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“Temos de fazer o melhor que podemos. Esta é a nossa sagrada
responsabilidade humana”.

Albert Einstein
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RESUMO

A peconha de escorpido apresenta uma diversidade de moléculas bioativas com
agao sobre o sistema fisiologico o que pode ser considerado um excelente
modelo na busca ou desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas com
potencial farmacolégico. Em destaque os peptideos antimicrobianos e
imunomoduladores sdo moléculas que vem sendo explorados em estudos no
controle da inflamacé&o crénica causada por infecgdes bacterianas. Aqui, usamos
o0 desenho racional para produzir um peptideo bioinspirado denominado Ts-
MAP1 com base no peptideo TsAP-2 previamente isolado da toxina do escorpiao
amarelo brasileiro, Tityus serrulatus. Apos a validagao in silico a sintese quimica
foi realizada para os ensaios posteriores. O Ts-MAP1 apresentou atividade
antibacteriana e antibiofiime contra varias cepas destaque em Acinebacter
baumannii e Staphylococcus aureus. Por outro lado, foi observada atividade
hemolitica frente a eritrécitos murinos. Os ensaios de permeabilidade de
membrana e carga de superficie demonstram que o peptideo Ts-MAP1 na
concentracdo 123 uM (30 x CIM) em média permeabilizou a membrana
bacteriana em 80 min além de eletroneutralizar para as bactérias Gram-negativa
e -positiva. Os resultados de dicroismo circular para Ts-MAP1 revelaram uma
estrutura em a-hélice nos ambientes contendo SDS 30 mM e 50% de TFE. Além
disso, os resultados foram corroborados ao observado para as estruturas
resolvidas por RMN, confirmando a estrutura em a-hélice nos mesmos
ambientes. Os dados relatados aqui indicaram que Ts-MAP1, obtido por desenho

racional inspirado em toxina, pode ser um candidato para combater e controlar



Xiv
patégenos bacterianos e formadores de biofilme, além de apresentar
propriedades anti-inflamatorias.

Palavras-chaves: Peptideos antimicrobianos; Bactérias patogénicas; Toxina do

escorpiao; Erradicacao de biofilme; Potencial zeta.
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ABSTRACT

Scorpion venom has a diversity of bioactive molecules that act on the
physiological system, which can be considered an excellent model for the search
or development of biotechnological tools with pharmacological potential. In
particular, antimicrobial and immunomodulatory peptides are molecules that have
been explored in studies to control chronic inflammation caused by bacterial
infections. Here, we used rational design to produce a bioinspired peptide called
Ts-MAP1 based on the TsAP-2 peptide previously isolated from the toxin of the
Brazilian yellow scorpion, Tityus serrulatus. After in silico validation, the chemical
synthesis was carried out for subsequent tests. Ts-MAP1 showed antibacterial
and antibiofilm activity against several strains of Acinebacter baumannii and
Staphylococcus aureus. On the other hand, hemolytic activity was observed
against murine erythrocytes. The membrane permeability and surface charge
assays show that the Ts-MAP1 peptide at a concentration of 123 yM (30 x MIC)
on average permeabilized the bacterial membrane in 80 min and
electroneutralized Gram-negative and -positive bacteria. The circular dichroism
results for Ts-MAP1 revealed an a-helix structure in environments containing 30
mM SDS and 50% TFE. Furthermore, the results corroborated those observed
for the structures solved by NMR, confirming the a-helix structure in the same
environments. The data reported here indicated that Ts-MAP1, obtained by toxin-
inspired rational design, could be a candidate for combating and controlling
bacterial and biofilm-forming pathogens, as well as presenting anti-inflammatory

properties.



