.28 -2.71 0.8 0.0 B.90 O.00
S AU UBLY B.99 1.15 1.24 -8.98 9.20 2.57 1.28 2.80 9.17 -2.85 9.8 0.0 B.890 0O.90
18 A U U B.18 8.93 1.856 1.26 -8.88 9.12 1.93 1.66 2.38 6.12 -2.9 6.6 8.8 8.56 £.18
11 K U U @e.17 1.18 1.19 1.24 -1.82 &.21 1.98 1.66 2.84 8.12 -2.70 8.0 0.0 @.38 @a.a7
12 NU B 8.17 1.43 1.14 1.19 -8.97 9.19 1.82 1.6%9 1.99 8.89 -2.48 8.0 9.0 @.48 @.a7
13 ¥ UB ©.17 1.41 ©.98 1.18 -08.81 9.16 1.61 6.71 1.94 a.097 -2.52 6.6 6.6 0.3 0.85
14 ¥ U B ©.28 1.59 1.82 1.16 -8.82 9.21 1.92 9.42 1.93 @.096 -2.44 8.0 8.8 0,30 0.85
15 G U B 8.31 1.64 1.19 1.16 -8.88 @.36 1.77 1.38 2.9 8.88 -2.28 8.0 9.0 @.13 0.84
16 5 U B 8.31 1.41 1.17 1.16 -8.86 8.37 1.99 1.44 2.23 8.18 -2.49 6.9 6.0 8.13 a.84
17 LU B ©.31 1.25 1.856 1.9 -0.75 9.33 2.21 0.84 2,45 @.10 -2.65 9.0 8.0 0,00 Q.00
18 AU B ®.32 1.26 1.85 1.89 -8.74 &.33 2,22 8.9 2.72 8.16 -2.64 8.0 0.0 0.080 0.90
19 5 U B 8.31 1.44 1.24 1.1@ -8.92 8.39 2.57 1.16 2.99 8.11 -2.45 8.0 6.0 B.08 0.80
26 K U B @.35 1.33 1.12 1.15 -a.77 9.3%2 2.63 1.62 3.268 6.12 -2.55 0.6 8.6 0.08 0.20
21 v U U @a.31 1.21 9.93 1.27 -8.62 8.29 3.01 1.3% 3.59 8.16 -2.63 8.0 0.0 Q.08 0.00
2 MU UB.19 1.14 1.92 1.22 -8.83 9.19 3.51 1.95 3.82 ©.17 -2.70 B8.0 9.0 B.08 0.80
23 EU T Be.19 9.9% 1.23 1.22 -1.64 9.23 3.43 1.97 2.67 6.13 -2.88 6.0 6.0 0.00 0.0
24 K U U @a.25 8,61 1.17 1.28 -8.92 8.29 5.00 0.98 1.27 .84 -3.35 8.0 0.0 Q.08 0.00
25 LU U B8 8.26 B.51 1.64 -8.51 9.00 5.00 .08 0.00 0.96 -3.74 8.0 0.0 0,00 0.90
Af 50O P TMH BET TUR UNWD H-T H*T MOMA MOMB IWDA INDB MBET DIG OBS SC1  T*6&
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The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

