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RESUMO

Os estudos elaborados para conclusdo dessa tese tiveram por objetivo avaliar os
efeitos bioativos dos peptideos sintéticos produzidos a partir dos estudos
comparativos de atividade bactericida e leishmanicida de uma espécie de serpente
Bothrops atrox e avalicdo de peptideos bioativos com propriedades antioxidantes
isolados, caracterizados e sintetizados a partir do veneno da serpente B. moojeni,
encontrada na regido do Delta do Parnaiba entre os estados do Piaui e Maranhao.
No total do estudo, foram sintetizados 4 peptideos (BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-
Phel, BatxC(C-2.15Phe) e BmT-2) com determinagdo das suas estruturas e
composicdo quimica-fisica por técnicas hifenadas e in silico. Os trés primeiros
peptideos foram avaliados sua citotoxidade, com ensaios em macréfagos de
linhagem J774 e queratindcitos humanos (HaCat) com CCso (1,60 a 34,07 uM). Os
estudos em Leishmania (L.) amazonensis avaliaram a capacidade do peptideo
causar dano celular em promastigotas, através dos ensaios por Sitox Green® e por
Microscopia de Forca Atbmica (MFA), determinar a Concentracdo Minima Inibitoria
(CIM) em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (0,48 a 7,75 uM) e as
concentracbes capazes de destruir amastigotas interiorizadas em macréfagos de
BALB/c (0,23 a 1,94 uM). O quarto peptideo, a primeira triptofilina identificada em
veneno de serpente tiveram o0s ensaios antioxidantes testados para células
nervosas Neuro2a e SK-N-BE(2). Ensaios de citotoxicidade em neuroblastoma SK-
N-BE(2) e eritr6cito humano (RBCs)/O+) com significancia de p<0,05, e avaliado
sua capacidade antioxidante para os ensaios de ABTS, ORAC e dano ao DNA, com
resultado expressivo em 4.000 ppm. O estresse oxidativo foi avaliado através dos
ensaios in vitro do Nrf2 e SOD2 e citometria de fluxo nas concentracdes de 50 e
100 uM o peptideo BmT-2 apresentando atividade com p<0,05. O presente trabalho
obteve resultados significativos, demonstrando a eficacia desses peptideos quanto

sua capacidade microbicida e neuroprotetora.

Palavra-chave: Bothrops, Peptideo-antimicrobiano, Veneno, Antioxidante,

Neuroprotetor.
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ABSTRACT

The studies developed to conclude this thesis, aimed to evaluate the bioactive
effects of synthetic peptides produced from comparative studies of bactericidal and
leishmanicidal activity of a species of Bothrops atrox snake and evaluation of
bioactive peptides with antioxidant properties isolated, characterized and
synthesized at from the venom of the snake B. moojeni, found in the Delta do
Parnaiba region between the states of Piaui and Maranh&o. In the total of the study,
4 peptides (BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phel, BatxC(C-2.15Phe) and BmT-2)
were synthesized, determining their structures and chemical-physical composition
by hyphenated and in silico techniques. The first three peptides were evaluated for
their cytotoxicity, with assays in J774 lineage Macrophages and Human
Keratinocytes (HaCat) with CCso (1.60 to 34.07 uM).The studies in Leishmania (L)
amazonensis evaluated the peptides ability to cause cellular damage in
promastigotes, through Sitox Green and Atomic Force Microscopy (AFM) assays,
to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) in Gram-negative and
Gram-positive bacteria (0.48 to 7.75 uM) and the concentrations capable of to
destroy amastigotes internalized in BALB/c macrophages (0.23 to 1.94 uM).The
fourth peptide, the first tryptophyllin identified in snake venom, had the antioxidant
assays tested for Neuro2a and SK-N- BE(2) nerve cells. Cytotoxicity assays in
neurobastoma SK-N-BE(2) and human erythrocyte (RBCs)/O+) with a significance
of p<0.05, and evaluated its antioxidant capacity for ABTS, ORAC and DNA damage
assays, with an expressive result at 4000 ppm. Oxidative stress was evaluated
through in vitro assays of Nrf2 and SOD2 and flow cytometry at concentrations of
50 and 100 pM the peptide BmT-2 showing actividy with p<0.05. The present work
obtained significant results, demonstrating the effectiveness of these peptides in

terms of their microbicidal and neuroprotective capacity.

Keywords: Bothrops,  Antimicrobial  peptides, Venom, Antioxidants,
Neuroprotective.
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INTRODUCAO GERAL

O uso da ligacdo quimica no campo de peptideos bioativos abriram varias
oportunidades para expandir as aplicacbes de peptideos/proteinas em ciéncias
biolégicas!. Através da bioprospeccédo de moléculas bioativas, os produtos naturais
desempenham um papel relevante no desenvolvimento de produtos farmacéuticos
e outros bioprodutos, devido a diversidade estrutural e funcional presentes em
diversas substancias encontradas através dos estudos da fauna e flora espalhadas
pelos ecossistemas terrestres, contribuindo para a descoberta de importantes

moléculas de interesse a satde humana?.

Desde suas origens na sintese de horménios naturais enddgenos, a
inovagao na ciéncia dos peptideos continua a moldar a pratica da quimica sintética
e analitica, devido aos desafios inerentes a montagem dessas moléculas
multifuncionais e suas aplicacdes abundantes em varios campos do conhecimento,
incluindo medicina, ciéncia de materiais, catalise e nanotecnologia®. Nas Ultimas
décadas, inumeras aplicacdes de tais transformac¢fes quimicas nos campos da
quimica medicinal e quimica de peptideos vem sendo relatadas, empregando
abordagens pré-farmaco para melhorar as propriedades fisico-quimicas de

candidatos a farmacos?.

Inimeros estudos apontam para a importancia da prospecc¢ao e isolamento
de novas moléculas de interesse ao combate a doencas infecciosas, adjunto a
producdo e desenvolvimento tecnolégico e a conservacdo da biodiversidade
explorada®f. Segundo o Centro para Controle e Prevencdo de Doencas —
CDC/Estados Unidos da América (EUA), as ameacas a saude causadas por
infeccbes de microrganismos resistentes a antibidticos e a varios agentes
germicidas vém atingindo altos indices. Estima-se que anualmente, pelo menos
dois milhdes de pessoas desenvolvem doencgas relacionadas as infec¢des e 23.000

mortes sdo causadas por bactérias resistentes aos antibiéticos nos EUA”.

Muitos microrganismos tém desenvolvido resisténcia tanto contra os ja bem
estabelecidos antibidticos de uso convencional quanto contra os antibiéticos de

ultima geracdo®. Uma importante ferramenta no combate a esses microrganismos,



sdo os peptideos antimicrobianos (PAMs). Foram estabelecidos a tempos como
poderosos componentes do sistema imune inato de muitos organismos. Devido ao
seu amplo espectro de atividade e ao improvavel desenvolvimento de resisténcia
do hospedeiro contra eles, os PAMs séo fortes candidatos ao controle de patégenos
microbianos patogénicos resistentes a drogas. Os PAMs sdo moléculas que
causam morte celular através de varios mecanismos independentes ou
cooperativos envolvendo lise de membrana, atividade ndo litica e/ou mecanismos

intracelulares®.

Defensinas e catelicidinas compreendem as principais familias de peptideos
disruptivos de membrana em vertebrados. A interagdo eletrostatica entre
aglomerados de residuos catibnicos da defensina e grupos fosfolipideos
carregados negativamente pode formar poros na membrana bacteriana que
destroem a integridade da membrana, promovendo o rompimento membranoso dos

microbios-alvolO,

A familia das temporinas-SHd, peptideo de estrutura de 8 a 17 residuos de
aminoacidos, apresentam um grande espectro no controle antimicrobiano. Este
peptideo apresentou potentes atividades antibacterianas contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistentes a
multiplos farmacos, bem como atividade antiparasitaria contra o promastigota e o
estagio intracelular (amastigota) de Leishmania infantum!!. A identificacdo e
caracterizacdo desses PAMs ao longo do tempo, vem demonstrando uma
excelente alternativa para a formulacdo de possiveis farmacos de interesse a
saude. A potencialidade dos PAMs é observada em varios experimentos quanto
sua eficiéncia no controle de microrganismos. A dermaseptina 01 um potente
peptideo leishmanicida, foi extraida da secrecdo produzida pela Phyllomedusa
nordestina, perereca também distribuida na regido do Delta do Parnaiba'?3,

Em outro trabalho com extracdo de peptideos antimicrobianos em anfibios
com atividade antileishmania, isolou uma nova molécula, pertencente a familia das
ocelatinas, a partir da secrecdo da pele de Leptodactylus pustulatust4. Os estudos
com secrecdes da pele dos anfibios, vem possibilitando a descoberta de uma
variedade de novas moléculas com atividades antimicrobianas, a filosseptina

isolada da secrecao cutanea das ras brasileiras Phyllomedusa hypochondrialis e



Phyllomedusa oreades, também apresentam atividade contra protozoarios da

familia dos Trypasomatidae, Trypanosoma cruzit®.

Os répteis também exercem um papel importante, a partir de seu veneno
podemos isolar peptideos antimicrobianos. A desintegrina isolada do veneno de
Ceraste ceraste, encontrada nos desertos e semidesertos do Norte Africano, exibe

atividade antiparasitaria em promastigotas de Leishmania infantum?®.

Os polipeptideos da peconha de Bothrops atrox demonstraram grande
potencial como antiprotozoarios. A batroxicididina (BatxC) um PAM relacionado a
catelicidina, promovem atividade ndo sé contra Trypanosoma cruzi, mas também
contra os tripanossomas africanos e parasitas do género Leishmanial’. Em salde
publica, os PAMs vém demonstrando ser uma fonte alternativa no combate aos
microrganismos, as doencas negligenciadas causadas por agentes infecciosos sao
consideradas endémicas em populagdes de baixa renda e possuem um volume de
investimentos aquém das expectativas e necessidades o que dificulta a pesquisa e

o desenvolvimento de novos farmacos desse espectro.

Para além dos estudos jA bem caracterizados relacionados as atividades
microbicidas dos peptideos encontrados em espécies de anfibios e serpentes, outro
campo promissor de interesse na descoberta de moléculas bioativas, sdo os

peptideos de baixo peso molecular, com atividade antioxidante.

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de
compostos oxidantes e a atuacao dos sistemas de defesa antioxidante enzimatico
(superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e ndo enziméatico de
origem enddgena ou dietética (licopeno, carotenoides e acido ascorbico), onde a
geracdo de radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais resultante do
metabolismo de oxigénio e/ou nitrogénio (EROs e ERN) sdo captados e

neutralizados, impedindo os possiveis danos celulares?'®.

Em doencas neurodegenerativas, essas espécies reativas de oxigénio
(EROs) estdo associadas a mecanismos de disfuncdo celular neural. Estudos
apontam que para essas doencas, 0 estresse oxidativo € uma parte essencial do
processo patoldgico, como na doenca de Alzheimer (DA) onde, disturbio
mitocondrial com 0 aumento dos niveis de metais, inflamagao e peptideo B-amildide

(AB), promovem a deposicao de AP, hiperfosforilagao de tau e a subsequente perda
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de sinapses e neurdnios!®. Outros exemplos sdo as doencas de Parkinson e
Huntington, que estao diretamente associadas ao seu desenvolvimento atraves da
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), neuroinflamacéo, disfuncao
mitocondrial e agregacgdo proteica aberrante?%?1. Atualmente no mundo, inimeros
paises vem demonstrando o0 aumento da incidéncia de doencas
neurodegenerativas conforme o aumento da perspectiva de vida de seus
habitantes, estima-se que a doenca de Alzheimer (DA) afeta 36 milhdes de pessoas
espalhadas pelo mundo??, bem como a doenca de Parkinson (DP), com
aproximadamente 6 milhdes de pessoas?®. S6 nos Estados Unidos, por exemplo, a
doenca de Alzheimer (DA) afeta aproximadamente 4,5 milhées de americanos, com
projecao de aumentar para 11 e para 16 milhdes até 2050; A doenca de Parkinson
(DP) aflige aproximadamente um milhdo de pessoas nos Estados Unidos, 60.000
novos casos sao diagnosticados a cada ano, e sua incidéncia € projetada para

quadruplicar até 204024,

Os peptideos e proteinas com atividade antioxidante encontrados nos
venenos dos animais, podem ser uma alternativa para tentar combater o estresse
desencadeado por ERO e ERN em niveis celulares. Em abelhas Apis cerana, a
proteina vitelogenina (Vg) desempenham papé€is importantes, testes in vitro,
demonstraram que o AcVg esté envolvido na imunidade inata na infeccdo e em um
sistema de defesa contra ERO, apoiando um papel crucial do Vg de abelha como

agente antimicrobiano e antioxidante produzido no corpo e no veneno?>.

Em anfibios, diversos trabalhos apontam para a importancia desses
peptideos antioxidantes metabolizados principalmente na transicdo do meio
aguatico para o ambiente terrestre, onde a exposicdo ao ar atmosférico e raio
ultravioleta B (UVB), acarreta na producédo dessas moléculas antioxidantes?62’. Em
serpentes, esses peptideos e proteinas sdo pouco relatados, pois geralmente em
trabalhos cientificos, exceto os peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs) bem
consagrados no campo da pesquisa e 0s antimicrobianos, suas moléculas estao
mais associadas a alguma desordem celular, comprometendo o funcionamento do

organismo em contato.

O veneno desses animais, sdo fontes de biomoléculas que merecem nossa

atencao, a Alternagina-C (ALT-C) uma proteina isolada do veneno da serpente


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/innate-immune-system

Rhinocerophis alternatus, apresentou resultados interessantes num estudo in vivo,
onde foi capaz de aumentar as atividades de enzimas antioxidantes hepaticas,
como superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase,
diminuindo o dano oxidativo basal aos lipidios e proteinas no figado dos peixes da
espécie Hoplias malabaricus?®. Outro exemplo e de grande importancia para o
estudo devido sua distribuicdo espacial, sdo as serpentes do género Bothrops sp.,
a espécie B. jararaca bem como a Bothrops moojeni, sdo encontradas em matas
de galeria, matas ciliares além de areas abertas adjacentes e umidas, encontram-

se distribuidas por paises como o Brasil, Paraguai e Argentina.

Um peptideo de baixo peso molecular (LMWF) isolado de uma fracao do
veneno de uma B. jararaca in vitro, foi capaz de conferir capacidade neuroprotetora
em células do hipocampo, quando induzidos ao estresse oxidativo por peroxido de
hidrogénio (H202), demonstrando que o LMWF reduz as expressdes de
argininosuccinato sintase (AsS) e superoxido dismutase (SOD1), sugerindo que
essa fracdo promove neuroprotecao e a viabilidade das células de hipocampo por

atenuacédo do estresse oxidativo®°,

InUmeras espécies de serpentes sdo encontradas espalhadas pelo territério
nacional, a regido do Delta do Parnaiba € uma delas, a regido é caracterizada como
um arquipélago localizado no encontro das aguas do Rio Parnaiba com o Oceano
Atlantico, entre o litoral do Piaui e do Maranh&do. Ao todo, o Delta é formado por
mais de 70 ilhas, que ocupam um espaco de cerca de 2.700 km?, correspondente
a cidade de Parnaiba, no Piaui, sendo cerca de 80 % do territorio alocado em solo
maranhense?! (Figura 1A). Do ponto de vista geomorfolégico é uma area dinamica
e, sob a Otica ecologica se caracteriza pela presenca de endemismos e alta
biodiversidade com vegetacdo e fauna exuberante®?, onde é possivel encontrar

espécies de serpentes como a B. moojeni (Figura 1B).



Figura 1. (A) Imagem da Regido do Delta do Parnaiba, em (B) espécie de B.
moojeni.