XVi

Keywords: Antimicrobial peptides; Pathogenic bacteria; Scorpion toxin; Biofilm

eradication; Zeta potential



INTRODUCAO

A organizagdo mundial da saude (OMS) define a resisténcia bacteriana
sendo um processo natural quando microorganismos se adaptam aos
antibioticos que previamente foram efetivos no tratamento dessas infec¢des
(MANCUSO et al., 2021). Contudo, com o passar das décadas as bactérias
desenvolveram mecanismo de resisténcia frente as antibidticos convencionais
(ASLAM et al., 2018; MANCUSO et al., 2021). Em 2017, a OMS divulgou uma
lista para as espécies com maior urgéncia com intuito de direcionar os esforgos
na pesquisa e desenvolvimento de novos antimicrobianos. O grupo ESKAPE é
um acrénimo para um grupo de bactérias conhecidas pelo elevado grau de
resisténcia aos atuais tratamentos disponiveis: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa Enterobacter spp. (DE OLIVEIRA et al., 2020; OMS.,
2017)

Biofilmes bacterianos sao responsaveis por cerca de 60 a 80% das
infecgdes (KALIA; PATEL; LEE, 2023; LEBEAUX et al., 2013). Bactérias em
forma agregados microbianos (biofiime) podem apresentar até 1.000 x mais
resisténcia frente a antibioticos convencionais (KALIA et al., 2019). Biofilmes sao
definidos como uma comunidade formada por microrganismos heterogéneos ou
homogéneos, presentes em todos os ambientes, envoltos por uma matriz
polimérica formado polissacarideos e glicoproteinas que permite a adesao a
diferentes superficies bidticas e abidticas, além de impedir a entrada de
antibidticos por meio de uma barreira fisica, além de permitir a troca horizontal

de genes, contribuindo assim para a resisténcia bacteriana e permitir a



sobrevivéncia desses microrganismos em ambientes hostis (DE MORAES et al.,
2022; Ll et al., 2022; SAHREEN et al., 2022).

Os escorpides (Arachnida) apresentam uma alta incidéncia de acidentes
domésticos devido a sua alta presenga em areas urbanas (REGINA et al., [s.d.]).
Dentre as diversas espécies presentes no Brasil, se destaca a espécie Tityus
serrulatus, popularmente chamado de escorpido amarelo. O numero de acidente
escorpiodnico cresceu 200$ na ultima década, de aproximadamente 80.000
incidentes em 2013 para mais de 180.000 em 2022 (DE OLIVEIRA et al., 2024).
O T serrulatus é a espécie com maior importancia médica no Brasil, devido a
grande variedade de componentes presente na sua peconha (PUCCA et al.,
2015). Sua pegonha possui possui uma complexa variedade de moléculas como
proteinas, peptideos em sua maioria, além de outras compostos como sais,

proteases, serotonina, histamina entre outros (COLOGNA et al., 2009).

Nas ultimas décadas, a peconha de escorpides tem se mostrado uma
abundante fonte de macromoléculas dentre elas os peptideos antimicrobianos
(PAMs), responsaveis por proteger a sua glandula que armazena a pegonha
(HARRISON et al, 2014). Com o avanco das técnicas laboratoriais de
isolamento e caracterizacio de proteinas, os estudos com pegonha de escorpidao
cresceram nas duas ultimas décadas (GUO et al.,, 2013). Usualmente, os
peptideos presentes na toxina de T. serrulatus sao classificados em trés classes,
definidas por suas caracteristicas estruturais, sendo os peptideos ricos em
residuos de glicina e prolina, peptideos sem ponte dissulfeto (PSPDs) e
peptideos com pontes dissulfeto (PPDs) (ALMAAYTAH;ALBALAS,2014)

O TsAP-2 é um peptideo classificado como PSDP derivado de uma
proteina precursora com 73 residuos que apresenta atividade antimicrobiana e
antitumoral (GUO et al., 2013; HARRISON et al., 2014). A proteina precursora
apresenta um peptideo sinal na porgao N-terminal seguida pela sequéncia ativa
com propriedades antimicrobianas, na qual é liberada apds um reconhecimento
enzimatico ‘GKR’ €& removido liberando assim o propeptideo (FONG-
CORONADO et al.,, 2024). Dentre os diversos componentes presente na
peconha do escorpido, se destaca os PAMs na qual sdao definidos como
pequenas moléculas com até 100 residuos de aminoacidos, presente em
diversos seres vivos (LI et al., 2022; MORETTA et al., 2021). Comumente, 0s



PAMs apresentam caracteristicas fisico-quimicas bem definidas como estruturas
anfipaticas e helicoidais além de cargas liquidas catibnicas responsaveis pela
interacdo com superficies hidrofébicas (LI et al., 2022; VAN EIJK et al., 2020).