scale ®TMS pred. topo.
12 2]
T HELICES

motif blas: =}
charge bias: a
charge difference: @
overall bilas: @

Af# 5 O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOME IMDA IMDE MBET DIG OBS SCL T*68
1 GUTa.08 1.68 1.52 1.16 -1.44 2.13 6.08 0.8 .00 8.00 -3.00 9.9 0.0 0.90 0.00
28U Te.3e 1,63 1.19 1.18 -0.89 6.35 6.66 9.02 2.1 4.89 -2.67 9.0 0.6 0,00 0.00
3 AUB ©.26 1.25 1.15 1.19 -0.8% 6.38 1.83 2.24 1.21 .97 -1.77 9.0 6.6 0.08 0.00
4 NUB®.23 1.49 1.11 1.12 -@.88 ©.25 2.76 1.31 2.31 9.99 -1.52 9.8 6.6 ©0.88 0.98
5% U B 8.251.49 1.81 1.15 -8.76 ©.25 2.78 ©.39 3.15 ©.13 -2.38 9.0 0.0 0.090 0.0
6% UB 8.23 1.54 9.95 1.17 -0.71 ©.22 2.36 B.68 2.98 B.06 -2.40 0.0 0.0 0.00 0.00
JKUB®@.17 1.66 1.11 1.17 -0.94 8.19 2.39 9.34 2.909 B.06 -2.28 0.0 0.0 Q.00 0.00
85 UB @.171.38 1.85 1.23 -0.88 ©.18 2.62 B.58 2.91 ©8.094 -2.58 0.0 0.0 Q.00 0.0
@ LU Ue.16 1.22 9.94 1.27 -0.77 6.15 2.53 9.64 3.656 g.0d -2.74 9.0 0.6 0,08 0.00
18 A U U 9,15 1.23 8.92 1.28 -0.78 &.14 2.83 ©.45 3.22 9.85 -2.72 8.9 8.0 @.00 0.08
11 5 U U Be.13 1.28 1.15 1.23 -1.82 &.16 2.99 .61 3.37 9.14 -2.65 8.0 8.6 @.08 0,98
12 K U U823 1.19 1.14 1.22 -0.91 &.27 2.76 1.67 3.39 @.26 -2.64 8.0 8.0 @.00 0,098
13 ¥ U U ®.221.685 1.23 1.23 -1.81 &.27 3.87 1.30 3.34 8.56 -2.39 8.0 8.0 .00 0,08
14 GU T 9.24 ©.92 1.36 1.12 -1.12 &.33 3.64 2.42 2.24 B.45 -2.63 8.0 8.0 .08 0,08
15 K U T 9.33 8.77 1.23 1.20 -0.89 8.46 8.68 9.60 1.14 a.32 -2.91 8.0 8.0 @.00 0.08
16 LU U @.ga 9.72 8,47 1.57 -0.47 0.66 .00 0.08 4.00 0.0 -3.28 0.6 6.9 0.00 0.0
Ak 5 O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDE MBET DIG OBS SCl  T*6@

16 in/newl3a. KA
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A1A1

The Secondary S}tructure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

pred. topo.

scale #TMS

12
TM HELICES

motif bias:

charge bias:

e

charge difference:

overall bias:

AA# S OP TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG 0BS SC1 T*6©

-1.44 ©.13 9.0 0.00 ©.600 0.00 -3.00 0.0 0.0 0.00 ©.60

-9.89 ©.35 0.00 90.00 ©.10 0.89
-9.86 ©.33 1.83 2.24 1.21 ©.97

lGUT®e.e8 1.0 1.52 1.16
2 AUT®@e.30 1.3 1.19 1.18
3 AUB®.29 1.27 1.15 1.19
4 NUB®.33 1.52 1.11 1.1@
5V UB®.35 1.54 1.e@ 1.97
6V UB®@.34 1.53 1.0 1.85
7 KUB®@.36 1.65 1.27 1.85
8§ GUB®.34 1.41 1.20 1.18
9LUB@.34 1.33 1.12 1.14
16 A UB ©.26 1.31 ©.36 1.20
11 Vv UE ©.36 1.28 1.16 1.1@
12 K U E ©.32 1.12 1.28 1.16
13 GU E ©.29 1.3 1.57 1.4
14 KU T .33 .77 1.23 1.20

15 L UU 9.0 8.72 .47 1.57
AA# S OP TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SCl1 T*6©

-2.87 0.2 2.0 ©.80 0.00
-1.76 0.0 2.0 ©.00 0.00
-1.46 0.0 2.0 ©.60 0.00
-2.29 0.0 2.0 ©.00 0.08
-2.23 0.0 2.0 ©.00 0.00
-2.00 0.0 2.0 ©.00 ©.90
-1.84 90.© 9.0 ©.00 Q.00
-1.25 0.2 2.8 ©.80 0.00
-9.31 0.0 2.0 ©.00 0.00

-8.78 ©.36 2.76 1.31 2.27 1.6l

-9.65 ©.36 2.68 9.66 2.72 0.18

-9.66 ©.34 1.68 0.40 2.07 0.24
-9.91 ©.45 1.60 9.80 1.39 0.35

-2.87 ©.41 1.55 9.76 1.24 ©.75

-9.77 ©.38 1.89 1.74 1.01 1.43

-9.59 ©.23 1.39 2.57 ©.76 2.37

-9.80 ©.42 1.03 3.23 €.35 3.37 0.65 0.0 0.0 0.00 ©.00
-9.95 2.42 9.13 3.790 ©.15 4.60 1.72 9.0 0.9 0.00 .00