Assim sendo, o estudo de moléculas como as catelicidinas e a triptofilina
BmT-2 (FPWLLS-NH2) identificado no veneno da Bothrops moojeni proveniente da
regido do Delta do Parnaiba, entre os Estados do Piaui e Maranh&o, pode ser uma
alternativa viavel para a caracterizacdo de novas biomoléculas de interesse a
saude, visto que seu veneno € potencialmente rico em macromoléculas. A
caracterizacdo e o isolamento dessas moléculas com capacidade antiparasitaria
e/ou neuroprotetora, € de suma importancia para a prospeccao de novos farmacos,
tornando-se uma alternativa no combate a microrganismos patogénicos a saude

humana como para doengas neurodegenerativas.



OBJETIVO GERAL

Sintetizar, purificar e caracterizar peptideos bioativos identificados nos venenos de
Botrhops atrox e Botrhops moojeni assim como determinar espectro de atividade

antibacteriana, antileishmania e efeitos antioxidante.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Sintetizar, purificar e caracterizar peptideos encontrados em serpentes
Botrhops atrox e Botrhops moojeni;

e Avaliar atividade bacteriana contra estirpes gram-negativas e gram-positivas;

e Realizar ensaios antiparasitarios contra formas promastigota e amastigota de
Leishmania (L.) amazonensis;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos peptideos sintéticos em culturas celulares;

e Determinar os efeitos causados pelos peptideos por técnicas avancadas de
microscopia de forga atdbmica (MFA);

e Avaliar os efeitos antioxidantes in vitro para ABTS, ORAC e protecdo a quebra
do DNA,;

e Apontar as interacfes eletrostaticas por técnica de dinamica molecular com
campo reativo;

¢ Realizar ensaios antioxidantes, em células SK-N-BE(2) por Citometria de Fluxo

e quantificar a expressao da via NRF2 e SOD(2) em Neuro2a.
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RESUMO

Venenos de serpentes sdo importantes fontes de moléculas bioativas, incluindo
aquelas com atividades antiparasitarias. As catelicidinas sdo uma classe de
peptideos bioativos que sdo produzidas por uma variedade de organismos. A
batroxicidina (BatxC) € uma catelicidina encontrada no veneno (Bothrops atrox). No
presente trabalho, BatxC e dois analogos sintéticos, BatxC(C-2.15Phe) e BatxC(C-
2.14Phe)des-Phel foram avaliados quanto a sua atividade microbicida. Todos os
trés peptideos mostraram uma atividade de amplo espectro sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, bem como formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis. Os dados de CD e NMR indicaram que 0s
trés peptideos mudaram sua estrutura apés interagdo com membranas, formando
estrutura em a-hélice. Estudos com modelos de membrana biomimética
demonstraram que os peptideos exercem um efeito de permeabilizacdo em
membranas procariéticas levando a deformacédo da morfologia celular, o que foi
confirmado por microscopia de forca atbmica (MFA). As moléculas consideradas
neste trabalho exibiram atividade bactericida e leishmanicida em baixas
concentracbes, com os dados de MFA sugerindo a formagdo de poros na
membrana como mecanismo de acdo. Esses peptideos sdo valiosos protétipos de
drogas a serem investigados e eventualmente usados para tratar infeccdes

bacterianas e protozoérias.

Palavras-chave: Peptideos Antimicrobianos, serpentes, atividade antileishmania,

extrusao em membrana.
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1. INTRODUCAO

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sédo conhecidos pela grande importancia
na natureza como uma das primeiras linhas de defesa imune inata de alguns
animais33, apresentam caracteristicas como potencial terapéutico de combate a
virus, fungos, parasitas, bactérias entre outros microorganismos34. Para além de
mastoécitos, neutroéfilos, e outras células fagocitarias leucocitarias, os PAMs, em
especial os catidnicos, sdo protagonistas na linha de frente contra patégenos
exercendo um papel essencial no auxilio a fagocitose e atividade imunomodulatéria
como modulacdo da producdo de citocinas®. Provaveis mecanismos de acdo
desses peptideos, como a ruptura da membrana do patégeno por diversos modos

” o«

como nos modelos “carpet-like”, “toroida

barrel-stave” e até a inibicdo do DNA e

de funcgdes proteicas®® contribuem no controle de micro-organismos invasores.

A busca por esses PAMs vem sendo cada vez mais ampliada e atualmente
séo conhecidas mais de 5.000 biomoléculas destas classes incluindo naturais e/ou
sintéticas®’. Alguns PAMs apresentam atividade contra bactérias gram-negativas,
gram-positivas e estirpes multirresistentes (MR), o que demonstra seu potencial

para substituir os antibiéticos convencionais38-39,

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) vem alertando para a necessidade
da producdo de novos farmacos para combater as bactérias que atualmente
apresentam resisténcia aos antibidticos. Essa preocupacdo € principalmente
relacionada a bactérias multirresistentes especificas, incluindo Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e uma diversidade de Enterobacteriaceae
(Klebsiella spp., Escherichia coli, Serratia spp. e Proteus spp.), que atualmente

representam uma séria ameaca nos hospitais e entre os pacientes em geral“.

A catelicidina LL-37, € um dos principais PAMs encontrado em humanos nos
fluidos biolégicos como suor e saliva, sendo um peptideo helicoidal anfipatico, com
37 residuos de aminoécidos exibindo um amplo espectro de atividade*!. A familia
de peptideo de catelicidina é composta por moléculas com a mesma sequéncia que
a proteina catelina no dominio N-terminal e sequéncia C-terminal variavel, podendo

ser caracterizado de acordo com sua a atividade antimicrobiana®?. Sua estrutura
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secundaria, varia de folhas-B com pontes dissulfeto intramoleculares a a-hélices

anfipaticas com afinidade por membranas bacterianas carregadas negativamente.

Quando peptideos e membranas bacterianas interagem, o efeito
antimicrobiano é muitas vezes imediato, lisando a membrana através de varios
mecanismos de permeabilizacdo da membrana®®. Inlmeras moléculas com essas
caracteristicas sdo descritas em diversos estudos*, sendo répteis*®4® e
anfibios*”8 excelentes representantes na natureza como fonte de biomoléculas
com essa finalidade. As catelicidinas apresentam atividades antibacteriana contra
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa, sendo para todas as estirpes, os valores
apresentados em torno de 30 pug/mL para concentracdo minima inibitéria (CIM)4°.
Além disso, outros estudos indicam que as catelididinas séo eficientes no controle

antiviral e atividade antiiflamatdria®°.

A leishmaniose € uma importante doenca parasitaria negligenciada que
ocorre em todo o mundo com uma prevaléncia de 12 milhdes de casos. Com isso
estima-se que mais de 350 milhdes de pessoas vivem em areas risco de
transmissdo®!. Existem poucas opcdes para tratar pacientes com leishmaniose; 0s
antimoniais pentavalentes sdo o farmaco de primeira classe empregado para tratar
todas as formas clinicas de leishmaniose. Por causa dos efeitos colaterais graves
associados ao tratamento com o antimonial pentavalente®2, muitos esforgos tém
sido feitos para desenvolver intervencfes farmacoldgicas alternativas, incluindo o
uso de peptideos. Os efeitos especificos das catelicidinas na leishmaniose tém sido
mal descritas; no entanto, este grupo de peptideos esta implicado na defesa do
hospedeiro contra Leishmania®®. Por exemplo, LL-37 recombinante humano
(hrLL37) elimina as formas promastigotas e amastigotas de Leishmania aethiopica
e Leishmania major induzindo apoptose do parasita®®.

Os estudos mencionados ressaltam a versatilidade das catelicidinas em
termos de atividade e fonte bioldgica. Aléem disso, a bioatividade de muitos
peptideos desta familia permanece em grande parte inexplorado. Por exemplo,
poucos estudos tém investigou a atividade das catelicidinas de venenos de
serpentes, que podem conter peptideos promissores. Este é o caso do batroxicidina

(BatxC), a catelicidina encontrada na glandula de veneno de Bothrops atrox, que
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demonstrou eliminar todos as formas de desenvolvimento do Trypanosoma cruzi
com alta seletividade!’. Até onde sabemos, néo ha relato sobre a possivel atividade

leishmanicida de BatxC.

Neste estudo, a atividade antibacteriana de BatxC e dois analogos sintéticos,
BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC-(C-2.15Phe), foi avaliada contra E. coli, P.
aeruginosa, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, incluindo isolados
multirresistentes (MDR). Além disso, o efeito leishmanicida contra Leishmania
(Leishmania) amazonensis também foi avaliada em promastigotas e formas
intracelulares amastigotas. Apds esses experimentos, o0 mecanismo de acdo dos
peptideos foi inferido através de microscopia de for¢ca atdmica (MFA) e modelos
miméticos de membrana, usando dicroismo circular (CD) e fluorescéncia e
ressonancia magnética nuclear (RMN) para entender melhor sua interacdo com a
superficie celular. A citotoxicidade contra duas linhagens celulares de mamiferos

também foi avaliada para inferir o potencial de seletividade terapéutica.

2. SECAO EXPERIMENTAL

2.1. Sintese e Caracterizacao

Sintese peptidica. Os peptideos utilizados nos ensaios neste trabalho
foram BatxC (KRFKKFFKKLKNSVKKRVKKFFRKPRVIGVTFPF-NH2; massa

molecular = 4.257,41 kDa), BatxC(C-2.14Phe)des-Phel
(KRFKKFFKKLKNSVKKRVKFFFRKPRVIGVTFP-NH2;  massa molecular =
4.128,65 kDa) e BatxC-(C-2.15Phe)

(KRFKKFFKKLKNSVKKRVKFFFRKPRVIGVTFPF-NH2; massa molecular =
4.275,76 kDa) todos sintetizados pelo método de sintese em fase sélida (SPPS)
FMOC/tBu, utilizando resina Rink Amide (Sigma) 0,7 mmol/g e DIC/Oxima®®¢. Os
peptideos sintetizados foram purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) numa coluna Cis de fase reversa (25020 mm I.D., 15 pum, Shim-Pack
PREP-ODS). Para confirmar a presenca das moléculas purificadas (ANEXO 1), com
analise de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF Ultraflex 11l Extreme Bruker

Daltonic no modo refletor, positivo (ANEXO II).
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BatxC e analogos, designer dos peptideos e alinhamento da sequéncia.
O portal de recursos de bioinformatica EXPASy (www.expasy.org/tools),
hospedando 0 software FASTAS (versdo 3 do EBI,
https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/), foi acessado para pesquisar peptideos
semelhantes a BatxC em todos os bancos de dados de proteinas disponiveis
(FIGURA 2). Depois, o os resultados foram enviados para Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para alinhamento de mdltiplas
sequéncias. Ambas as sequéncias sintéticas sdo exibidas na FIGURA 2. Todos os
peptideos sintéticos nomes foram dados de acordo com a Comissdo Conjunta
IUPAC-IUB sobre Regras de Nomenclatura Bioguimica®’.

Previsdo de caracteristicas fisico-quimicas in silico. Os parametros fisico-
quimicos dos peptideos foram calculados usando o programa ProtParam tool
(https://web.expasy.org/protparam/). A hidrofobicidade média ((H)) foi calculada
usando a escala de hidrofobicidade de consenso de Eisenberg e Weiss®®. O
programa HeliQuest (https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/) foi utilizado para calcular os
momentos hidrofébicos (uH) e as projecGes das rodas helicoidais®. As previsdes
do modelo estrutural tridimensional de peptideos maduros foram geradas usando
PEP-FOLD 3.5 para representar a estrutura 3D%°.

2.2. Ensaios de atividade antibacteriana

Determinacado da Concentracdo Minima Inibitoria. Para medir a atividade
antibacteriana, os peptideos foram testados contra cepas de referéncia, duas
Gram-positivas (S. aureus ATCC 29213 e E. faecalis ATCC 29212) e duas bactérias
Gram-negativas (E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853). Além disso,
eles também foram testados contra isolado clinico Sal MDR (um S. aureus
resistente a meticilina, MRSA), Pal (uma P. aeruginosa MDR) e EC1 (uma E. coli
MDR). Os CIM foram determinados pela técnica de microdiluicdo em caldo,
seguindo a Protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute®:. Estoque
solugdes de 10 mg/mL em agua foram diluidas em série em Caldo Mueller-Hinton
(MHB2, Sigma-Aldrich) para alcancar as concentracdes variando de 0,5 a 512
pg/mL. Um indculo bacteriano foi preparado em MHB2 e padronizado para obter
uma concentragdo de 5x10° UFC/mL. O CIM foi definido como a concentragdo mais

baixa do composto que inibiu o crescimento visivel.
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2.3. Atividade Antileishmania e Integridade da membrana

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) a
2x10° promastigotas/poco foram incubados em placas de cultura de 96 pocos em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativos, 0,25 mM
HEPES, estreptomicina 10 ug/mL, penicilina 100 Ul/mL, 1% de aminoacidos nao
essenciais, 1% de vitaminas, 1% de piruvato e 1% 2-mercaptoetanol (R10) com
BatxC e os peptideos analogos em um faixa de 0 a 50 uM. Anfotericina B injetavel
(Crystalia Laboratory, Brasil) foi diluido em agua estéril, e foi utilizado como droga
padrao de controle na faixa de 0,001 a 100 ug/mL. O grupo controle negativo foi
cultivado apenas em meio e solucdo dos ensaios. Os parasitas foram incubados
durante 24 h a 25°C, lavados com 200 pL de cloreto de sédio 0,9% (v/v) trés vezes
com centrifugacédo a 1.200 g, 10 min a 4°C, seguido pela adicdo de MTT (3-(4,5-
brometo de dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, 10 mg/mL, Sigma-Aldrich, EUA).
Quatro horas depois, 50 uL de dodecil de sédio a 10% sulfato (SDS) foi adicionado
a cada poco. As placas foram incubadas por 18 h e lido em leitor de ELISA
(Promega, EUA) em 595 nm. A concentracao efetiva de 50% (ECso) foi estimada
usando Software Graph Pad Prism 5.0 (ANEXO V).

A fim de analisar a integridade da membrana celular de parasitas tratados
com BatxC e peptideos analogos, foi avaliado a coloracdo de &acido nucleico por
SYTOX Green® (Thermo Fisher, EUA). Formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis (2x10°® promastigotas/poco) foram incubados em placas de cultura de
96 pocos em R10 com o ECso das moléculas estudadas. Como controle positivo,
0s parasitas foram incubados com Triton X-100, que € um detergente aquoso ndo
idnico capaz de permeabilizar as membranas celulares, permitindo uma entrada
macica da sonda SYTOX Green® nas células. As placas foram lidas a cada 20 min,
durante 120 min. Outra leitura foi realizada em 24 h de incubacéao. As placas foram
lidas em uma fluorescéncia leitor (Promega, EUA) com filtro de emissao de 530 nm
e excitacdo a 490 nm.
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2.3. Infeccdo em macroéfago e tratamento

Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (5x10° macréfagos) foram
cultivados em R10 em laminulas redondas em placa de 24 pogos por 1 h e
infectados com L. (L.) amazonensis na proporc¢ao de 10 parasitas por 1 macréfago
peritoneal, a 35°C e 5% de CO2. Apds 24 h de cultura, BatxC nas concentracfes
(0,70, 0,47 e 0,23 uM), BatxC(C-2,14Phe)des-Phel (1,94, 0,97, e 0,48 uM), e
BatxC(C-2,15Phe) (0,93, 0,47 e 0,23 pM) foram adicionado em cada pogo (n=3).
Anfotericina B em ECso = 0,1 uM foi usado como controle positivo. As laminulas
redondas foram secas a temperatura ambiente, fixado em metanol e corado por

Giemsa. o indice infeccéo de infeccéo (ll) foi entdo estimado de acordo com:

Amastigotas Internalizadas

II = % Macrof: Infectados X
/o Macrofagos Infectados Total Macro6fagos

2.4. Anédlise da morfologia por microscopia de forca atbmica

Na andlise de MFA, os CIMs para cepas de E. coli ATCC 25922 e valores do
ECso para L. (L.) amazonensis foram usados. Durante as observagdes, o
concentracfes de peptideos utilizadas foram as seguintes: BatxC 0,47 uM contra
E. coli e BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 61,98 uM e BatxC(C 2.15Phe) a 59,81 uM
contra L. amazonensis. Para fixacdo, 2,5% de glutaraldeido foi usado em tampéao
Na-cacodilato 100 mM (pH 7,4). As células foram suspensas em laminulas
revestidas com poli-L-lisina (PLL) e deixadas secar por 60 minutos em temperatura
ambiente, com as placas cobertas para evitar a evaporacdo. Em seguida, as
amostras foram lavadas duas vezes: primeiro com solucao salina tamponada com
fosfato (PBS) e depois com agua (Sigma Pure agua), por 5 min cada, e seca a
temperatura ambiente até a analise. Os efeitos dos peptidicos nas células
promastigotas de leishmania foram observados em um microscopio TT-AFM (AFM
Workshop, EUA) em modo de contato intermitente (“vibragdo” ou “modo de toque”)
com sondas de silicio (ACT, AppNano) e uma frequéncia de ressonancia de cerca
de 300 kHz. As imagens foram analisadas com o software Gwyddion 2,47.