Os PAMs podem ser encontrados em diversas fontes bioldgicos pela
natureza, dentre elas se destacasse os animais pegonhentos (LUO; SONG,
2021). Seu mecanismo de agao normalmente esta associado a presencga de
residuos como lisina (Lys), arginina (Arg) e histidina (His) sendo eles residuos
carregados positivamente, sendo eles responsaveis pela interagcdo com
membranas carregadas negativamente, como bacterianas devido a alta
presenca de fosfolipideos (Ml et al., 2017; WANG et al., 2019). A presencga de
residuos hidrofobico como fenilalanina (Phe) podem promovem um aumento na
atividade antibacteriana visto que auxiliam na incorporagcdo, por meio da
interacao hidrofébica com a bicamada fosfolipidica em bicamadas fosfolipidicas,

encontrados em membranas bacterianas (LEE et al., 2014; WANG et al., 2019).

Os trabalhos a seguir foram elaborados segundo as normas da Revista
ACS Publications como parte do compromisso continuo da ACS Publications de
aprimorar a experiéncia de publicacido para autores e revisores, introduzimos os
envios em “formato rapido” para todas as revistas da ACS Publications. O
objetivo dessa iniciativa € economizar o tempo e o esfor¢co dos autores na
preparacdo dos manuscritos para envio, bem como ajudar os revisores a se

concentrarem na ciéncia contida no manuscrito enviado.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar funcional e estruturalmente por meio de estudos in silico e in

vitro o peptideo Ts-MAP1, peptideo bioinspirado na toxina TsAP-2, frente a

bactérias planctonicas e formadoras de biofilme, bem como suas propriedades

imunomoduladoras

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar in vitro por meio de dicroismo circular a estrutura do peptideo Ts-
MAP1

Avaliar in vitro o potencial antibacteriano para o peptideo Ts-MAP1
Avaliar in vitro de permeabilizagdo de membrana por sytox green para o
peptideo Ts-MAP1

Realizar in vitro a medi¢cdo da carga de superficie para o peptideo Ts-
MAP1

Analisar in vitro o potencial antibiofilme para o peptideo Ts-MAP1

Observar in vitro o efeito hemolitico para o peptideo Ts-MAP1
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1. INTRODUCAO

As doengas infecciosas, especialmente aquelas causadas por bactérias
resistentes, aumentam a morbidade e a mortalidade !. A resisténcia antimicrobiana (RAM)
surgiu como uma grave preocupacao global no século 21 para os seres humanos, os
animais e o meio ambiente. A evolugdo da resisténcia em bactérias ¢ um processo natural;
entretanto, o uso indevido ou abusivo de antibidticos gera uma pressdo seletiva ndo
natural em ambientes clinicos e naturais, o que prejudica a satide humana e animal 2.
Mecanismos como a formacao de biofilme sdo essenciais para o desenvolvimento da
resisténcia bacteriana 3. Os biofilmes s3o definidos como uma comunidade formada por
microrganismos heterogéneos ou homogéneos, envoltos por uma matriz de carboidratos
que permite a adesdo a diferentes superficies biodticas e abidticas, além de impedir a
entrada de antibidticos, contribuir para a resisténcia bacteriana e permitir a sobrevivéncia

desses microrganismos em ambientes hostis **.

A inflamagdo € uma resposta fisiologica vital a estimulos prejudiciais, como

virus, infec¢des bacterianas, toxinas e lesdes teciduais, envolvendo uma sequéncia de
. . 5 . ;. A .

eventos celulares, vasculares e humorais organizados’. As doencas inflamatorias cronicas,

reconhecidas pela Organizagdo Mundial da Satide como uma ameaca significativa a satde



global, sdo causadas por macréfagos que secretam citocinas pro-inflamatérias como TNF-
a, IL-1B, IL-6 ¢ PGE2 em resposta a estimulos como o lipopolissacarideo de bactérias
Gram-negativas®’. Esses macrofagos liberam uma variedade de mediadores
inflamatorios, incluindo o 6xido nitrico (NO)®. Consequentemente, a modulagdo da
ativacdo de macréfagos e a inibigao desses mediadores ¢ uma estratégia promissora para
prevenir e combater doengas relacionadas a inflamagao cronica, destacando a necessidade
de novas terapias com peptideos bioativos para tratar infeccdes bacterianas e prevenir a

neuroinflamacao’'?.