-1.29 2.45 1.e4 5.20 ©.03 3.5¢0 ©.53 0.0 0.9 0.00 ©.00

-0.89 ©.40 0.00 0.00 ©.092 2.05

-1.18 9.2 2.0 ©.00 ©.90

-9.47 ©.00 0.€0 0.00 ©.00 0.00 -3.28 0.0 0.0 0.00 ©.00
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A1.2

The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

pred. topo.

scale #TMS

12
TM HELICES

motif bias:

charge bias:

charge difference:

overall bias:

e

AA# S O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SCl T*6@©

-1.44 .13 0.2 0.600 0.00 0.60 -3.00 €.0 0.9 ©.00 ©0.090

-©.89 ©.35 ©.00 0,00 9.10 .89
-9.91 ©.28 1.83 2.24 1.21 0.97

lGUT®e.e8 1.ee 1.52 1.16
2AUT®e.3e 1,03 1.19 1.18
3AUB®.24 1.22 1.15 1.1¢9
4 NUB®.24 1.49 1.11 1.14
5V UB®.26 1.50 1.01 1.14
6 Y UB®.26 1.47 9.97 1.15
7 KUB®.22 1.59 1.16 1.14
8§ KUB®e.21 1.38 1.12 1.21
9LUB®@.23 1.35 1.92 1.23
18 A U B ©9.21 1.35 ©.83 1.23
11 ¥ U B 9.20 1.60 1.97 1.17
12 KU B ©.29 1.49 1.00 1.14
13 ¥ U B ©.27 1.41 1.23 1.15
14 GU T ©.28 1.11 1.34 1.e6
15 KU T ©.33 8.77 1.23 1.20
16 L UU ©.e@ ©.72 ©.47 1.57

-2.67 0.9 0.9 ©.60 ©.00
-1.81 .0 9.0 9.0 ©0.00

-9.87 ©.26 2.76 1.31 2.44 1.0 -1.51 9.9 0.0 ©.00 ©0.00

-9.75 ©.26 3.9 0.66 3.11 0.12

-2.39 9.9 0.0 0.0 ©0.00
-2.47 9.9 0.0 ©.00 ©0.00
-2.32 .2 0.0 ©.00 ©0.00
-2.52 .90 9.0 9.0 ©0.00
-2.53 0.9 9.0 9.0 ©0.00
-2.17 9.2 9.0 9.0 ©.00

-9.71 ©.25 2.11 ©.53 2.88 0.87
-9.94 .25 2.36 1.18 2.66 9.88

-9.91 ©.23 2.61 1.29 2.82 0.11

-9.79 ©.23 2.51 1.49 3.03 0.12
-9.61 ©.18 2.85 1.45 2.70 0.47

-9.87 ©.21 3.82 1.61 2.25 1.490 -1.00 0.0 0.0 ©.00 ©0.00

-9.71 ©.29 2,98 2.91 1.91 1.63

-0.88 .2 0.0 ©.00 ©0.00
-1.93 .2 9.0 ©.00 ©0.00

-9.97 ©.33 2.56 1.90 2.38 1.56

-1.86 ©.37 3.64 2.42 1.90 0.60 -2.30 ©.0 0.9 0.0 ©0.00

-9.89 ©.40 0.0 0.00 1.14 0.32

-2.91 ©.2 0.9 9.0 ©0.00

-9.47 ©.00 ©.20 0.00 0.00 0.00 -3.28 €.0 0.9 0.0 0.00

AA# S O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SCl T*6@
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A1.3

The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

scale #TMS pred. topo.
12 2]
TM HELICES

motif bias: 2]
charge bias: e
charge difference: @
overall bias: e

AA# S OP TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SCl1 T*6@
1GUT@e.08 1.0 1.52 1.16 -1.44 ©.13 0.00 0.00 0.00 0.00 -3.00 0.0 0.0 ©0.00 ©.00
2AUT®O.30 1.03 1.19 1.18 -0.89 0.35 0.0 0.0 0.10 .89 -2.67 9.0 0.0 0.0 0.00
3AUB®.24 1.22 1.15 1.19 -90.91 .28 1.83 2.24 1.21 ©.97 -1.81 0.2 9.0 0.¢0 ©.60
4 NUB®@.21 1.43 1.11 1.14 -0.90 ©.23 2.76 1.31 2.44 1.00 -1.57 0.0 0.0 0.00 ©.00
5V UB®@.22 1.43 1.01 1.18 -9.79 ©.22 3.09 0.66 3.33 0.12 -2.45 0.0 0.0 ©0.00 ©.00
6VUB®.20 1.40 .94 1.20 -0.74 ©.19 2.55 0.48 3.29 ©.06 -2.54 9.© 9.0 0©0.00 ©.00
7 KUB®.14 1.51 1.19 1.21 -9.96 ©.15 2.75 .75 3.23 8.66 -2.42 9.0 0.0 0.0 0.00
8 KUU®.12 1.25 1.3 1.28 -0.92 ©.12 2.99 0.85 3.32 ©.07 -2.68 0.2 9.0 0.00 .00
9 LUU®.12 .90 ©.92 1.32 -0.80 ©.11 2.89 9.95 3.51 ©.08 -3.02 90.¢ 9.9 0©0.00 ©.00