16



2.5. Estudos estruturais e interacao peptidica em membranas biomiméticas

Preparacéo de vesiculas lipidicas. Vesiculas unilamelares grande (LUVS)
de cerca de 100 nm foram utilizadas para o método de extrusdo como descrito
anteriormente® (Cheng e London, 2011). Os lipidios usados para os ensaios de
membrana foram 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC), colesterol
(Chol) e 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-(fosfo-rac-(1-glicerol)) (POPG) (Avanti
Polar Lipids, Alabaster, AL, EUA). A composicao de lipidios utilizada foi POPC:Chol
(70:30) e POPC:POPG (80:20) a 15 mM de concentracdo total de lipidios, para
imitar uma membrana celular de mamiferos e membrana bacteriana,
respectivamente. Para a formacdo do filme lipidico, ambas as misturas foram
dissolvidas em cloroférmio, secas sob um fluxo de gés nitrogénio e deixado secar
sob vacuo durante a noite. Em seguida, o filme lipidico foi hidratado com uma
solucéo de 100 mM 5,(6)-carboxifluoresceina (CF) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em
PBS a 7.4 pH e submetido a oito ciclos de congelamento-descongelamento. As
misturas lipidicas com CF encapsulado foram entdo extrudados 21 vezes através
de um poro de 100 nm na membrana usando uma extrusora Avestin (Ottawa,
Ontério, Canada). Os tamanhos de LUVs foram confirmados por dispersdo
dindmica de luz usando um Malvern Zetasizer Nano (Malvern, Reino Unido).

Vazamento Induzido por Peptideo. Os vazamentos induzidos por
peptideos foram quantificados através de medidas de espectroscopia de
fluorescéncia, monitorando a liberacdo de CF encapsulado em LUVs, usando um
Varian Cary Espectrofotdbmetro de fluorescéncia Eclipse (Mulgrave, Australia).
Através de cromatografia de exclusdo molecular (coluna EconoPac 10 DG, Bio-
Rad, Richmond, CA, EUA) o corante livre restante foi removido da solucdo de
amostra de lipossomas. As medi¢des de intensidade de fluorescéncia foram feitas
continuamente por 60 min a 25°C com comprimentos de onda de 492 a 517 nm de
excitagdo e emissdo. LUVs com concentragdo de 0,5 mM foram adicionados
inicialmente para verificar se ndo havia auto vazamento e, 5 minutos depois, 0s
peptideos foram adicionados. Apds 55 min, Triton X-100 (10%, v/v) foi adicionado
para romper os lipossomas, liberar o corante encapsulado restante e medir a
fluorescéncia total. A porcentagem de vazamento de CF foi determinada de acordo

com a seguinte equacao:
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F—FO0
%Vazamento = mxlOO

onde Fo é a intensidade de fluorescéncia CF medida apds 5 min sem adi¢céo de
peptideo, F € a intensidade de fluorescéncia medida apos a adicao do peptideo, e
Fio00 € a intensidade de fluorescéncia medida apos adicionar Triton X-100 10% para

atingir a ruptura total da vesicula.

Estudos Estruturais de ECD e RMN. Os peptideos foram dissolvidos em
30 mM em tampéo fosfato preparado com agua Milli-Q e o pH do solucdes foi
ajustado para 6,4. A concentracdo final de peptideo foi de 1 mM e 3-
(trimetilsilil)propiénico-2,2,3,3-d4 sal de sodio do acido (TSP-d4) foi adicionado para
atingir uma concentracao de 0,1 mM. Espectros de ECD e NMR foram registrados,
dodecil fosfaditilcolina deuterada (DPC-d38) foi adicionada a 150 mM, e os
espectros ECD e NMR foram registrados novamente. O dicroismo circular foi
medido em um Espectrometro de CD Chirascan Plus (Fotofisica Aplicada). A
amostra avaliada numa temperatura mantida em 295 K. Para amostras com DPC,
a média 16 espectros foram calculados, enquanto para amostras em agua, foram
calculadas a média de 32 espectros. Para amostras em DPC, foi utilizada uma
cuvete com trajeto de 0,1 mm; para amostras em agua, foi utilizada uma cuvete
com um trajeto de 0,5 mm. Para BatxC, no entanto, foi usada uma cubeta com um
caminho de 0,2 mm, e 16 espectros foram registrados, tanto na presenca quanto
na auséncia do DPC. Todos os espectros de RMN foram registrados em um
Espectrémetro de RMN Bruker AVII-600 MHz equipado com uma sonda CPP-TCI
de 5 mm. Os espectros foram registrados a uma temperatura de 310 K. Para
amostras em agua, espectros 'H RMN foram registrados usando excitacéo-

esculpida por supressdo em agua®3.

2.5. Ensaio de citotoxicidade

Os peptideos BatxC, BatxC(C-2.15Phe), e BatxC(C-2.14Phe)des-Phel
foram avaliados usando células J774 e a linhagem de células de queratindécitos
humanos HaCat, com série 1:2 diluicbes de 0,78 a 200 pM. As células J774 (2 x
106 células/pogo) foram cultivadas em placas de 96 pocos em R10 com o0s
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peptideos na faixa de 1,56 a 200 ug/mL, a 37 °C e 5% de COg, por 24 h. As células
eram lavadas trés vezes com PBS em pH 7,2 e centrifugado a 123 g por 10 minutos,
a 4°C. Seguindo estas etapas de lavagem, foi avaliado a viabilidade das células
com o reagente PrestoBlue adicionado e incubado a 37°C com 5% de CO:2 por 2 h.
A intensidade de fluorescéncia foi registrada com excitacdo e emissdo de
comprimentos de onda 535 e 615 nm, respectivamente.

As células HaCat foram cultivadas usando DMEM, Vitrocell, Campinas, SP,
Brasil, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,1 mg/mL de gentamicina
(Vitrocell). O ensaio de citotoxicidade foi realizado como descrito anteriormente®4:65,
Resumidamente, as células foram semeadas e deixadas aderir a placas de 96
pocos contendo DMEM por 24 h a 37°C em 5% de CO2, posteriormente 0s
peptideos foram adicionados ao meio de cultura. Apés 48 h, MTT (Sigma-Aldrich,St.
Louis, MO, EUA) foi adicionado aos pocos e as células foram incubadas por 3 h
antes das leituras. A placa foi entéo lida a 595 nm, usando um Espectrofotbmetro
de microplacas Epoch (BioTek Instruments, Winoos ki, VT, EUA). O ensaio foi
realizado em duplicata e repetido trés vezes. Os valores foram expressos como

porcentagem do controle e CCs0®®.

2.5. Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados usando o teste Bartlett's para variancias
iguais e o teste de Kolmogorov-Smirnov para distribuicdo da analise comparativa.
Valores ECso e CCsp foram realizados com um intervalo de confianca de 95%,
apresentado como médiatdesvio padréo (DP), foram calculados usando uma curva
de regressdo ndo linear®’. Andlise estatistica dos efeitos dos peptideos em
amastigotas intracelulares foi feito aplicando ANOVA para um teste multivariado de
analise Student-Newman-Keuls. O software estatistico utilizado foi o GraphPad
Prism 5.0 (La Jolla, CA, EUA), e os resultados foram considerados estatisticamente

significativo quando p<0,05.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1. Sintese Quimica e Analise de Sequéncia de BatxC e analogos sintéticos

Os peptideos BatxC, anteriormente identificado a partir do veneno de
Bothops atrox (Figura 1A), BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC(C-2.15Phe),
foram sintetizados por sintese de peptideos em fase solida (SPPS), purificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), e tiveram suas massas moleculares
confirmadas por MALDI-TOF/TOF (Figura 1B). Sequéncias mdltiplas, alinhamento
desses peptideos e cinco outras catelicidinas produzidas por cobras como
lutzicidina, Na_CATH, Oh_CRAMP, Pt CRAMP2 e Bf-CRAMP revelaram regides

com sequéncia conservada®®.
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3.2. Efeitos dos peptideos na proliferacdo e membrana bacteriana

Os peptideos mostraram valores de CIM semelhantes contra bactérias
Gram-positivas (S. aureus e E. faecalis) e cepas Gram-negativas (E. coli e P.
aeruginosa). Isto é, os CIMs contra S. aureus ATCC 29213 e Sal (um S. aureus
resistente a meticilina, SARM) foram consideravelmente menor para BatxC(C-
2.14Phe)des-Phel e BatxC-(C-2.15Phe), em comparacdo com BatxC. Em
contrapartida encontramos valores de CIM abaixo de 5 yM para todas as cepas
para cada peptideo, com a excecao de E. faecalis ATCC 29212, que estava abaixo
de 10 uM (TABELA 1). Esses resultados mostram que o BatxC e seus analogos
sintéticos apresentam atividade antibacteriana de amplo espectro. O menor valor
de CIM, foi de 0,48 uM, registrado para BatxC contra E. coli 25922.

Muitas catelicidinas tém alta eficiéncia antimicrobiana, como demonstrado
pela crotalina (Ctn) contra E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853, com
CIMs de 0,78 e 1,56 uM, respectivamente®. Esses valores sdo semelhantes aos
obtidos para BatxC: 0,48 e 0,94 yM, respectivamente. O efeito antimicrobiano de
BatxC e Ctn também foram avaliados contra MDR isolados clinicos, com CIMs
iguais a 8 e 8 uM e 4 e 16uM para E. coli 2101123 e E. coli 1812446,
respectivamente’C. BatxC(C-2.14Phe)des-Phel foi muito eficaz contra E. coli ATCC
25922 e o isolado MDR de E. coli, EC1, com um CIM de 0,48 uM, o que indica que
este peptideo pode ser particularmente ativo contra cepas de E. coli (TABELA 1).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana representada pela CIM.

Estirpes CIM (uM)
BatxC BatxC(C-2.14Phe)des- BatxC-(C-2.15Phe)
Phel
E. coli ATCC 25922 0,47 0,48 0,93
P. aeruginosa ATCC 27853 0,94 0,97 1,87
E. faecalis ATCC 29212 7,51 7,75 7,48
S. aureus ATCC 29213 7,51 3,87 3,74
Sal (MRSA)? 7,51 1,94 1,87
Pal (multirresistente)® 0,94 0,94 4
EC1 (multirresistente)© 0,94 0,48 0,94

AbreviagBes: 2Sal (Staphylococcus aureus resistente a meticilina), PPal (Pseudomonas aeruginosa
multiressistente) e °EC1 (Escherichia coli multiresistente).

A morfologia celular desempenha um papel essencial na sua fisiologia. No

entanto, o conhecimento cientifico sobre o efeito dos peptideos antimicrobianos na
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morfologia da célula bacteriana € limitado. N&o é totalmente entendido como as
células respondem estruturalmente e mecanicamente a uma acao externa, ou como
a elasticidade celular varia em microrganismos com ou sem agentes externos,
como PAMs.

Neste contexto, a microscopia de forca atbmica € a uma excelente
ferramenta para estudos de superficie celular’t. Por meio do MFA foi possivel
observar a deformacéo de células E. coli ATCC 25922 induzida por 0,47 uM de
BatxC (FIGURA 2). Varias depressoes circulares ao longo da superficie bacteriana
podem ser notadas, sendo algumas maiores e outras menores, que estavam
ausentes no controle negativo, embora a forma geral da célula ndo foi alterada
(FIGURA 2A).

Em cepas de E. coli, através de observacbes de MFA, peptideos
antimicrobianos (BP100 e PepR-Phytopathogen) causam deformacfes de
membrana seguidas por lise através de mecanismos semelhantes a tapetes’?.
BatxC(C-2.14Phe)-des-Phel e BatxC(C-2.15Phe) promovem alteracdes atraves da
membrana em concentracbes de 0,12 e 0,23 pM, respectivamente. Nessas
concentracfes, as bactérias sofrem grandes modificagbes em suas estruturas,
principalmente as células bacilares (FIGURA 2C e D). Ocellatin-PT7, um peptideo
de uma ra sul-americana, Leptodactylus pustulatus, também causa deformacdes
em E. coli ATCC 25922, embora em uma concentracdo mais alta (190 pM),
ocasionando parcialmente ruptura da membrana’s. Ao agir contra bactérias Gram-
negativas, os peptideos podem se movimentar através da membrana externa,
atravessando camada de glicopeptideos e membrana interna migrando para o

citoplasma’.
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Figura 2. Imagens representativas de microscopia de for¢ca atbmica de E. coli
ATCC 25922. (A) Controle negativo (bactérias néo tratadas) e bactérias tratadas e
(B) tratadas com BatxC 0,47 uM, (C) BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 com 0,12 uM e
(D) BatxC(C-2.15Phe) 0,23 pM. A coluna da esquerda mostra os dados de altura
para cada amostra, enquanto a coluna do meio € uma imagem de amplitude. A

coluna da direita mostra visualizacdes 3D com sombra clara dos dados de altura.

3.3. Efeitos dos peptideos na viabilidade celular e membrana de Leishmania

Os peptideos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC(C 2.15Phe)
induziram um efeito leishmanicida contra formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis, com ECso (concentracao efetiva: a concentragdo de uma droga que
da metade da resposta maxima) valores de 4,90, 8,86 e 6,74 uM, respectivamente
(FIGURA 3A).
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Embora os estudos que analisam a acao leishmanicida das batroxicidinas
sejam escassos, algumas proteinas de venenos de serpentes tém demonstrado
exercer potente atividade leishmanicida. Por exemplo, L-aminoacido oxidase
(LAAO), produzida por Crotalus durissus e Bothrops moojeni, exibe potente H202-
dependente para atividade leishmanicida’™ 6. Além disso, outras proteinas de
veneno de cobra, como giroxina, crotamina e crotoxina, também apresentam efeitos
leishmanicidas, sugerindo que proteinas e peptideos de veneno de serpentes
podem ser valiosos agentes antileishmania’’. O peptideo BnSP-7, do veneno de
Bothrops pauloensis, tem um ICso (concentracdo onde 50% das células ficam
invidveis) de 58,7 ug/mL contra formas de parasitas promastigotas’,
aproximadamente 4,28 uM, que se assemelha as nossas descobertas para BatxC
de Bothrops atrox (4,90 uM). No entanto, o peptideo p-Acl de Agkistrodon contortrix
laticinctus, pertencente a mesma classe de inibidores da PLA2, tem ECso de 50,98
MM, ressaltando que o mecanismos de agdo destas moléculas séo diferentes, os
inibidores como p-Acl tém acdo enzimatica. Esses valores sdo notadamente
superiores aos de BatxC (4,90 uM), BatxC(C-2,14Phe)des Phe1 (8,86 uM) e
BatxC(C-2,15Phe) (6,74 uM). Por isso, existem diferencas na Leishmania spp. para
promastigota em concentracdes inibitérias, de acordo com as moléculas e as fontes
do veneno de serpente, mesmo dentro da familia das catelicidinas.