Algumas estratégias para combater a RAM sdo os peptideos antimicrobianos
(PAMs)!!. Os AMPs estio entre as ferramentas farmacoldgicas mais evidentes nas tltimas
décadas, sendo caracterizados como um grande grupo de compostos enddgenos
amplamente encontrados na natureza € muito presentes em animais; sdo proteinas
cationicas de baixo peso molecular que possuem uma estrutura a-helicoidal anfipatica,
ttm um amplo espectro antibacteriano, imunomodulador, antiviral, antifingico e
atividade antitumoral 2. Entre os AMPs mais abundantes, destacam-se aqueles presentes
em animais pegonhentos e ndo pegonhentos, entre eles aranhas, sapos, cobras, abelhas e
escorpides 2. Os estudos atuais apontam para mais de 100.000 na composi¢do do veneno
do escorpido. No entanto, apenas parte dela ¢ conhecida bioquimicamente. O TsAP-2 ¢
um peptideo encontrado no veneno do Tityus serrulatus, popularmente conhecido como
escorpido amarelo, amplamente distribuido no Brasil e responsavel por causar acidentes
graves. O peptideo TsAP-2 ¢ derivado de uma proteina putativa que possui 73
aminoacidos com uma regido ativa do 23 ao 39, dando origem ao peptideo funcional
TsAP-2 (NH2-FLGMIPGLIGGLISAFK-COOH) com 17 residuos, tem efeito anti-
inflamatorio contra Gram-positivos, antifungico, candidicida, hemolitico, antibiofilme e

anticancerigeno '°.

A literatura recente ja relatou alguns PAMs sintéticos baseados em mutagénese
direcionada ao local, o que pode permitir maior seletividade contra bactérias e menos
toxicidade para células de mamiferos. Lin e seus colegas descreveram o peptideo
Temporin-PKE da secrecdo cutanea de Pelophylax ki. esculentus, no qual eles analisaram
a relagdo estrutura-atividade alterando a posicdo dos residuos de Lys '*. Com base nisso,
a estratégia usada racionalmente foi a mutagénese dirigida ao local, substituindo os
residuos de aminoacidos, o que pode favorecer a ligagdo dos PAMs a membrana

bacteriana e rompé-la '°. Com isso em mente, o presente estudo utilizou a metodologia



de design racional in silico para tentar otimizar a avaliagdo in vitro de um analogo
sintético bioinspirado no peptideo TsAP-2 encontrado na toxina de 7. serrulatus contra

bactérias patogénicas formadoras de biofilme e imunomodulagdo de células murinas.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Desenho Racional do Ts-MAPI1

A estratégia racional utilizada no presente estudo focou na reorganizacao da
anfifilicidade da TsAP-2 (NH2-FLGMIPGLIGGLISAFK-COOH) visando uma
conformacao helicoidal das faces polar e apolar (GUO et al., 2013). O peptideo andlogo
bioinspirado nomeado, 7. serrulatus-multiactivity peptide 1 (Ts-MAP1), as substitui¢des
de Gly?, Gly’ e Gly'® por Lys®, Arg’ e Lys'’. Todas as substitui¢des visavam aumentar a
carga liquida e reduzir a hidrofobicidade geral do peptideo. O servidor HeliQuest foi
usado para calcular os pardmetros fisico-quimicos de carga liquida, hidrofobicidade e
momento hidrofébico!’. Os modelos tedricos tridimensionais para todos os peptideos
estudados aqui foram construidos pelo ColabFold usando a homologia do MMsegs2 com
o AlphaFold2'® A validagdo estrutural in silico foi realizada utilizando o PROCHECK
para calcular a qualidade global dos modelos e, assim, validar a similaridade das
estruturas usando o grafico de Ramachandran!®. Os pardmetros usados para analisar a
qualidade dos modelos, medir a similaridade da estrutura e prever o desvio médio dos
atomos sao C-score, TM-score, RMSD ¢ Z-score. Com o formato PDB, foi usado o

software PyMOL versao 3.0.3 para visualizag¢do tridimensional.