16 AU U @.11 €.91 9.94 1.36 -0.83 9.11 3.22 1.3 3.69 2.10 -2.99 0.0 6.2 0.00 0.0
11 PUU @.10 1.91 1.16 1.31 -1.€6 ©.12 3.39 1.18 3.93 @.25 -2.74 0.0 0.0 0.00 0.0
12 KU U .21 9.91 1.16 1.29 -0.95 ©.24 3.35 2.53 3.71 ©.37 -2.71 0.0 0.0 0.00 0.00
13 v UU e.2e 0,87 1.21 1.23 -1.01 ©.24 2.93 1.41 3.49 0.65 -2.48 0.0 0.0 0.00 ©0.00
14 GU T 0.24 .95 1.35 1.11 -1.12 9.32 3.64 2.42 2.16 9.48 -2.57 0.0 6.0 0.00 6.00
15 KU T e.33 .77 1.23 1.20 -0.89 0.42 9.0 0.0 1.14 ©.32 -2.91 0.2 6.2 0.00 0.0
16 L UU R.0@ 90.72 .47 1.57 -0.47 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -3.28 0.0 0.0 0.00 0.00
Ah# S O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDE MBET DIG OBS SC1 T*6@
16 in/newl39. OO0
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A2

The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

pred. topo.

scale #TMS

12
TM HELICES

motif bias:

charge bias:

o

charge difference:

overall bias:

AA# S O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG 0BS SC1 T*6@

-1.87 8.17 ©.60 0.20 0.00 0.00 -3.10 0.0 0.0 0.00 0.ee

-9.67 9.03 9.00 9.90 1.68 0.03

l1KUU®.14 0.90 1.20 1.26
2 AUU ©.05 0.36 9.72 1.54
3AUUB.88 0.53 8.70 1.55
4 KUU@©.07 9.68 ©.91 1.44
5KUU®©.e8 1.3 1.5 1.29
6V UU .16 1.25 9.93 1.27
7V UB®.52 1.35 1.8 1.19
8 GUB®.83 1.34 1.26 1.89

-3.61 9.0 9.0 ©0.00 0.00
-3.41 0.0 0.0 ©.00 0.00
-3.24 9.0 0.0 ©.00 0.e0
-2.91 9.9 2.9 0.e90 0.00
-2.71 0.0 6.0 ©.00 0.ee
-2.58 0.0 0.0 ©0.00 0.00
-2.58 9.0 0.0 ©.00 0.ee
-2.73 9.9 2.9 0.e90 0.00

-9.63 8.5 4.26 1.20 3.26 0.06

-9.84 ©.97 4.2 1.1 4.35 0.08

-2.97 9.8 2.87 9.7@ 3.75 ©.06

-8.77 ©.15 2.80 ©.53 3.01 0.65

-9.56 ©.56 2.19 ©.54 2.89 0.97
-9.44 1.e4 2.44 ©.74 2.83 0.08

95 UH1.51 1.18 1.22 .89 @.29 1.84 2.57 9.52 2.84 09.09
1@ L UH1.69 ©.80 1.85 ©.72 ©.64 1.77 2.09 90.50 2.46 ©.12 -3.07 0.0 0.0 0.e0 0.00

11 AUH2.e4 0.91 ©.65 ©.41 1.39 1.33 1.67 9.61 2.52 ©.12

-2.97 9.0 0.0 ©.00 0.e0

12 SUHZ2.78 0.87 ©.66 ©.50 2.4 1.792 2.71 ©.43 1.68 0.10 -3.¢4 0.0 0.0 0©0.¢8 0.00
13 I UH2.91 ©.94 ©.52 ©.49 2.39 1.50 0.00 0.00 1.08 ©.€2 -3.84 0.0 0.0 0.2 0.0