A avaliacdo dos efeitos da integridade na membrana de Leishmania, foram
realizados por ensaios SYTOX Green® (FIGURA 3B). Esta sonda entra nas células
apo6s a ruptura da membrana e torna-se fluorescente apés a interagdo com o DNA8°
(FIGURA 3C). Verificamos que os trés peptideos alteraram a membrana celular do
parasita ao longo do tempo, com BatxC(C-2.15Phe) sendo o0 mais ativo na alteracao
da integridade da membrana do parasita em ambas as concentracdes testadas
(ECs0 e 2xXECso) (FIGURA 3D). Em outros estudos, foi demonstrado que as
catelicidinas ou moléculas semelhantes a catelicidina, como BMAP-28, um PAM
bovino, afeta a viabilidade de Leishmania major e foi associado a danos na
membrana celular8?, sugerindo que esta classe de peptideos pode interagir com a

membrana de Leishmania e induzir a morte.

25



A;-"“‘x.»’%? Fant {N"a
HH *“uf"‘“"‘ﬁ \—/} W,

o470 |
+hky
—_ 2ci
0.0
000 SXTOX™ Green Coloragdo de AcdoNucleico

Anfo BatxC

EC,, (M)
o™ o
£ =
[ =]
=
[ %]
B
I+
’ &~
28
l o

O
(AU)
g
m
(2]
¢

BateL{C 2.15Phe]

2
* Gy
-
Batwl{C-2 14Pheldes-Phel
Fluarescéncia

; :
b #0 4o € 0 100 10 1aw

@ by mdBdmm Lo e BX Am TEI'I'IPD{I'I'IiI'IP
'l
Ny
-\,Uo\ N._ /?i
e

{au)

2 =

£ ¢
e
m
a
£

) g , o _d/'f
N ;oo 1 ‘E 7000 /
VlablhdadE.l:EllLﬂa' J "iq‘li'& 1 /|
Fluoresc&ncia 1 ai 1l Pt
" L w o o——
K u‘% 0 20 40 60 80 100 120 14db 0 30 60 90 120
Tempa{min} Tempa {min}
@ BanC EC,) (@ BawliC214PneidesPhel (EC, 1 (D BabS(C-215Phe) EC )
T Semviabilidade celular @ BabC (2eEC ) @ BateCiC2.14PRejdenPhel (2aEC,) ) BandiC.2190ne) @aEC )

<> Amphe €C,) dp Smphe (24EC,) O Comtod [ F Tromxa0d

Figura 3. (A) Atividades leishmanicida e integridade da membrana celular induzidas
por batroxicidinas em formas promastigotas de L. (L.) amazonensis incubada com
peptideos e anfotericina B (Ampho), e os respectivos valores de concentracao
efetiva de 50% (ECso) estimados por 24 h. (B) Estrutura SYTOX Green® (C)
Esquema simplificado do mecanismo de agdo da sonda SYTOX Green® (D) L. (L.)
amazonensis na forma promastigota foram incubadas com os peptideos na ECso
ou em 2xECsp, a integridade da membrana do parasita foi analisada usando
SYTOX Green®. Os resultados sdo expressos com absorbancia médiatdesvio

padrao (DP) de experimentos independentes (n=3).

A anélise de microscopia de forca atdmica (MFA) revelou que o controle das
células nao tratadas, ndo apresentavam alteragcdes morfoldgicas e as a estrutura
flagelar, foi preservada (FIGURA 4A). O tratamento com BatxC(C-2.14Phe)des-
Phe1 (61,98 pM) e BatxC(C 2.15Phe) (59,81 uM) resultou em evidéncias de
grandes mudancas morfoldgicas, incluindo deformacg6es morfologicas com padrbes

enrugados (Figura 4B e C).
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Controle negativo

BatxC(C-2.14Phe)des-Phel

BatxC(C 2.15Phe)

Figura 4. Caracterizacdo morfoldégica por microscopia de forca atdmica de
promastigotas de L. amazonensis: controle de promastigotas (A) e tratados com
(B) BatxC(C-2.14Phe)des-Phe1 61,98 uM e (C) BatxC(C-2.15Phe) 59,81 uM. As

imagens da esquerda sédo dados da altura; imagens da direita sdo amplitude dados.

Essas concentracbes, que sdo superiores aos resultados do ECso, foram
escolhidas para demonstrar o efeito sobre a membrana do parasita, que pode estar
associada a danos na membrana, sugerindo que os peptideos tém a capacidade
de interagir e danificar a membrana celular. Essas imagens indicam que o0s
analogos de BatxC podem representar excelentes peptideos leishmanicidas, com
grande impacto sobre as membranas desses protozodrios. BatxC e seus analogos

diminuiram significativamente o indice de infeccédo, de forma dose-dependente,
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sendo altamente ativo na eliminacdo de amastigotas intracelulares em macréfagos
em concentragdes micromolares (FIGURA 5A). Para M@ peritoneal (macrofagos)
tratados com BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC(C 2.15Phe) nas mesmas
concentragcbes, a média parasitéria, carga por macréfago foi avaliada, com um
controle médio de 5,07+0,27. Entre os trés peptideos estudados, o melhor dos

resultados foram de 1,96+0,11 para amastigotas por macrofago (FIGURA 6B e C).
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Figura 5. Ensaios antileishmania em amastigotas. (A) Macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c infectados com L. (L.) amazonensis e entdo tratados com
diferentes concentracbes de peptideos ou anfotericina B (Ampho); apo6s 24 h as
células foram coradas com Giemsa 10% e os respectivos indices de infec¢ao foram
determinados. (B) Macroéfagos infectados (controle positivo) e (C) macréfagos
tratados com 0,70 uM BatxC. Setas vermelhas indicam as amastigotas no
citoplasma dos macrofagos. Ampliacdo de 100x. *Estatisticamente diferente do

grupo controle (p<0,05).

Estudos em macroéfagos infectados com amastigotas de L. amazonensis
sugerem que o potencial leishmanicida desta classe de moléculas pode estar
intimamente relacionada a sua atividade imunomoduladora. Isso foi sugerido pela
pequena eficacia das concentragbes testadas, que estavam na faixa

sub/micromolar. Dentro além de propriedades bactericidas diretas, catelicidinas e
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outros peptideos semelhantes a catelicidina podem desencadear respostas
especificas de defesa, incluindo atividades imunomoduladoras, bem como
modulacdo da expressdo de quimiocinas em respostas pro e anti-inflamatorias.
Através desse experimento, a atividade antileishmania pode estar relacionada com
a expressdo desses mediadores, que devem ser investigados mais
especificamente em outros estudos e protocolos abordados para BatxC.

Além disso, a promocao da cicatrizacdo de feridas e a inibicdo da apoptose
celular também foram previamente descritos®?. A catelicidina-PP tem potente
atividade anti-inflamatoria por inibir a producéo de citocinas pro-inflamataérias (NO,
TNF-a e IL-6) induzidas por LPS em células de macrofagos peritoneais de
camundongos (MPMs)®&3. Além disso, varias catelicidinas aumentam a expresséo
de quimiocinas em células murinas RAW 264.78. Finalmente, em estudos recentes
usando PSN-1 (filoseptina, um PAM isolado da pele de anfibios secrecdes)®,
atividade antileishmania contra amastigotas em macréfagos infectados foram
relacionadas a modulacao de marcadores como 0xido nitrico e TNF-a. Exploragao
adicional desses mecanismos imunomoduladores relacionados ao BatxC e seus
analogos sintéticos em estudos futuros sdo necessarios para melhor compreender

0 mecanismo de acao intracelular.

3.4. Estudos estruturais de interacdo com modelos de membranas
biomiméticas

A relacao entre estrutura-funcéo em peptideos antimicrobianos relacionados
a catelicidinas (CRAMP) ainda estd sob investigacdo. Barros et al. (2019)%
comentou que apesar da atividade antimicrobiana e anti-Trypanosoma cruzi ja
descrito para BatxC, nada se sabe sobre seu mecanismo de acdo contra
microrganismos e ndo ha estudos sobre sua estrutura na literatura. Para preencher
essa lacuna, nos estudamos BatxC e dois analogos sintéticos por ECD (electronic
dicroismo circular) e RMN na presenca e auséncia de micelas DPC (Dodecil

Fosfatidilcolina) que serviram como membrana mimética (FIGURA 6).
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Figura 6. Dicroismo circular e modelos estruturais in silico de BatxC e analogos
sintéticos. Espectros ECD de BatxC e seus analogos sintéticos em solu¢do aquosa
e na presenca de DPC (Dodecil Fosfocolina). Estrutura in silico para BatxC e seus
anélogos sintéticos: modelos de estrutura tridimensional gerados pelo PEP-FOLD
3.5%9 (Shen et al., 2014) e projecGes de roda helicoidal, com o fragmento 1-23 da
sequéncia de aminoacidos, corresponde a estrutura a-hélice, juntamente com seus

dados de hidrofobicidade (H) e momento hidrofébico (uH)®°.

Os espectros ECD de BatxC e BatxC(C-2.14Phe)des-Phel ndo nos permitiu
identificar claramente o padrdo dos elementos secundéarios dos peptideos, em
solugcédo aquosa quanto na presenca das micelas DPC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phel
exibe um espectro de dicroismo circular, com um grande pico negativo em torno de
223 nm e um “ombro” negativo em 209 nm. BatxC exibe quase nenhum sinal ECD
na auséncia de DPC, mas exibe um forte pico negativo em 223 nm na presenca de
DPC. Em contraste, BatxC(C-2.15Phe) exibe uma estrutura randémica em agua e

uma estrutura a-helicoidal na presenca de Micelas DPC.

A FIGURA 7 mostra a regido amida/aromatica do 'H-RMN, espectros dos
trés peptideos, na auséncia e na presenca de DPC. Como muitos outros peptideos
bioativos, a mudanca quimica e a dispersdo de N" é fraca na auséncia de um lipidio

ou detergente. ApoOs a adicdo do detergente anfifilico em DPC, o produto quimico
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de dispersdo de deslocamento de sinais de amida, aumenta muito, 0 que €
indicativo da formacdo de estrutura secundaria estavel dos elementos,

corroborados pelos dados do CD.
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Figura 7. N"/aromatico regido dos espectros de 'H-RMN de BatxC e analogos
sintéticos em solucdo aquosa na auséncia (preto) e na presenca ( ) de
DPC. (A) BatxC; (B) BatxC(C-2.14Phe)des-Phel); (C) BatxC(C-2.15Phe).

O peptideo Ctn em seu comprimento total adota uma estrutura hélice-Pro-
espiral em um ambiente semelhante a membrana (Dodecil Fosfocolina) e estudos
de RMN também mostraram que o Ctn(1-14) adota uma a-hélice anfipatica bem
definida, enquanto Ctn(15-34) permanece ndo estruturado®’. Curiosamente, no
entanto, as propriedades antibacterianas e anticancerigenas do Ctn natural, foram
retidos apenas no fragmento ndo estruturado, Ctn(15-34), mostrando que a
correlacdo da adocgao da estrutura secundaria e a eficacia biolégica nem sempre &
facil de interpretar. Esses achados, juntamente com a literatura atual sobre PAMs,
suportam a hipétese de que a flexibilidade estrutural pode desempenham um papel

fundamental na funcdo dessas moléculas®.

Experimentos de extrusdo em membrana foram realizados para avaliar a

desestabilizacdo ou ruptura devido a acdo do BatxC e analogos. Os efeitos
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peptidicos nas vesiculas lipidicas foram avaliados através de medicdes de
vazamento por fluorescéncia de carboxifluoresceina. O impacto da concentracao
em sistemas miméticos simples de membranas celulares eucaritticas, POPC:Chol
(70:30) e bactérias membranas, POPC:POPG (80:20), também foi medido. Os
resultados evidenciam um efeito maior para BatxC em 0,47 uM, com
aproximadamente 50% de vazamento para POPC:POPG e 35% para POPC/Chol
(FIGURA 8A). BatxC(C-2.14Phe)des-Phel a 0,48 pM também exibiu um maior
impacto no POPC:POPG do que em POPC:Chol (35% e 30% de fuga,
respectivamente; FIGURA 8B). BatxC(C-2.15Phe) a 0,94 uyM apresentou um efeito
mais forte: 60% de vazamento para ambas as composicées de membrana
(FIGURA 8C).

-]
[21]
(9]
2

0 POPC-Chol (70:30) @ POPC:Chal (70:30) 0 POPC:Chal (70:30)

0 POPC:POPG (80-20) [l FOPC:POPG (80:20) 0 POPC.POPG (80:20)
— €0 — 60 —
£ £ £
2 2 40 2 2 40 = 2
= = = = = =
£ Eg £
e sE £ &
28 28 23

o! o )
4.7 9.4 47 470 4.8 9.6 48 480 9.4 18.8 94 940
BatxC (nM) BatxC(C-2.14Phe)des-Phel (nM) BatxC(C-2.15Phe) (nM)

Figura 8. Vazamento em membrana (%), avaliacdo de ruptura de POPC:Chol
(70:30) e POPC:POPG (80:20) vesiculas unilamelares grandes (LUVS).
Concentragdes crescentes em (A) BatxC, (B) BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e (C)
BatxC(C-2.14Phe) usadas a partir de 1/100 de suas CIMs correspondentes contra
E. coli.

As concentracdes utilizadas referem-se as suas CIMs (TABELA 1) obtido
para E. coli ATCC 25922. Esses ensaios também fornecem dados sobre
concentracdes inferiores as CIMs, mostrando a capacidade do peptideo de causar
ruptura dos lipidios das vesiculas estudadas mesmo em concentragcbes 10 vezes
menores do que seus respectivos CIMs. Além disso, os efeitos sobre o modelo
mimético em membranas eucaridticas corroboram com resultados de citotoxicidade
em células de mamifero (TABELA 2). Esses achados juntamente com as imagens
obtidas pelo MFA, mostrando que o peptideo, CIM, ndo rompeu completamente a
membrana, mas sim, formou poros em regides por toda a superficie celular, e
causando pequenas distorcdes em E. coli ATCC 25922 (FIGURA 3B).
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Estudos anteriores com crotalicidina evidenciaram a incapacidade de
perturbar bicamadas POPC puras, ndo induzindo o vazamento de
carboxifluoresceina nessas membranas zwitteribnicas. No entanto, para
concentragbes acima de 2,17 uM, foi capaz de alterar a carga negativa das
vesiculas POPC:POPS (80:20). Caracteristicas catidnicas e anfipaticas da familia
peptidica catelicidina podem ser os fatores que explicam sua maior interacdo com
vesiculas carregadas negativamente quando comparado com membranas
neutras®9, No entanto, dependendo das concentracdes utilizadas, dificilmente
sera observada seletividade, pois o peptideo induziu o vazamento em ambas as

composi¢cdes de membrana.

3.5. Ensaios de citotoxicidade com células de mamiferos

Nos ensaios com macrofagos de camundongo J774, BatxC, BatxC(C
2.14Phe)des-Phel e BatxC(C-2.15Phe) mostraram concentracfes citotdxicas
(CCso) para inibicdo do crescimento celular de 1,60, 3,51 e 2,14 uM (TABELA 2),
aumentando para 21,74, 34,07 e 29,40 uM, em queratinécitos humanos (HaCaT),
respectivamente. Como se pode notar, os resultados do CCso para as culturas de
células J774 foram bastante baixas. Os valores CCsp contra os macrofagos J774
estdo proximos da CIM dos peptideos, que poderia limitar a aplicacdo futura dessas
moléculas como drogas antileishmania contra promastigotas. No entanto, 0s
valores de CCso contra HaCaT s&o maiores.

Experimentos in vivo devem ser conduzidos, uma vez que as condi¢des de
cultivo e a escolha das linhagens pode ter um impacto na acao farmacolégica. Uma
variedade de estudos avaliando os efeitos citotoxicos de PAM de serpentes contra
Leishmania spp. estdo disponiveis na literatura. Por outro lado, BmatTX-IV, uma
molécula encontrada em Bothrops mattogrossensis, exibiu efeitos citotoxicos em
fibroblastos murinos a uma concentracédo de 81,2 pg/mL (aproximadamente 6
uM)®1, e a BmajPLA2-1I, encontrada no veneno de Bothrops marajoensis, mostrou
uma CCso acima de 150 uyg/mL para a linhagem celular humana HepG2%.
Toxicidade induzida por peptideos de serpente, como para muitas outras
moléculas, pode ter variagbes moleculares, celulares, em Orgados e organismos.