2.2 Sintese quimica e andlise estrutural

Os peptideos foram quimicamente sintetizados por um método de fase solida
usando o N-9-fluorenil metoxicarbonil (Fmoc), purificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) com 95% de pureza em um gradiente
ACN:H>O:TFA e confirmados por espectrometria de massa de spray de ions pela empresa
AminoTech (Sdo Paulo, Brasil). As andlises de dicroismo circular foram realizadas em
um espectropolarimetro Jasco J-1100 (Jasco Inc., Japao) usando uma cubeta de quartzo
com 1 mm de caminho 6tico. O espetro de 260 a 185 nm foi recolhido com passos de

resolucdo de 0,1 nm a 100 nm.s™', a 25 °C, com uma média de 5 varrimentos acumulados



para cada condicdo. Foi preparada uma solu¢ao-mae de 120 uM de TsAP-2 e Ts-MAP1
em agua e utilizada numa solu¢ao de trabalho de 30 pM. A estrutura secundéria do péptido
foi analisada na presencga de agua, 50% de trifluoroetanol (TFE) e 30 mM de dodecil
sulfato de sodio (SDS). A estrutura secundaria dos peptideos foi analisada pelo servidor

BeStSel.com

2.3 Microdiluicdo em caldo e ensaio bactericida

As cepas bacterianas usadas nesse experimento foram Acinetobacter baumannii
(003324845 HRAN), Escherichia coli (3323742), Escherichia coli (KPC + 001812446),
Klebsiella pneumoniae (ATCC + 13883), Klebsiella pneumoniae (KPC + 001450421),
Staphylococcus aureus (7133623 LACEN) e Staphylococcus aureus (003730529
HRAN). As bactérias foram colocadas em placas de agar Mueller-Hinton (MHA) e
incubadas a 37 °C durante a noite. Apds esse periodo, trés colonias de cada bactéria foram
inoculadas em 5 mL de caldo Mueller-Hinton (MHB) e incubadas durante a noite a 200
rpm, a 37 °C. O crescimento bacteriano foi monitorado a 600 nm em um
espectrofotometro. Conforme descrito anteriormente, a concentracdo inibitdria minima
(CIM) foi realizada usando o método de diluicdo em microplacas de 96 pogos em uma
concentracdo bacteriana final de 5x10° CFU.mL™! @9, Os peptideos foram testados em
concentragdes que variaram de 4 a 128 pg.mL!, que formam a concentragio molar para
o TsAP-2 de 2,3 a 73,8 uM e para o Ts-MAP1 de 2,0 a 64,8 uM. O antibidtico
ciprofloxacina foi usado como controle positivo nessas mesmas concentragdes. Uma
suspensao bacteriana também foi usada para o crescimento positivo, € 0s pocos de
controle de crescimento negativo continham apenas MHB. As microplacas foram
incubadas durante a noite a 37 °C. As microplacas foram lidas em uma microplaca
Multiskan Go (Thermo Scientific) a 600 nm ap6s a incubagdo. O CIM foi determinada
como a menor concentracao de cada peptideo, sem crescimento bacteriano significativo.
Para a concentragdo bactericida minima (CBM), dez pLL de cada pogo em que a CIM foi
determinada foram colocados em placas MHA, incubadas a 37 °C por 24 h. A CBM foi
definida como a menor concentracdo de cada peptideo em que nenhum crescimento
bacteriano foi detectado. Foram realizados trés experimentos independentes para cada

condicao testada.
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2.4 Permeabilizacdo de membrana