14 ¥V UH 2.54 1.15 8.63 ©.55 1.91 1.61 0.00 0.900 ©0.00 0.00 -2.85 0.0 0.0 0.00 0.00
AA# S OP TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SCl T*6@
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A2.1

The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

pred. topo.

scale #TMS

12

TM HELICES

motif bias:

charge bias:

charge difference:

overall bias:

2]

AA# S O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SC1 T*6@

-1.44 9.13 9.90 0.90 0.00 0.00 -3.00 0.0 2.0 0.00 0.90

-9.89 9.10 0.00 0.00 0.78 90.01

1GUT®9.08 1.00 1.52 1.16
2 AUU Q.10 .69 9.99 1.37
3AUU®9.12 9.78 ©.91 1.39
4 KUU®©.14 1.93 9.98 1.38
5KUB®.13 1.29 1.8 1.21
6V UB®.13 1.46 9.92 1.18
7Y UB .25 1.47 1.03 1.14
8 GUB®.43 1.56 1.21 1.16
9 KUB®@.75 1.32 1.21 1.14

-3.29 9.0 0.9 0.90 ©0.00

-9.79 ©.11 2.29 9.83 1.66 9.92 -3.21 9.0 2.0 0.00 0.90

-9.85 .13 2.57 9.36 2.31 9.4
-9.95 8.15 1.99 1.37 2.27 9.65

-2.93 9.0 0.0 0.00 0.00

-2.66 9.0 0.0 0.00 0.00

-2.48 9.0 0.0 ©.00 0.00

-8.79 8.12 2.20 1.19 2.09 9.06

-2.46 9.0 0.0 0.00 ©0.00

-9.78 ©.26 2.11 1.18 2.25 9.8

-9.78 ©.52 2.35 1.8 2.45 9.10 -2.34 0.0 6.0 ©0.00 0.e0

-9.46 ©.90 2.60 1.85 2.92 9.13

-2.55 9.0 8.9 0.00 0.e0

-2.81 9.9 0.9 ©.00 ©0.e0

16 L UH 1.99 1.03 ©.97 1.06 ©.12 1.06 3.€9 1.63 3.49 0.16
11 L UH 1.11 ©.87 ©.88 ©.84 ©.23 0.97 3.47 1.85 3.97 0.19
12 AUB1.11 1.14 1.88 9.63 ©.62 1.20 3.66 2.41 4.36 0.22
13 KUH 1.34 1.18 1.9 98.69 ©.26 1.46 3.91 1.45 2.99 0.15
14 ¥ U B ©.99 1.34 ©.94 0.96 ©.€5 0.93 0.0 0.00 1.57 0.67

15 L UB 9.9 1.47 ©.61 1.36
AA# S O P TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SCl1 T*6@

-2.94 9.9 0.0 0.00 ©.e0

-2.64 9.9 0.0 0.00 ©.e0

-2.67 9.9 2.0 0.00 ©.e0

-2.59 9.9 2.0 0.00 ©.e0

-9.52 £.65 0.2 0.9 .00 9.0 -2.53 0.0 2.0 0.00 0.ee

JOOX
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A2.2

The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

scale #TMS  pred. topo.
12 2}
TM HELICES

motif bias: e
charge bias: =]
charge difference: @
overall bias: e

AA# S OP TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SCl1 T*6@
1GUTO®O.08 L.ed 1.52 1.16 -1.44 ©.13 0.00 0.00 .00 0.00 -3.00 0.0 0.0 0.0 0.00
2AUUB.10 9,69 ©.99 1.37 -0.89 0.1 0.0 0.00 .78 ©,01 -3.29 0.0 0.2 0.00 0.00
3AUU .12 0.78 ©.91 1.39 -0.79 0.11 2.29 0.83 1.66 .92 -3.21 9.0 0.0 0.0 0.00
4 KUU ©.10 0.95 9.98 1.38 -0.88 0.10 2.57 ©.36 2.31 0.84 -3.01 9.9 0.0 0.0 0.00
EKUUe. 10 1.14 1.99 1.24 -9.99 .19 1.99 1.37 2.26 9.05 -2.81 2.9 9.9 0.00 0.00
6V UB®.09 1.27 .94 1.25 -0.85 0.98 2.14 1.35 2.07 ©.07 -2.66 0.0 0.0 0.00 0.00
7VUB®©.13 1.26 1.91 1.24 -9.88 ©.14 2.06 1.35 2.19 9.09 -2.65 0.0 0.0 0.00 0.0
8GUB®©.28 1.39 1.15 1.24 -0.87 ©.32 2.22 2.00 2.35 9.12 -2.49 0.0 0.0 0.00 0.00
9 KUU®.38 1.24 1.12 1.24 -8.74 ©.42 2.47 2.85 2.77 ©.15 -2.61 0.0 0.0 0.00 .00