Alteracdes metabdlicas e oxidativas, aumento do estresse®°4, morte celular por
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apoptose®% e necrose®’ sdo todos mecanismos de acédo observados em estudos

semelhantes.

Tabela 2. Ensaios de citotoxicidade em linhagens celulares padrdo (MédiazDP;
n=3)

Peptideos CCso (UM)
M@ J 774 HaCaT
BatxC 1,60+0,11 21,74+4,83
BatxC(C-2.14Phe)des-Phel 3,51+0,74 34,07+6,37
BatxC(C-2.15Phe) 2,14+0,20 29,40+13,38

4. CONCLUSAO

Este estudo mostra que o peptideo BatxC e dois variantes sintéticos
BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC(C 2.14Phe) sao bactericidas e leishmanicidas
altamente eficientes em concentracées micromolares. Com base nestes ensaios,
as interacdes entre as moléculas e membranas dos parasitas e bactérias foram
demonstradas. As avaliacbes preliminares do mecanismo de acdo desses
peptideos, realizado com sistemas de membranas biomiméticas, sugerem maior
seletividade de BatxC e seus analogos sintéticos para membranas procarioticas do
que para células de mamiferos, dependendo da faixa de concentracdo. Além do
efeito direto antileishmania sobre as membranas do parasita, um efeito
imunomodulador é observado em M@ peritoneal BALB/c, levando a morte da forma
amastigota de L. amazonensis. Estes achados sugerem que os peptideos podem
ser uma alternativa para futuros tratamentos contra a leishmaniose tegumentar.
Mesmo assim, mais estudos sdo necessarios para entender melhor os possiveis
mecanismos de acdo antibacteriana e leishmanicida para reducdo da carga

parasitaria.
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RESUMO

A regido do Delta do Parnaiba, no nordeste do Brasil, € rica em
biodiversidade, incluindo a presenca da serpente brasileira (Bothrops moojeni).
Neste estudo, isolamos, caracterizamos e sintetizamos um peptideo (BmT-2)
pertencente a familia das triptofilinas, sendo a primeira vez que um peptideo dessa
classe é identificado em veneno de uma serpente.

Para realizar aplicacGes biotecnologicas na area da saude, testamos se o
BmT-2 tinha efeitos citotoxicos e atividade antioxidante em um conjunto de
experimentos que incluiram ensaios in vitro e celulares. Descobrimos que BmT-2
tinha atividade de eliminacao de radicais para derivados de ABTS« e AAPH. O BmT-
2 protegeu a fluoresceina, moléculas de DNA e os globulos vermelhos humanos
dos radicais livres gerados pela decomposicéo térmica do AAPH. A nova triptofilina
também foi considerada segura em testes citotoxicos, onde (até 0,4 mg/mL) néo
causou hemdlise de hemacias humanas e ndo causou perda significativa de
viabilidade celular com CCso > 1,5 mM contra células Sk-N-BE(2). BmT-2 preveniu
a regulagao positiva de Nrf2 induzida por arsenito em neuroblastos Neuro-2a e a
supergeracao induzida por PMA de espécies reativas de oxigénio a espécies
reativas de nitrogénio em células de neuroblastoma Sk-N-BE(2). Por fim, calculos
de estrutura eletrbnica e simulacdes de dinamica molecular atomistica reativa
completa, revelaram que residuos aromaticos em BmT-2 contribuem
significativamente para as propriedades antioxidantes intrinsecas da molécula.
Nosso estudo apresenta um novo peptideo classificado na familia das triptofilinas,
que foi relatado anteriormente apenas em anfibios. Apesar dos resultados
promissores sobre sua atividade antioxidante e baixa citotoxicidade, o0s
mecanismos de acdo do BmT-2 ainda precisam ser melhor elucidados. Estudar
essa classe de moléculas é de grande interesse para a saude, pois esses peptideos
demonstram potencial para tratamento ou prevencdo de doencas

neurodegenerativas associadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: Triptofilina, Bothrops moojeni, atividade neuroprotetora,
antioxidante, peptideo bioativo.
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1. INTRODUCAO

As serpentes sdo amplamente distribuidas e encontradas em quase todas
as regides do planeta com aproximadamente 3.400 espécies com distribuicdo no
globo terrestre®®. Em muitos casos, o0 ambiente onde esses animais vivem requer
adaptacdes fisioldgicas e morfolégicas especializadas para sua sobrevivéncia®. O
sistema imune inato desses animais € composto por uma variedade de células e
moléculas que atuam como primeira linha de defesa inespecifica contra patdgenos,
incluindo peptideos antimicrobianos (PAMs), sistema complemento e
leucécitos®0101,

As catelicidinas, por exemplo, sdo peptideos antimicrobianos com caréater
cationico devido a presenca de residuos carregados positivamente (lisina, arginina
e histidina), apresentando estrutura anfifilica, variando de 10 a 50 residuos de
aminoacidos!®%193, Esses PAMs tém sido extensivamente estudados e possuem
notavel atividade antimicrobianal®. De fato, os peptideos antimicrobianos
relacionados a catelicidina encontrados no veneno de Bothrops atrox sao
excelentes antimicrobianos, atuando contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas®®, bem como contra Leishmania amazonensis'®®,

Diversas proteinas, enzimas e peptideos em venenos de serpentes possuem
especificidade para diferentes receptores em tecidos animais®, causando efeitos
fisiopatolégicos. Por exemplo, o polipeptideo neurotdxico a-bungarotoxina
encontrado no veneno de Bungarus multicintictus atua bloqueando os receptores
nicotinicos de acetilcolina, resultando em paralisial®”. A fosfolipase A2 (PLA2),
encontrada no veneno de varias espécies de serpentes, exerce efeitos miotéxico'%8,
neurotoxico®?, hemolitico!'? e pré-inflamatério'!!. Apesar desses efeitos toxicos,
venenos de cobras, assim como outros de outros animais venenosos, Sdo uma
fonte viavel de agentes farmacoldgicos e levam ao desenvolvimento de novos
compostos terapéuticos.

Humanos e outros organismos aerobicos produzem espécies reativas como
produtos oxigénio-dependente de acordo com seu modo de vida. A vida na Terra
desenvolveu varios mecanismos para controlar espécies reativas de oxigénio
(EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) enquanto as usava como

elementos chave de sinalizacdo celular'?2. Sob condi¢cdes basais/saudaveis, o
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metabolismo redox (ou seja, a interacdo entre RS e sistemas antioxidantes) é
mantido em equilibrio. No entanto, varias circunstancias podem perturbar esse
equilibrio, levando ao desequilibrio redox e estresse oxidativo, que, em ultima
andlise, se manifesta como dano oxidativo excessivo as biomoléculas, incluindo
DNA e proteinas®3,

O estresse oxidativo estd associado a doencas cronicas renaist!4,
cardiacas!® e pulmonares!'®, além de doencas neurodegenerativas, como
Parkinson, Alzheimer (DA), Huntington (HD) e esclerose lateral amiotréfica?t. O
amplo envolvimento da interrupcao da sinalizacao redox e do estresse oxidativo em
patologias humanas motivou o desenvolvimento de terapias voltadas ao
metabolismo redox, um campo denominado medicina redox*’.

Poucos estudos descobriram novas moléculas ndo toxicas com
caracteristicas antioxidantes de origem animal. Por exemplo, dois estudos recentes
destacam as secrecoes da pele dos anfibios como fonte de peptideos
antioxidantes. A Antioxidina-l (TWYFITPYIPDK), um peptideo encontrado na
secrecdo da pele de Physalaemus nattereri e mais 3 anfibios da biodiversidade
brasileira, exibe atividade neuroprotetora e microglia humana atenuando a
producdo de EROs induzida por hip6xial!®. A salamandrina-l (FAVWGCADYRGY),
um peptideo encontrado na secrecdo da pele de Salamandra salamandra,
apresenta atividade sequestradora de radicais in vitro contra radicais ABTS [2,2'-
azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] e DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil-hidrato)*°.

E mais recente ainda, um peptideo encontrado em anfibio com importante
atividade antioxidante e da classe das triptofilinas, o PaT-2 (FPPWL), identificado e
isolado da secrecdo cutanea produzida por Pithecopus azureus foi capaz de
diminuir a producdo de EROs e ERNs em células nervosas de BV2 e SK-N-BE(2)
guando induzida ao estresse oxidativo por PMF!?°, Este peptideo tem o pormenor
de ser o primeiro peptideo que é produzido na pele do animal na transicdo/agua
terra, ressaltando uma hipotese de sua producdo para o animal para enfrentar
estresse ambiental como radiacao ultravioleta.

No caso de serpentes, a fragdo rica em peptideos de baixo peso molecular
(LMWF) obtida do veneno de B. atrox anulou a regulacdo positiva da
argininosuccinato sintase (AsS), superoxido dismutase (SOD1) e biomarcadores de

apoptose em cultura primaria de células de hipocampo estimuladas por H202%C.

40



Aléem disso, Bj-PRO-5a (EKWAP) e Bj-PRO-7a (EDGPIPP), peptideos
originalmente encontrados no veneno de Bothrops jararaca, aumentam a
viabilidade de células de neuroblastoma humano sob estresse oxidativo induzido
por H202%?1, Assim, o veneno de cobra se destaca como uma fonte relativamente
pouco explorada de peptideos antioxidantes.

Neste estudo, identificamos e caracterizamos pela primeira vez um peptideo
pertencente a familia das triptofilinas em veneno de serpente.

O peptideo (FPWLLS-NH2), denominado BmT-2, foi identificado do veneno
bruto de Bothrops moojeni (espécie da regido nordeste do Brasil) depois de
sucessivas etapas de purificacdo via CLAE. A capacidade antioxidante do peptideo
foi avaliada pelos métodos de absorcao de radicais de oxigénio (ORAC) e ABTS,
além de ensaios de dano ao DNA. Possiveis mecanismos associados a reatividade
local e intera¢cdes relevantes em solucdo foram avaliados por meio de calculos de
estrutura eletrénica e simulacdes de dinamica molecular com campo reativo
(DMCR). Entretanto, foi também avaliado a atividade hemolitica e o potencial anti-
hemolise induzida por AAPH em eritrocitos humanos. Além disso, a citotoxicidade
e o0 potencial neuroprotetores foram avaliados em células de neuroblastoma

humano.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material biolégico

Um espécime adulto de Bothrops moojeni (Figura 1) foi capturado em
outubro de 2018 (estacdo de primavera), na regido do Delta do Parnaiba. A regido
esta localizada na llha das Batatas (Latitude 2°53"0,24'S; Longitude 41°54"0,11'W),
entre os estados do Maranhdo e Piaui. A licenca para coleta da amostra foi
concedida pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) — Conselho de Gestao do
Patrimonio Genético (CGEN) (N° AE5F104). O veneno deste espécime foi extraido,
congelado e liofilizado.
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2.2 Purificacéo, identificacao e caracterizacdo de BmT-2

O extrato de veneno bruto liofilizado foi dissolvido (3 mg/mL) em &agua
ultrapura e separado por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (CLAE)
usando uma coluna analitica RP-C18 (4,6 x 250 mm, 5 pum, Shim-pack VP-ODS)
em um sistema RP-HPLC (Shimadzu®). As fracdes foram eluidas sob um gradiente
linear de agua e acetonitrila, ambas contendo 0,1% (v/v) de acido trifluoroacético
(TFA). O gradiente foi ajustado de 5 a 60% por 65 minutos e 75%-95% para 0s 5
minutos finais, com vazéo de 1 mL/min. A absorbancia foi monitorizada a 216 nm e
280 nm. As fracdes foram coletadas manualmente e concentradas a 30°C durante
a noite (Labconco, CentriVap Acid-Resistant Concentrator System, 7983013). Em
seqguida, 1 yL de cada fracdo cromatogréafica foi dissolvido em matriz de acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (1:3, v/v) e aplicado na placa MALDI para avaliar moléculas
de baixo peso molecular através do tempo de ionizacdo por dessorcdo a laser
assistida por matriz de Espectrometria de Massa (MALDI TOF/TOF MS). Para
tanto, utilizou-se um espectrometro de massas UltraFlex Ill (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha) no modo refletor de ions positivos e controlado com o software
FlexControl. Foi realizada recromatografia da regido B total com concentracdo de
amostra de 40 pg/mL e corrida com fluxo de 10 mL/min (Figura 1C). As amostras
isoladas e secas foram submetidas a nova analise por MALDI-TOF/TOF, e o
peptideo de interesse foi confirmado e selecionado. Determinado sequenciamento
de aminoacidos foi realizado pelo método automatizado de degradacédo de EDMAN

em um sequenciador de peptideos de proteina PPSQ-23 (Shimadzu, Kyoto, Japao).

2.3 Sintese e caracterizacdo de BmT-2

A massa monoisotopica de BmT-2 (FPWLLS-NH2), [M+H]* = 761,466 foi
sintetizada por sintese de peptideos em fase solida — SPPS, usando a estratégia
Fmoc/tBu e uma resina de amida de pista (Novabiochem®) 0,15 mmol/g como
suporte sélido (100-200 mesh)?2, O peptideo foi purificado por HPLC (ANEXO lII)
e sua massa molecular foi confirmada por MALDI TOF/TOF (ANEXO 1V) de acordo
com o protocolo descrito por Dematei et al.'%. A abundancia isotopica foi prevista
pelo Compass Isotope Pattern (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).
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2.4 Andlise in silico

A estrutura inicial do peptideo BmT-2 foi projetada por meio de modelagem
de homologia com o auxilio do MPI Bioinformatics Toolkit'?3124, A sequéncia foi
amidada no C-terminal e protonada no N-terminal (NHs"). A estrutura molecular foi
entdo totalmente otimizada no quadro da teoria funcional da densidade (DFT)
usando a base funcional de troca-correlagdo B3LYP1%>126 e 6-311G(d,p) definida
em todos os atomos. Os célculos foram conduzidos em agua simulada através do
modelo continuo polarizavel (PCM)?7,

A reatividade quimica local da sequéncia foi avaliada através de indices de
Fukui condensados para atomos (IFCAs)'?® com o objetivo de identificar sitios
moleculares reativos. Esses parametros ja foram usados anteriormente para avaliar
as propriedades antioxidantes de peptideos com sucesso'?%'1° permitindo a
identificacdo dos a&tomos propensos a interagir efetivamente com nucleodfilos (f+),
eletréfilos (f) ou radicais livres (f°). Os IFCAs foram estimados por meio de
diferencas finitas das populacbes atbmicas obtidas pelo método de particdo de
Hirshfeld, conforme descrito em outro lugart?%10,

As propriedades antioxidantes do BmT-2 também foram avaliadas por meio
de mapas doador-aceptor (MDA)!3! e comparadas com outros antioxidantes bem
conhecidos, incluindo sequéncias peptidicas curtas (calculadas como zwitterions)
L-carnonise, glicil-L-histidil-L-lisina (GHK) e glutationa, e o peptideo antioxidante
recentemente relatado salamandrina-1**®. As estruturas foram otimizadas
considerando as geometrias iniciais provenientes de outros estudos do grupo?20.119
utilizando uma abordagem DFT/B3LYP/6-311G(d,p)/PCM(agua). Apenas célculos
de ponto Unico foram realizados para a salamandrina-l (sem otimizacdo de
geometria em relagdo a referéncia [129)).