A permeabilidade da membrana bacteriana foi investigada usando a captacao de
verde Sytox™ 2122 No ensaio, 4. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus (7133623
LACEN) foram cultivados em MHB por 18h a 37 °C, preparados em uma densidade
optica de 600 nn de 0,5, em tampao fosfato de sédio 10 mM, pH 7,0. Em seguida, 280 pL
de suspensao bacteriana foram transferidos para microplacas pretas de 96 pogos, onde 10
pL de Sytox™ verde (30 uM) foram adicionados e incubados por 10 minutos a 37 °C.
Posteriormente, 10 uL de Ts-MAP1, em uma concentracao 30 vezes maior que a CIM,
foram adicionados a cada poco, e o ensaio cinético foi realizado por 50 minutos, com
leituras a cada 5 minutos. O ensaio foi realizado com leitura de fluorescéncia, excitagao
a 485 nm e emissao a 520 nm em um leitor de microplacas Varioskan Lux (Thermo
Scientific: Waltham, MA, EUA). O controle negativo de danos a membrana foi realizado
com bactérias incubadas com 10 pL de tampao de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0. Trés

experimentos independentes foram realizados em triplicata.

2.5 Medicgao da carga de superficie

Os estudos de potencial zeta () foram realizados a 25 °C a partir da média de 15
medicoes (100 execugdes cada), na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes
de peptideos, usando células zeta descartaveis DTS 1070 com eletrodos de ouro (Malvern,
Reino Unido), apés 15 minutos de tempo de equilibrio. Os dados foram processados
usando o software DTS da Malvern apds trés experimentos independentes 2°. Para o
ensaio, A. baumanni (003324845 HRAN) e S. aureus (7133623 LACEN) foram
cultivados em MHB por 18 h a 37 °C, preparados em uma densidade optica de 600 nm
de 0,5, em tampao fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0. O peptideo Ts-MAP1 estava pronto
a 123 uM (30 x CIM). As leituras de potencial zeta foram feitas em triplicatas com um

desvio padrao de + 0,05.

2.6 Inibigdo da formacao do biofilme

A formagdo do biofilme foi obtida usando o caldo Luria Bertani (LB). As cepas
bacterianas de A. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus (7133623 LACEN)

cresceram da noite para o dia em meio MHB e foram inoculadas em LB em microplacas
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de 96 pocos na presencga dos peptideos TsAP-2 (de 2,3 a 73,8 uM) e para o Ts-MAP1 de
(2,0 a 64,8 uM) a 37 °C, por 24 h. O controle de crescimento positivo continha apenas
bactérias, e os pogos de controle de crescimento negativo continham apenas caldo LB.
ApoOs a incubagdo, as células planctonicas foram removidas e os pocos da microplaca
foram lavados duas vezes com agua destilada. As bactérias adesivas restantes foram
coradas com 100 pL de violeta cristal a 0,01% por 20 minutos. As microplacas foram
lavadas duas vezes com 4gua destilada, secas ao ar e solubilizadas com 100 pL de etanol
a 60%. A formagdo do biofilme foi medida a 595 nm. Todas as leituras de absorbancia
foram realizadas com o leitor de microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific). Trés

experimentos independentes foram realizados em triplicata.

2.7 Viabilidade do biofilme maduro

Um biofilme pré-formado de A. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus
(7133623 LACEN) foi obtido, conforme relatado anteriormente, com algumas
modifica¢des >*. A suspensio bacteriana foi cultivada a 37 °C até uma densidade dptica
de 1,6 (. = 600 nm) e, em seguida, diluida até uma densidade celular de 5 x 10> CFU.mL"
I, Aliquotas de 150 pL foram dispensadas nos pogos de uma placa de 96 pocos e incubadas
por 18 h a 37 °C para a formacao de biofilme. Apos a incubagao, o meio contendo células
planctonicas foi aspirado dos pogos e substituido por 100 puL de solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS) para remover as células ndo aderentes. A lavagem com PBS foi
realizada duas vezes. Apos a lavagem, cada pogo foi preenchido com PBS suplementado
com diferentes diluicdes em série de duas vezes de Ts-MAP1 de 3,8 a 123 uM, e a placa
foi incubada por duas horas a 37 °C. Apds o tratamento com peptideo, os pogos foram
enxaguados duas vezes com PBS, conforme indicado acima, e 20 pL de MTT (0,5 mg.mL"
1) foram dispensados em cada pogo para observar a viabilidade celular do biofilme. O
DMSO 100% foi usado como controle positivo da erradicagdo do biofilme. Uma maior
intensidade de purpura corresponde a uma maior porcentagem de células
metabolicamente ativas e, consequentemente, a uma maior viabilidade celular. A placa
foi incubada e protegida pela luz a 37 °C por trés horas, e a reacdo foi interrompida com
a adicdo da solugdo solubilizada. A absorbancia de cada pogo foi registrada a 570 nm
usando um leitor de microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA),
e a porcentagem de viabilidade do biofilme foi calculada em relacdo as amostras nao

tratadas.
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2.8 Ensaio hemolitico