1L UU .48 1.9 1.&4 1.11 -0.56 ©.49 2.91 1.79 3.28 ©.19 -2.71 0.0 0.9 0.00 0.00
11 AU B ®.51 1.8 1.91 1.3 -0.50 .51 3.22 2.10 3.67 ©.23 -2.69 0.0 0.0 0.00 .00
12 AU B ®.52 1.36 1.33 ©.92 -0.81 9.69 3.34 2.73 3.95 ©.28 -2.35 0.0 0.0 0.00 .00
13 KU B 9.63 1.36 1.21 ©.99 -0.58 9.76 3.48 1.81 2.67 ©.20 -2.43 0.0 0.9 0.00 0.00
14 ¥ U B 2.37 1.52 1.83 1.12 -0.66 ©.39 0.0 .00 1.38 .11 -2.37 2.0 8.9 0.00 0.0
15 L U B ©.09 1.47 9.61 1.36 -0.52 9.85 0.00 ©0.00 0.00 0.00 -2.53 0.0 0.0 0.00 .00
AA# S OP TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SC1 T*6@
15 in/newld2. KKK
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A2.3

The Secondary Structure Prediction Results

PREDICTED TM HELICES + TOPOLOGY PREDICTION

pred. topo.

#TMS

scale

12
TM HELICES

motif bias:

charge bias:

charge difference:

overall bias:

e

AA# S OP TMH BET TUR UND H-T H*T MOMA MOMB INDA INDB MBET DIG OBS SC1 T*6@

-3.60 9.0 0.0 ©.00 0.00
-3.22 9.0 0.0 ©.00 ©0.00
-3.11 9.0 9.0 ©.€8 0.00
-2.87 9.0 0.0 ©0.00 ©0.00

-1.44 9.13 ©.00 0.00 2.0 0.8
-9.92 0.11 ©.00 0.00 .70 0.02

-0.80 9.18 2.02 1.25 1.47 @.e3

lGUT®o.es8 1.08 1.52 1.16
2 AUU®O.11 0.76 1.€3 1.35
3AU0UU .18 0.86 9.98 1.34
4 KUU®©.17 1.9 1.18 1.26
SNUBw®.16 1.33 1.24 1.12
6V UB®.15 1.45 1.5 1.13
7V UB®©.18 1.54 1.3 1.18
8 GUB®.21 1.54 9.96 1.24
9L UB®.19 1.33 1.16 1.23
1o KUU ®©.21 1.9 1.03 1.21
11 AUU .19 1.11 1.14 1.19
12 AU U ©.2e 9.88 1.13 1.2
13 KU U@©.21 ©.83 1.16 1.29
14V UUe.12 9.7 1.13 1.32
15AU0UU@©.13 0.79 0.85 1.39

-1.01 9.20 2.26 0.67 2.06 0.4

-l1.88 9.20 1.67 ©.48 1.56 ©.20 -2.46 ©.€ 8.0 0.00 0.00

-0.9¢ 0.15 @.65 1.88 1.82 ©.34

-2.21 9.0 0.0 ©.00 ©.00

-9.85 0.18 ©.72 1.99 ©.49 ©.50 -1.96 ©.€ 8.0 0.00 ©.00

-9.75 9.20 9.26 1.19 9.41 9.54
-9.97 0.22 ©.45 1.43 ©.53 ©.53

-1.92 9.0 9.0 ©.00 ©0.00
-2.14 9.0 0.0 ©.00 0.00
-2.12 9.0 0.0 ©0.00 0.00
-2.06 9.0 0.0 ©.00 Q.00
-2.23 9.0 0.0 ©0.00 ©0.00
-2.70 9.0 9.0 0.0 0.00
-3.11 9.0 0.0 ©.00 ©.00

-9.82 9.21 1.37 9.74 1.01 ©.79
-9.95 9.21 2.23 1.80 1.62 ©.33
-9.93 0.23 2.49 1.86 2.46 ©.89

-0.95 0.25 3.87 2.17 1.91 @.46

-1.01 9.14 ©.00 0.0 1.19 ©.19

-9.73 9.11 9.00 0.90 ©.00 9.0 -3.21 ©9.¢ 8.0 0.00 0.00
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