SimulagBes de dindmica molecular com campo reativo (DMCR) também
foram conduzidas para avaliar detalhes sobre as interacdes peptideo-peptideo e
peptideo-AAPH. Para isso, a estrutura do modelo BmT-2 foi colocada em contato
com moléculas de AAPH em agua. Uma caixa quadrada de 50 x 50 x 50 A foi
projetada com 5 peptideos e 5 moléculas de AAPH (ndo degradado). O niumero de
moléculas de agua foi estimado a partir da densidade do solvente a 300K. O
sistema foi deixado evoluir & temperatura ambiente em um conjunto NVT por 0,2 ns

para avaliar as interacbes mais relevantes (dado o pequeno tamanho do sistema,
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ele atinge o equilibrio térmico logo apés 0,01 ns (consulte Material Suplementar
para detalhes). Condi¢cdes de contorno periddicas (PBC) foram aplicadas para
todas as diregdes. As simulagbes DMCR foram realizadas usando o campo de forga
ReaxFF'32, conforme implementado no pacote computacional LAMMPS33.134
considerando um passo de tempo de 0,05 fs. Um campo de forca reativo foi
escolhido para permitir a simulacdo de dissociacdo de AAPH e também avaliar

possiveis reacdes quimicas que possam ocorrer no sistema.

2.5 Medicao da capacidade de eliminacéo de radicais

ABTS. Uma solucédo estoque de 2,2-azinobis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) radical (ABTSe) foi preparada incubando ABTS (7 mM) com
persulfato de potassio (140 mM) por 16 h em temperatura ambiente e protegido da
luz. O estoque ABTS- foi diluido para atingir um valor de absorbancia de 0,700 +
0,020 nm a 734 nm em uma cubeta de 1 centimetro. A solucdo peptidica reagiu
com ABTSe por 6 min a temperatura ambiente antes de ler a 734 nm apds 6 minutos
de reacdo. Varias diluicdes de uma solucédo Trolox (12,5-200 uyM) foram usadas
para construir uma curva de referéncia. Os resultados da atividade de eliminagéo
de radicais sé@o expressos como equivalentes de Trolox por grama de peso seco do
peptideo (umol Trolox/g de Peso Seco - DW).

ORAC. O ensaio de capacidade de absorcéo de radicais de oxigénio (ORAC)
baseia-se na capacidade de uma determinada molécula retardar a perda de
fluorescéncia emitida pela fluoresceina em um meio reacional contendo um sistema
gerador de radicais livres!3®. Neste ensaio, a fluoresceina perde sua fluorescéncia
com o passar do tempo devido ao dano oxidativo e as moléculas antioxidantes
retardam a taxa de perda de fluorescéncia. O ensaio ORAC foi realizado conforme
descrito anteriormente’®. Os resultados foram expressos em equivalentes de

Trolox por grama de peso seco do peptideo (umol Trolox/g de DW).

2.6 Danos ao DNA induzidos por AAPH

A quebra do DNA plasmidial causada por radicais livres foi avaliada
conforme descrito por Yampakdee et al.*3”. O ensaio foi ajustado com 2 puL de BmT-

2 (a 1 ou 4 mg/mL) misturado com plasmideos superenrolados (pcDNA, a 125
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ng/uL) e AAPH 30 mM. O meio reacional foi incubado a 37°C por 1 h no escuro. As
amostras foram separadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v) corado
com SYBR safe (1:20.000). A densidade de banda foi quantificada usando o
software ImageJ.

2.7 Estudos em eritréocitos humanos

Atividade hemolitica. O ensaio de atividade hemolitica de BmT-2 foi testado
utilizando hemacias humanas (RBCs)/O* coletadas em acido
etilenodiaminotetracético (EDTA, 1,8 mg/mL) conforme descrito anteriormente por
Sousa et al., 2020, com algumas modificagdes. O experimento foi aprovado pelo
Comité de Etica em Seres Humanos da Universidade de Brasilia (CEUA), sob o
namero 47/2019. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 292 x g e 0s eritrocitos
foram lavados 3 vezes com solucédo salina tamponada com fosfato (PBS) a 37°C,
apos o que os pellets foram ressuspensos e diluidos em PBS. A suspenséo de RBC
foi ajustada para 5% das células e 80 pL desta suspensédo foram adicionados a 20
uL de BmT-2 em diferentes concentracdes (0,25-1,6 mg/mL). A mistura de ensaio
foi incubada a 37°C por 1 h, seguida pela adicdo de 100 pL de PBS e centrifugacéo
por 5 minutos a 1.000xg. O sobrenadante foi lido a 550 nm em um leitor de
microplacas SpectraMax® Plus 384 (Molecular Devices, EUA). O experimento foi
feito em triplicata. A auséncia de hemalise (controle negativo) e 100% de hemalise
(controle positivo) foi avaliada tratando RBC com PBS (pH 7,4) e 0,1% (v/v) triton
X-100, respectivamente. A porcentagem de hemodlise foi calculada da seguinte
forma: [(AbSpeptideo — Abspes/(AbSTritonx — Abspes)]x100138,

Inibicdo da hemdlise induzida por AAPH. A suspensado de hemacias humana
foi ajustada para 3% de células para o ensaio. Em microplacas de 96 pocos, 80 uL
de hemécias (a 3%) foram adicionados, entdo 20 pL de BmT-2 (0,25-1,6 mg/mL),
PBS (controle negativo) ou 0,6 mM trolox (controle positivo) foram adicionados aos
pocos que contém os glébulos vermelhos. Em seguida, a placa foi incubada sob
agitacdo suave a 37°C por 20 minutos. Imediatamente apos a incubagdo, 100 pL
de dicloridrato de 2,2'-Azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH) foram adicionados a
uma concentracao final de 60 mM. A placa foi incubada novamente sob agitacéo
por 3 h a 37°C. A placa foi centrifugada a 4.700 rpm por 5 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi coletado e transferido para outra placa para leitura no
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espectrofotdmetro ajustado em 550 nm para quantificacdo da atividade hemolitica.
Os resultados foram expressos em porcentagem e em concentracdo hemolitica
média (CHso) considerando o controle positivo como 100% de hemodlise®®.
Atividade hemolitica (%) = AbSamostra - AbSsalina / AbSaapH - AbSsalina X 100.

2.8 Analise do teor de proteinas antioxidantes em células Neuro2a
submetidas ao estresse oxidativo induzido por arsenito

Uma linhagem de células de neuroblastoma de camundongo (Neuro2a) foi
cultivada em meio Ham (F-12) modificado de Eagle Dulbecco (1:1) (Thermo
Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de
penicilina/estreptomicina  (Thermo Scientific). N2a foram submetidos a
diferenciacéo de neuritos (qualquer filamento ou crescimento em formato de ponta
apresentado por células neurais em cultura de tecido ou células embrionarias) por
incubagéo com meio contendo 2% de FBS por 48 h antes do tratamento com 25
UM de arsenito e 100 uM de peptideo por 3 h. As células foram mantidas a 37°C
numa atmosfera humidificada contendo 5% de di6xido de carbono. As células foram
obtidas na Faculdade de Ciéncias Médicas (Universidade de Campinas,

UNICAMP). Os experimentos ndo foram randomizados/cegos.

2.9 Western blotting

As células Neuro2a foram tratadas com 100 pM de peptideo por 3 h
combinado ou ndo com 25 pM de arsenito por também 3 h. Western blotting foi
realizado conforme descrito anteriormente (Mancini et al., 2021 e Amaral et al.,
2016)140:141 Foram utilizados os seguintes anticorpos adquiridos da Cell Signaling:
anti-Nrf2 (#12721), anti-SOD2 (#13141), anti-B-actina (#4970).

2.10 Citotoxicidade em células SK-N-BE(2)

Para os ensaios de citotoxicidade com o BmT-2, células SK-N-BE (2) foram
semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 3 x 10° células/poco e
incubadas por 24 h. Em seguida, as células foram tratadas com concentra¢des
variando de 0 a 600 pg/mL do peptideo (BmT-2) diluido em DMEM. O ensaio foi
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realizado em triplicata e as placas foram incubadas por 24 horas. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método de reducdo de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Apos o periodo de incubagéo, 10 uL de uma
solucdo de MTT diluida em DMEM (5 mg/mL) foi adicionado a cada poco e as
placas foram incubadas novamente por 2 h a 37°C. Subsequentemente, 50 pL de
uma solucéo de 10% de dodecil sulfato de sodio (SDS) foram adicionados a cada
poco para dissolver os cristais de formazan produzidos pelas células
metabolicamente ativas. A placa foi entdo lida a 595 nm, usando um Epoch
Microplate Spectrofotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA). O ensaio foi
realizado em triplicata. Os valores foram expressos em porcentagem do controle e
CCs0% (ANEXO VI).

2.11 Medicao intracelular de EROs e ERNs em células SK-N-BE(2)

EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) foram quantificadas com
sondas fluorescentes intracelulares em SK-N-BE(2) (Homo sapiens, tecido
cerebral; neuroblasto, CRL-2271-ATCC) conforme descrito anteriormente Barbosa
et al., 2021?90, As células foram tratadas com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA,
Sigma Aldrich, EUA) para induzir a superproducdo de ERO e ERN. A producéo
intracelular de ERO foi medida usando DCFHDA (Sigma Aldrich, EUA) e ERN foi
medida usando DAF-FM (Sigma Aldrich, EUA). A célula (SK-N-BE(2)) foram
aderidas a placa por 2 h (1,0 x 10° pocos de células) e depois submetidas aos
seguintes tratamentos: apenas meio (DMEM); PMA 100 nM; 100 nM de PMA + 50
MM de peptideo; 100 nM de PMA + 100 uM de peptideo; peptideo de 50 uM apenas;
ou apenas 100 uM de peptideo!*!. A duracéo do tratamento foi de 60 minutos. Ap6s
0s respectivos tempos de incubacéo, as sondas (5 uM DAF-FM e 10 uM DCFHDA)
foram adicionadas de acordo com as instrugdes do fabricante. A produgéao de ERO
e ERN foi avaliada por citometria de fluxo (FACSCalibur; BD Bioscience) com a
excitacao ajustada em 488 nm. A emissao foi detectada no canal FL-1 (515-545
nm). Dez mil eventos foram registrados para cada amostra e os dados foram

analisados usando FlowJo v. 10.7.
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2.12 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism 8 (2365
Northside, CA, EUA). O valor de CCsp utilizou um intervalo de confianga de 95%,
apresentado como média + desvio padrdo (DP), calculado por uma curva de
regressao nao linear. Os dados de hemolise e estresse oxidativo SAo expressos
como médiaterro padrdo da média (SEM) de trés experimentos separados. As
comparacdes estatisticas entre os grupos foram analisadas com ANOVA de uma
via. Varios testes pds-hoc de comparagdo entre os grupos foram realizados pelo
teste de Bonferroni. A diferenca entre os grupos controle e tratado foram

consideradas significativas quando p<0,05.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

A herpetofauna desempenha um papel fundamental, seja como presa ou
predador, na cadeia alimentar da comunidade global de biodiversidade. O Brasil
possui a terceira fauna de répteis mais rica do mundo com 795 espécies
documentadas até os dias de hoje, das quais 218 espécies vivem em areas de
restinga e 24% dos répteis identificados se encontram no entorno do Delta do
Parnaiba'#?2. Os répteis tém baixas exigéncias de fatores ambientais,
principalmente umidade, pois sua pele coberta de escamas evita a
evapotranspiracao.

Esta importante caracteristica fisiolégica permite que esses animais
alternem entre ambientes Umidos e secos. A regido do Delta do Parnaiba, no
nordeste do Brasil, € uma area de transi¢do entre a caatinga e a floresta tropical,
terminando na area de vegetacao costeira, um mosaico de diferentes habitats com
temperaturas variando de 22 a 33°C e uma estacdo seca prevalente!*3. O veneno
de Bothrops moojeni (Figura 1A e B) é uma rica fonte de moléculas de interesse
para a saude, com potencial para se tornarem novos medicamentos!44145,

O veneno coletado do espécime de B. moojeni foi fracionado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e as fragBes resultantes foram

analisadas por espectrometria de massa (MS/MS) levando ao isolamento e
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identificacdo de alguns de seus componentes. O cromatograma total resultou na
separacao de aproximadamente 51 fracbes com absorbancia em 216 e 280 nm
(Figura 1C). Selecionamos uma regido deste cromatograma do veneno bruto
original (marcado sob a linha verde na Figura 1C) de ~35 min a ~45 min e o
fracionamos em recromatografia RP-HPLC, isso resultou em 8 fracdes distintas,
gue foram entédo submetidas a espectrometria de massa.

Um peptideo, posteriormente denominado BmT-2, foi identificado na fragéo
com tempo de retencao de 23,6 min. O espectro MS/MS deste peptideo, obtido por
espectrometria de massa de ionizacao por dessorcao a laser assistida por Matrix —
tempo de voo (MALDI/TOF), permitiu a determinacdo de sua estrutura primaria
como FPWL(I)L()S-NH2 (Figura 1D). Uma confirmacdo final dos residuos
isobaricos foi obtida com o método de sequenciamento de degradagdo de EDMAN.

Com base em sua sequéncia primaria, BmT-2 foi classificado como da
familia das triptofilinas, que foram primeiramente isoladas da secrecdo cutanea do
anfibio Phyllomedusa rohdei!*6. As regides conservadas nas estruturas primarias
das triptofilinas sédo usadas para classifica-las em trés grupos.

A maioria das triptofilinas apresenta um residuo de triptofano (Trp/W) na
posicdo 2 do C-terminal e um ou 2 residuos de prolina nas posicées 2 e 3 do N-
terminal'4’. O BmT-2 se enquadra no grupo tipo 2 desta classe de peptideos, que
inclui peptideos de diferentes tamanhos, baixo peso molecular, compostos por
aproximadamente 6 residuos de aminodacidos, geralmente amidados e com
residuos paralelos de triptofano (Trp) e prolina (Pro) no carboxi terminal. ISso nos
permitiu concluir que descobrimos um novo peptideo pertencente a um grupo de
moléculas que foi descrito anteriormente apenas em anfibios. Em resumo: a
nomenclatura se refere a “Bm” nome da espécie da serpente; “T-2", triptofilina do

grupo 2.
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Figura 1. Bothrops moojeni (Figura 1, A e B). Perfil cromatogréafico do extrato do
veneno obtido da serpente B. moojeni (C). (D) Espectro de ionizacdo/dessorcao
obtido por espectrometria de massa assistida por matriz — tempo de voo (MALDI-
TOF). (Fotos: Peter Eaton).

Recentemente foi reportado que uma triptofilina secretada por glandulas da
pele de Pithecopus azureus no momento larval que antecede a mudanca para o
ambiente terrestre possui atividade antioxidante em ensaios em células em
modelos de microglia humana e de camundondos?°. Desta forma, decidimos testar
a atividade antioxidante deste novo peptideo encontrado em veneno de cobra,
BmT-2. Iniciamos medindo sua atividade de eliminacdo de radicais in vitro com
ensaios baseados em produtos quimicos. A capacidade antioxidante do BmT-2
contra o radical ABTSe foi de 795,94+19,88 uM/g. Resultado semelhante foi
observado quando o BmT-2 foi utilizado para proteger a fluoresceina dos radicais
livres derivados do AAPH, quando apresentou atividade antioxidante de
673,72+5,96 uM/g.

Poucos estudos exploraram a potencial atividade antioxidante das
triptofilinas. Um desses estudos investigou a atividade de eliminagéo de radicais de

varios peptideos de triptofilina L secretados pelas glandulas dorsais da pele de
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Litoria rubellat*®. Dois desses peptideos, S—P-W-L (OH) e F—P-W-L (NH>2),
apresentaram forte atividade antioxidante em relagdo ao radical ABTS%,

A citotoxicidade do BmT-2 foi analisada avaliando sua atividade hemolitica
contra hemécias humanas (heméacias; tipo O*). Em qualquer concentracdo testada
(de 12,5 a 400 pg/mL), o peptideo ndo rompeu as membranas celulares (Figura
2A). Em outro conjunto de experimentos com hemacias, avaliamos o efeito protetor
do BmT-2 contra a hemdlise induzida por AAPH. O peptideo protegeu eficazmente
as hemacias da hemolise quando presente em concentracdes de 25 a 400 pg/mL
(Figura 2B). Vale ressaltar que os resultados mais expressivos foram encontrados
para as concentracdes de 50 e 100 ug/mL, que demonstraram atividade protetora

superior a 75% (Figura 2B).

A B

- i *

100 — I 100
£ 751 5 Lk

w 2 'g
2 E 50 g > 501
o 2 = m
N 0 "o
2 25 E @ 25
+ 0 o =
w > T c

u T T L T T n- L) T T 4

Ctrl 400 200 100 50 25 12.5 A T 400200100 50 25125
BmT-2 [pg/mL) BmT-2 {pg/imL)

Figura 2. Experimentos com glébulos vermelhos humanos (RBCs). (A) Atividade
citotoxica de BmT-2 em hemacias humanas. O grupo controle (Ctrl) continha
apenas eritrocitos e DMEM (controle negativo). (B) Efeito anti-hemolitico do BmT-
2. O asterisco (*) representa diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em
comparacao com o controle negativo de eritrocitos humanos tratados apenas com
AAPH (grupo A). Trolox foi usado como controle positivo (grupo T) Resultados

expressos como médiatSEM, N=3.

Demais triptofiinas, como AcT-3 (EGKPYWPPPFLPE) e PsT-1
(KPPPWVPV) identificadas em secre¢des de Phyllomedusinae ssp., tiveram suas
propriedades hemoliticas avaliadas contra eritrocitos de cavalo. Ambos os
peptideos ndo apresentaram efeito hemolitico em concentracdes entre 10 e 160

uM149:150 Embora os eritrécitos utilizados nos estudos citados n&do sejam de origem
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humana, os resultados sdo semelhantes aos obtidos no presente estudo, pois
observamos o0s melhores niveis de protecdo contra hemdlise entre as
concentragdes de 100 a 50 pg/mL do peptideo.

Além da atividade hemolitica, também avaliamos o potencial citotoxico do
BmT-2 contra a linhagem celular SK-N-BE(2) (neuroblastoma humano). O ensaio
de viabilidade celular MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)
demonstrou que a metade da concentragao citotoxica maxima (CCso) de BmT-2 foi
de 1.733+15,33 pM. Este resultado indicou que BmT-2 seria citotoxico para células
de neuroblastoma SK-N-BE(2) apenas em concentracdes milimolares.

Em seguida, ensaios de dano ao DNA foram conduzidos para avaliar o
potencial do BmT-2 para proteger o DNA do dano oxidativo in vitro. O dano ao DNA
em um sistema de reacdo contendo AAPH foi confirmado por niveis aumentados
da banda correspondente ao DNA linear e niveis diminuidos da banda
correspondente ao DNAem seu enovelamento nativo (Figura 3). A 4.000 ppm,
BmT-2 preveniu significativamente a degradagéo do DNA induzida por AAPH para
sua forma linear (Figura 3C). No geral, os resultados dos ensaios de eliminagéo de

radicais in vitro convergem para o potencial antioxidante do peptideo.

3 Control
A C 1000 ppm 4000 ppm C 1000 ppm 4000 ppm B
42 &3 1000 ppm
+ + + + + + ’ mm 4000 ppm
= 0.
S
-~
0
g
a
AAPH + + +

Figura 3. (A) BmT-2 protege o DNA contra danos oxidativos induzidos por AAPH
in vitro. (B) Niveis normalizados de bandas enoveladas de plasmideo; (C) Niveis
normalizados de bandas lineares de plasmideo. Painel mostra duas réplicas

técnicas. Os dados foram analisados usando ANOVA de uma via seguida pelo teste
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post hoc de Bonferroni. O asterisco (*) denota uma diferenca estatisticamente

significativa; p<0,05, N=2.

Uma importante abordagem para estudar as propriedades antioxidantes de
compostos € a determinacdo de sitios ativos que séo capazes de interagir com
radicais livres e espécies carregadas. Para tanto, foi realizada uma analise
comparativa envolvendo o peptideo BmT-2 e outros antioxidantes comuns. A
Figura 4 ilustra o IFCA e PEM de BmT-2 (Figura 4A) e seu MDA comparativo
(Figura 4B) em relacédo aos compostos antioxidantes Trolox, Melatonina, Vitaminas
C e E, Glutationa, GHK, L-carnosina e Salamandrina |.

As estruturas coloridas representam a distribuicéo dos valores IFCA/PEM na
estrutura do BmT-2. As cores vermelha e azul representam, respectivamente, sitios
reativos (carregados negativamente) e ndo reativos (carregados positivamente),
enquanto os valores intermediarios sdo definidos de acordo com uma escala
RGB9,
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Figura 4. Descritores de reatividade local para BmT-2: (A) IFCA em relacdo a

nucleodfilos (f+), eletréfilos (f-), radicais livres (f0) e PEM (potencial eletrostatico

53



molecular). (B) Mapa doador-aceptor: indices BmT-2 (estrela) em relacdo a outros

antioxidantes (circulos).

Nota-se que BmT-2 apresenta alta reatividade em aminoacidos aromaticos,
ou seja, Phe é dominante para reacdes com agentes nucleofilicos, enquanto Trp
domina a reatividade em relagéo a agentes eletrofilicos. Também foi possivel notar
a partir de fO que Phe e Trp possuem reatividades semelhantes em relagédo aos
radicais livres. Em geral, o potencial eletrostatico € dominado por sitios terminais.
Considerando o mapa doador-aceitador (MDA), o BmT-2 pode ser definido como
um bom aceptor de elétrons e um mau doador de elétrons (principalmente em
relagdo ao Trolox e a Vitamina E), sendo muito semelhante a Salamandrina-l e a
Vitamina C.

Com o objetivo de avaliar as interacbes efetivas envolvendo BmT-2,
simulacdes de dindmica molecular com campo reativo (DMCR) foram realizadas
para sequéncias de BmT-2 na presenca de moléculas de 4gua e AAPH. A Figura
5 ilustra alguns representativos instantaneos obtidos durante tais simulagdes. Os
resultados evidenciam a existéncia de interagdes Tr-1r significativas entre os
residuos Phe e Trp de peptideos adjacentes, que sdo estaveis ao longo da
simulacéo (ver Figura 5A). Além disso, é possivel notar uma acéo efetiva de Phe
e Trp com AAPH degradado (obtido durante a evolugdo do DMCR), envolvendo
interacdo co-facial e ligacbes de hidrogénio para Phe-AAPH e Trp-AAPH,

respectivamente.

degradado AAPH

Figura 5. Interacdes relevantes identificadas por simulacbes DMCR: (A)
Empilhamento Phe-Trp m-1; (B) Interacdo entre Phe e AAPH degradado e (C)
Interacao entre Trp e AAPH degradado.

54



De acordo com sua definicdo, IFCA descrevem interagcbes moleculares
envolvendo deformacédo espacial dos orbitais de fronteira (DEOFs), que sé&o
conhecidos como processos ‘“soft-soft”151.128.152 por outro lado, efeitos
eletrostaticos, conhecidos como interagdes “hard-hard”®3, sdo descritos pelos
PEMs. Uma vez que ambas as interacdes significativas apresentadas na Figura 5
ocorrem em centros reativos identificados pelo IFCA, € possivel propor que a
atividade biol6gica de BmT-2 seja governada principalmente por interagdes “soft-
soft”, possivelmente envolvendo processos de transferéncia de carga. Em
particular, o bloqueio dos centros ativos de Phe e Trp devido a interagdes -1 (Fig.
5A) o que poderia explicar a atividade reduzida de BmT-2 em solu¢cdes muito
concentradas (ver Fig. 2).

O fator nuclear 2 relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf2) € um importante fator
de transcricdo contra o estresse oxidativo®*. A via KEAP1-NRF2 é a principal
resposta protetora contra estresses oxidativos e eletroliticos. Em condicfes
homeostaticas, KEAP1 faz parte de uma ubiquitina ligase E3 responséavel pela
estrita regulacdo da atividade do fator de transcricio NRF2, levando-o a
ubiquitinacdo e degradacdo dependente de proteassomal®®.

O estresse causado por EROs e/ou ERNs ativa um mecanismo molecular
facilitado pelas cisteinas do sensor em KEAP1, permitindo que NRF2 escape da
ubiquitinacdo. O acumulo de NRF2 na célula possibilita sua translocacéo para o
ndcleo, onde prossegue com seu programa de transcricdo antioxidante mediado
por fatores de pré-transduc&o®’-%%,

Para analisar o potencial antioxidante do peptideo, células Neuro2a foram
tratadas com arsenito, um conhecido indutor de EROs'%¢. Trés horas apds o
tratamento com arsenito, encontramos niveis mais elevados de NRF2 (Figura 6),
um fator de transcricdo que controla a expressao de varias enzimas antioxidantes
por ligacdo ao elemento de resposta antioxidante, confirmando o estresse oxidativo.
Apos incubagdo com 100 uM de BmT-2, o tratamento com arsenito ndo aumentou
os niveis de NRF2, o que indica que o peptideo foi eficiente em conter o estresse
oxidativo gerado pelo composto quimico (Figura 6B). Em seguida, medimos 0s
niveis de proteina de superoéxido dismutase-2 (SOD2), um antioxidante sob controle
de NRF2. Um padrdao semelhante foi observado na mesma concentragdo de
peptideo, embora nenhuma significancia estatistica tenha sido obtida (Figura 6C).

A SOD-2 é uma enzima antioxidante com funcdo de desintoxicagcéo contra EROs.
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Localiza-se na matriz mitocondrial e esta envolvido na modulacdo de diversos

processos celulares!®’:158,
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Figura 6. BmT-2 apresenta potencial antioxidante em células Neuro2a. (A) Andlise
de Western blot para NRF2, SOD2 e 3-actina em extratos celulares totais de células
Neuro2a tratadas com arsenito, BmT-2 ou sua combinacdo; (B) Niveis
normalizados de NRF2; (C) Niveis normalizados de SOD2. Os dados foram
analisados com ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Bonferroni. A
exibicdo de letras compactas indica que o0s grupos que nao compartilham letras sao

estatisticamente diferentes entre si (p<0,05), N=3.

A produgéo excessiva ou descontrolada de ERO pode resultar em danos
celulares e vérias condi¢des patoldgicas neurodegenerativas. O NRF2, um fator de
transcricdo relacionado a ativacdo de genes de protecdo celular, € um alvo
terapéutico atraente para prevenir doencas neurodegenerativas!®® uma vez que os

marcadores de dano celular (proteinas, enzimas e acidos nucleicos) derivados de

56



espécies reativas de oxigénio (ERO) tém sido associados a danos cerebrais e
diversas doencas, como Alzheimer®®, Parkinson'®1162 Huntington'®® e esclerose
lateral amiotréfical®.

A composi¢cado bioquimica neuronal é particularmente suscetivel a EROs,
pois € envolta por lipidios insaturados, que sdo instaveis a peroxidacdo e
modificacdo oxidativa. As duplas ligacdes desses acidos graxos insaturados sao
areas cruciais para a agéo dos radicais livres, potencialmente desencadeando uma
cascata que danifica os &cidos graxos insaturados!65166,

Alguns peptideos derivados de fontes animais possuem propriedades
antioxidantes neuroprotetoras relevantes. O peptideo potencializador de
bradicinina-10C (BPP), encontrado no veneno de B. jararaca, demonstrou efeito
protetor contra a toxicidade induzida por peroxido de hidrogénio (H202) em células
SH-SY5Y (CRL-2266) ATCC, na concentracéo de 0,1 ug/mL.

Um grande numero de moléculas antioxidantes € secretado pelos
anfibios'%8. Por exemplo, Ocellatin-K1 (1-16) e Ocellatin-K1 (1-21), identificados na
secrecdo cutanea de Leptodactylus vastus, minimizaram a producdo de estresse
oxidativo (EROs) induzido por lipopolissacarideos no hipocampo de
camundongos?®°,

Por fim, validamos ainda mais a atividade antioxidante de BmT-2 em células
de cultua usando citometria de fluxo apds a marcacédo de Sk-N-BE(2) estimuladas
com forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) com sondas fluorescentes. Descobrimos
gue BmT-2 demonstrou uma reducdo significativa nos niveis de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) (Figura 7).

As espécies reativas de oxigénio/nitrogénio contribuem para o dano celular
neuronal em doencas neurodegenerativas, modulando a funcédo de biomoléculas.
O tratamento da linha celular de neuroblastoma humano Sk-N-BE(2) com 50 e 100
uM de BmT-2, reduziu significativamente os niveis de ERO (Figura 7B). Para ERN,
por sua vez, uma reducdo significativa foi observada apenas a 100 uM de BmT-2
(Figura 7C).

As espécies reativas envolvidas na neurodegeneracgédo incluem peroxido de
hidrogénio (H202), anion superéxido (O?-) e hidroxila altamente reativa (OH*), bem
como espécies reativas de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), que podem causar
efeitos deletérios a neurdnios por doencas exdgenas e endégenas?’. Moléculas

antioxidantes podem interromper ou reduzir as reagdes em cadeia de oxidacdo
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responsaveis pelo dano celular, geralmente envolvendo processos complexos de

desativacao de radicais livres, mecanismos de transferéncia de carga e/ou reacfes

quimicas®®.
A Ensaio de células de neuroblastoma humano (RMNS e ROS)
Time line
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Figura 7. BmT-2 mostrando propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. (A)
Cronograma do ensaio. (B) A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
(C) espécies reativas de nitrogénio foram induzidas por forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA) em células Sk-N-BE(2), que foram tratadas com 50 e 100 uM de
BmT-2. Controles: DMEM (controle negativo) e DMEM + PMA (controle positivo). A
exibicdo de letras compactas indica que os grupos que nao compartilham letras sao

estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).

4. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o peptideo BmT-2 encontrado no veneno de B.
moojeni é a primeira triptofilina identificada e totalmente caracterizada em
serpentes e possui atividade antioxidante in vitro e inibindo o estresse oxidativo em

células em cultura do sistema nervoso (neuroblasto). Os ensaios ABTS, ORAC,
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danos no DNA e hemdlise induzida por AAPH demonstraram que ele possui
capacidade de eliminacdo de radicais. O peptideo também apresentou baixa
toxicidade contra hemacias humanas (RBCs)/O* e células de neuroblastoma.

Estudos in silico indicaram a relevancia dos residuos aromaticos do BmT-2
em suas propriedades antioxidantes permitindo uma melhor compreensao do
mecanismo referente as suas atividades. Isso como perspectiva permitira o
direcionamento de modifica¢cdes quimicas para aumentar a atividade de um futuro
farmaco.

O peptideo também pode modular a ativacdo de NRF2 induzida por arsenito
em Neuro-2a e mitigar a superproducdo de EROs e ERNSs, induzida por PMA em
células Sk-N-BE(2). Apesar de nossos resultados promissores, ainda sé&o
necessarios mais estudos para entender os mecanismos de acéo subjacentes aos

efeitos antioxidantes do BmT-2, especialmente em circunstancias in vivo.
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CONCLUSAO FINAL

Em resumo, o trabalho desenvolvido com os peptideos sintetizados a partir
dos estudos sobre serpentes, demonstrou ser uma 6tima fonte de biomoléculas de
interesse da saude que podem ser direcionadas futuramente para o
desenvolvimento de farmacos, onde o veneno desses animais, representam
misturas complexas de substancias bioativas como proteinas e peptideos com as
mais diversas func¢des farmacoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas.

No processo de desenvolvimento desse estudo, o trabalho corrobora para
potencializadoras moléculas com atividade antibacteriana, antileishmania e
antioxidante. Os efeitos citotoxicos apresentados para os peptideos BatxC,
BatxC(C-2.14Phe)des-Phel, BatxC(C 2.15Phe) e BmT-2 foram baixos em
concentracbes micromolares (uM), proporcionando efeitos bactericidas e
leishmanicidas (promastigota e amastigota) e efeitos antioxidantes, apontando
relevancias para tratamentos de doencas negligéncias, bem como, neuroprotetora
de interesse a saude publica.

Os estudos desenvolvidos no primeiro capitulo dessa tese, demonstrou que
0s peptideos sintéticos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phel, BatxC(C 2.15Phe)
tiveram um efeito positivo em membranas de bactérias e L. amazonensis. Através
dos experimentos realizados e confirmacdo por Microscopia de Forgca Atdmica
(MFA) conseguimos demonstrar que esses peptideos atuam diretamente na
membrana desses microorganismos, devido ao seu potencial catidnico confirmado
por ensaios in silico realizados para determinar sua conformacéo estrutural. Outro
aspecto importante observado foi o fato da diminuigéo de amastigotas interiorizadas
em macréfagos peritoneais de BALB/c, conseguimos demonstrar que nossos
peptideos sintéticos conseguem reduzir em concentracdes micromolares a carga
parasitaria no interior desses macrofagos. O mecanismo para tal feito ainda
necessita ser elucidado, porém os resultados apresentados foram estatisticamente
significativos para p<0,05 para os 3 peptideos testados.

O segundo capitulo, a partir da descrigdo da primeira triptofilina encontrada
no veneno de uma serpente (B. moojeni), o peptideo BmT-2 testado, apresentou
atraves de estudos in vitro (ABTS, ORAC e quebra do DNA) potencial antioxidante,

para além de conseguir em concentracdo de 50 e 100 pM reduzir o estresse
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oxidativo a partir da diminuicdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO
e ERN) em células SK-N-BE(2) e diminuir a expressdao NRF2 e SOD2 em células
Neuro2a, demonstrando ser um agente diminuidor de estresse e vias metabdlicas.
Conseguimos demonstrar através dos ensaios de quebra de DNA, que numa
concentracdo de 4000 ppm do peptideo, ele protege a quebra na forma linear
(desenrolada), com resultados expressos significativamente de p<0,05. Para além
disso inferimos seu valor citotéxico, onde concluimos que para obter um efeito
toxico para células, o peptideo BmT-2 precisaria estar em concentracbes
milimolares (mM), o que é constado através dos ensaios com células SK-N-BE(2).
Em eritrocitos humanos, para além da confirmacéo de néo toxicidade do peptideo,
demonstramos que o mesmo foi capaz de proteger as células contra a hemolise
induzida por PMA, com resultados significativos para p<0,05 entre as
concentracdes de 25 a 400 pg/mL do peptideo.

Os efeitos produzidos a partir dos estudos com BmT-2, sugere que através
de sua relacdo eletrostatica e seu residuo aromatico estrutural, o peptideo BmT-2
€ um bom doador de elétrons o que quimicamente correlaciona com os possiveis
fatores potencializadores dos efeitos antioxidantes produzidos experimentalmente.

A identificacdo de novas moléculas a partir do veneno de serpentes,
demonstrou ser eficaz com os métodos empregados, mesmo assim a analise das
estruturas e emprego dessas moléculas, demandam maiores esforcos para
entendimento dos possiveis mecanismos de acdo desses peptideos. Planear os
passos a seguir, compreende um esforco para uma possivel sequéncia promissora
de estudos desses peptideos, assim sendo, um passo para futuros farmacos de

interessa a saude humana.
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ANEXOS

Anexo |
Purificacdo dos peptideos sintéticos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC-
(C-2.15Phe)
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Cromatogramas analiticos na coluna RP-HPLC C18 do BatxC e analogos de

peptideos sintéticos. A =216 nm
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Anexo |l
Confirmacéo por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF) dos peptideos BatxC,
BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC-(C-2.15Phe) de acordo com a relacéo
massa/carga
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Anexo Il
Purificacdo do peptideo sintético BmT-2 (triptofilina)
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Anexo IV
Confirmacéo por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF) dos peptideos BmT-2 de
acordo com a relacdo massa/carga
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Anexo V
Ensaio de viabilidade celular contra promastigotas de L. amazonensis dos
peptideos BatxC, BatxC(C-2.14Phe)des-Phel e BatxC(C-2.15Phe)
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Os resultados sédo expressos como média de absorbancia de MTT * desvio
padrao (SD) de experiéncias independentes (n=2).
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Anexo VI
Ensaio de citotoxicidade para o peptideo BmT-2 em células SK-N-BE(2)
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Os resultados sédo expressos como média de absorbancia de MTT * desvio
padrao (SD) de experiéncias independentes (n=3).
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Anexo VII

Licenca CGEN para acesso patriménio genético do material biolégico estudado.

Ministério do Meic Ambiente

CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADD

Tipo de Usuana:
Responsavel pelo cadastro:
Objeto do Acesso:

0O acesszo foi realizado antes de
17/11/2015 ou obteve autonzacio de
acesso antes de 17/11/20157

Finalidade do Acesso:

Estas atividades sio baseadas em
acesso realizado anteriormente?:

Este cadastro esta vinculado a
cadastro anterior de remessa?

Patrimbnio Genético
Titulo da Atividade:

Titulo da Atividade em inglés:
Resumo da atividade {incluindo

objetivos e resultados esperados ou
obtidos, conforme o caso)

Resumo ndo sigiloso da Atividade em
Inglés

Palavra(g)-chave:

Palavra(s)-chave em inglés:

Pericdo das Atividades:

Cadastro de Acesso N* AESF104

INDEPENDENTE

80478352115

Patriménlo Genético

N&o, sem solicitagio de autorizagio em tramitacéo

Pesquisa

Nio

Nao

Prospecgéio de Peptidecs Bioativas a partir do veneno de
Bothrops moojen| da regldo do Delta do Parnaiba.

Prospecting of Bloactlve Paptides from Bothrops moojen| venom
from the Parnaiba Delta region.

Purlficar e caracterizar peptidecs antimicroblanos com agio
antiparasitiria a partir do veneno da Botrhops Moojenl colatada
na regldo nordesta do Brasil. Coleta de material blolégico a
consttulgdo do banco do venano. lsolameanto e caracterizacio de
peplideos antimicroblanos por técnicas de cromatografia de alta
eficiéncla associadas com espectrometria de massa.
Seguenclamento dos peptidecs bloativos identificados.Sintesa
quimica em fase solida de peptideos selecionados. Ensaios
bioldgicos antileishmania in vitro. Ensalos de citotoxicidade in
vitro a células da mamiferss. Uso da téenlcas avangadas de
microscopla como microscopla de forga atdmica, fluorescéncia e
MEV para estudos de macanismos de agio.

Tha study of Bothrops moojenl venom from the Parnaiba Dalta
reglon, In the states of Plaui and Maranhio, may be a viable
alternative for the characterization of new antimlcroblal peaptides.
The extraction and isolation of new molecules of health interast
and with antiparasitic capacity is of paramount importance for the
identification of new drugs, bacoming an alternative in the fight
against microorganisms pathogenic to human and veterinary
health.

Paptidess antimlerablanos, Bothops moojenl, Bioteenologla,
antiparasitario.

Antimicroblal peptides, Bothops moojeni, blotachnology,
antiparasitic
01/03/2018

Ainda ndo iniciado ou em execugao
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Equipe

Noma Complato Documento Instituigao Nacionalidada
Jose Roberto de Souza de Almeida L . T83.521- Universidade de Brasilia Brasil
Anderson Dematei E12.018 Universidade de Brasilia Brasil
Samuel! Ribeiro Costa 427 311 Universidade de Brasilia Brasil
Guilherme Dotto Brand = 052.081-" Universidade de Brasilia Brasil
Jodo Bueno Nunes . 781.518-7 Universidade Brasilia Brasil

Sobre o Componente do Patrimdnio Genético Acessado

0 acesso ao patrimbnio genético sera Nio
realizado em area indispensavel a

seguranga nacional ou dguas

junisdicicnais brasileirag, plataforma

continental e zona econdmica exclusiva:

Tipo de Componente: Fauna
Nome Cientifico: Bothops moojeni
Reino: Animalia
Fila/Divis&o: Cordata
Classe: Reptilla
Ordem: Sguamata
Familia: Viperidae
Nome(s) popular{es): Calgara
Trata-se de variedade tradicional local ou Nio
crioula ou raga localmente adaptada ou

crioula?

Sobre a Procedéncla Do Patriménlo Genético

Procedéncia da amostra: In situ

UF: MA

Municipio: Araloses
Latitude: FEI"0.24'S
Longitude: 41° 54" 011"W
EVTH TN Castinga

Data da coleta 20M10/2017
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Parceria com Ingtituigio Nacional

CHNPJ  06.517.387/0001-34 Nome Universidade Faderal do Plaui
Estado Pl Municipio  Pamalba CEP  64202-0X Endereco Av. S3o Sebastido, n® 2819 -N
Contato Anderson Guzzl  Telefone +5586999822290 Email guzzi@ufpl.br

Esta instituican possui acionistas controladores ou socios N
que s3o0 pessoas naturais ou juridicas estrangeiras?

Parceria com Instituigio sediada no exterior

Mome  Universidada de Lisboa
Estado Lisboa Municipio Lishoa CEFP 1649-028 Endereco Avenida Professor Enas Moni:

Contato Peter Eaton Telefone +351 21 799 9411 Email pete.caton@amall.com

Resultados Obtidos
Qutros resultados

Tipo de Resultado: Resultados da Pesquisa

Resumo dos resultados obtidos: Uma tese de doutorado com foco neste projeto identificou
alguns paptideos no veneno que alnda esta a sar
caracterizados.

Data do Cadastro: 29/04/2018 17:09:13

Situacao do Cadastro: Concluido

Cunselho de Geslao do Paliimdnio Genelicw
Situacdio cadastral conforme consulta ac EisGen em 10:541 de 18/05/2024_

WWAYS SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

00 PATRIMOMIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
FANS AN ASSOCIADO - SISGEN
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Anexo VIl

Projeto FAPDF de mobilidade internacional aprovado que permitiu a realizacao de

experimentos no IMM/Lisboa e na Universidade do Porto na Faculdade de
Ciéncias (FCUP).
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ABSTRACT: Snake venoms are important sources of bioactive
molecules, including those with antiparasitic activity. Cathelicidins
form a class of such molecules, which are produced by a variety of
organisms. Batroxicidin {BatxC) is a cathelicidin found in the

venom of the common lancehead (Bothrops atrox). In the present ©
work, BatxC and two synthetic analogues, BatxC(C-2.15Phe) and
BatxC(C-2.14Phe)des-Phel, were assessed for their microbicidal
activity. All three peptides showed a broad-spectrum activity on
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interaction with membranes. Biomimetic membrane model studies

demonstrated that the peptides exert a permeabilization effect in prokaryotic membranes, leading to cell morphology distortion,
which was confirmed by atomic force microscopy (AFM). The molecules considered in this work exhibited bactericidal and
leishmanicidal activity at low concentrations, with the AFM data suggesting membrane pore formation as their mechanism of action.
These peptides stand as valuable prototype drugs to be further investigated and eventually used to treat bacterial and protozoal
infections.
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In addition to the morphophysiological chang ienced hibi
during metamorphosis, lhey musl also deal wnh a dnﬂerem set of em'n'm\-
mental constraints when they shift from the water to the land. We found
that Pithecopus azureus secretes a single peptide ([M + H}+ = 658.38 Da) at the
developmental stage that precedes the onset of terrestrial behaviour. De novo
peptide and cDNA sequencing revealed that the peptide, named PaT-2, is
expressed in tandem and is a member of the tryptophyllins family. In silico
studies allowed us to identify the position of reactive sites and infer possible
antioxidant mechanisms of the compounds. Cell-based assays confirmed the
predicted antioxidant activity in lian microglia and neuroblast cells.
The potential neuroprotective effect of PaT-2 was further corroborated in
FRET-based live cell imaging assays, where the pepnde ptm'emed hpopoly-
saccharide-induced ROS production and in

microglia. In summary, PaT-2 is the first pepude expressed during the onto-
geny of P. azureus, right before the me!amcrphoslng lmglet leaves the
aquatic envirn to occupy ial habi idant activity
of PaT-2, predicted by in silico analyses and confirmed by cell-based assays,
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Abstract: Background: The antimicrobial peptides (AMPs) are mostly derived from the skin secretion of
amphibians, which stand out for presenting a wide range of activities against bacteria, fungi, viruses and
protozoa. The present study aimed to catalogue the applicability of bioprospection of antimicrobial peptides
extracted from amphibians for the development of new drugs in terms of pharmacological innovation; 2)
Methods: this is an integrative review, with descriptive and cross-sectional content. The study was carried out
by searching scientific articles, in the following databases: BVS, SciELO, Lilacs, Pubmed and Medline. The articles
included in this study approached bioprospecting and pharmacological innovation aspects, pointing out to
specific information about peptides found on the skin secretion of amphibians; 3) Results: The first reported
study about AMPs from South America enabled the discovery of four new peptides identified from the skin of
the Patagonian frog Pleurodema thaul, one of these denominated Thaulin-l, and its main antimicrobial activity
was observed against Escherichia coli. The antiviral activity of the AMPs was observed by the study that
demonstrated the action of Dermaseptin 01 (DS-01) against Dengue virus type 2, Herpes simplex virus type |
and Vaccinia virus; 4) Conclusions: Consequently, it is possible to infer the eminent possibility of bioprospection
of antimicrobial peptides extracted from the skin secretions of several species of amphibians and their
applicability to research and innovation in health.

Key words: Antimicrobial activity; Amphibians; Bioprospecting; Innovation
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Synthesis and evaluation of the effect of
batroxicidin (BatxC) and analogues on
antibacterial and leishmanial activity
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ABSTRACT

In this current study, the Antimicrobral Peptides (AMPs) Batroxcidin {BawxC) and two analogues were
synthetized and had their activity tested against Escherichio colf ATCC 25%22, Pseudomonas geruginosa
ATCC 27853, Enterococcus foecalis ATCC 29212, Staphylococcus aurens ATCC 29113, and one ischted
from Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli mukiple drug resistant (MDR). The
group evaluated their kishmanicide activity against Leshmdma (L) dmdzonensis  promastigotes
(MHOM/BR/73/M2269), their voxicity in lineage |774 (M@ |774) macrophages and immortalized human
keratinocytes (HaCaT). SITOX™ Green was used to evaluate the membrane integrity and Aromic Force
Microscopy (AFM) to study the effects on the cell surface. Both the BaixC and its analogues (BaoeC
(K20—F20) and BawmxC (K20—F10) AF) were chemically synthesized by solid phase peptide synthesis
(SPP5), purified by RP-HPLC and confirmed by MALDI-TOF Spectrometry. The minimal inhibitory
concentrations (MIC) of BaoxC to E. col, P. aeruginosa, E foecalis, 5. aureus and MOR 5. aureus, P, geruginosa
and E. coli were 047, 094, 7,51, 7.51, 7,51, 0.94 and 0,94 uM, of BarwC (K20—F20) AF were 0,48 097,
7.75, 3.87, 1,94, 0,94 and 0,48 pM, and of BarxC (K20—F20) 0,93, 187, 748, 3,74, 1,87, 0,93 and 0,93
pM. The 1IC50 vales of BaceC, BaoeC (K20 —F20) AF e BaeC (K20—F20) against L. amazonensis
promastigotes were 4,90, 8.86 e 6,73 pM, the cyrotoxicity to M@ 774, 1,60, 3,51 e 114 pM, and to
HaCaT 21.74, 34.07 e 2540 yM. To determination of the L. amazonensis membrane integrity, the porosicy
growth was analyzed with the EC50 and 2xECSD values compared to the controls. Through AFM was
possible to observe the pores within the MIC for E coli and IC30 for the leishmanicide activity, The
peptides studied in this work showed potential anti=bacteria and antileishrmania activities and the AFM
images suggests that its activities occur through pore formation on the pathogen membrane.
Acknowledgments: FAPDF (Grant number 00153.00001%37 / 2018-83). A.D. Thank CMNPg for the FhD
scholarship.

Keyword: Antimicrobial peprides, Cell cytotoxicity, Snake, Anti-leishmania activity.
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