Os ensaios hemoliticos foram efetuados com sangue fresco de camundongos da
espécie Mus musculus, coletado e centrifugado para separar os globulos vermelhos, e
lavado com solugdo salina a 0,9%. O efeito hemolitico dos peptideos foi avaliado expondo
os eritrdcitos a diferentes diluigdes em série destas moléculas. As solugdes de peptideos
foram adicionadas a suspensdo de eritrocitos (1% por volume) em concentragdes que
variaram (de 2,3 a 73,8 uM) para a TsAP-2. Para o Ts-MAP1, a concentragao foi feita
usando 30 x CIM (concentracdo inibitéria minima) previamente testada (de 3,8 a 123
uM). A solugdo salina 0,9% e o Triton X-100 foram utilizados como controlos negativo e
positivo, respetivamente. Apos a exposicao, a libertagdo de hemoglobina foi medida a
415 nm ?°. Todos os ensaios foram realizados em triplicado. Este experimento foi
aprovado pelo CEUA da Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB) sob o numero

014/2022. Foram realizados trés experimentos independentes para cada condigao testada.

2.9 Viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade dos peptideos, foi realizado um ensaio de brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), seguindo um protocolo
modificado derivado de ?°. A linha celular de macréfagos RAW 264.7 foi mantida em
condi¢des estéreis, de acordo com as instru¢des. Cultivadas em DMEM (SIGMA) com
10% de soro bovino fetal (SIGMA), as células foram incubadas a 37 °C em um ambiente
com mais de 95% de umidade e 5% de CO> em um frasco de cultura de 75 cm? (KASVI).
Ao atingir 90% de confluéncia, as células foram separadas, centrifugadas a 970 g por 5
minutos em temperatura ambiente e, em seguida, semeadas a (2x105 células.pogo-1) em
uma placa de 96 pogos. A concentracdo de Ts-MAP1 foi feita usando 30 x CIM
previamente testada de 1,9 a 123 uM e incubada a 37 °C por 24 h. Depois de descartar o
sobrenadante, cada pogo foi aplicado a uma solu¢io de MTT (SIGMA) (5 mg.mL™)
diluida em PBS. A placa coberta foi incubada por 4 horas a 37 °C no escuro. Os cristais
de formazan foram solubilizados usando uma solucdo de acido cloridrico e alcool
isopropilico, e as porcentagens de viabilidade celular foram determinadas a 540 nm
usando um leitor de microplacas (Thermo Scientific Multiskan Britain). Os resultados

foram calculados em relagdo ao controle de células nao tratadas.
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2.10 Dosagem de Oxido Nitrico

A dosagem de 6xido nitrico (NO) foi quantificada de acordo com o método de
reacdo de Griess 2. Os macrofagos peritoneais (2x10° células.mL™!) foram incubados
com meio DMEM por 24 horas para adesdo. Depois disso, as células foram incubadas
com diferentes concentragdes de Ts-MAP1. O ensaio usou 30 x MIC previamente testado
de 1,9 a 123 uM e LPS (200 ng.poco™!) Apods 24 horas, o sobrenadante foi coletado e
quantificado usando o método de reagao de Griess. O sobrenadante da placa foi removido
e 50 uL foram incubados com o reagente de Griess. Todos os testes foram realizados em
triplicata. A leitura foi obtida em 570 nm (SpectraMax F3, Molecular Devices). Os

resultados foram comparados a uma curva de nitrito (1 a 200 pM) e expressos como pM.

2.11 Dosagem de ELISA

IL-6, IL-10 e IL-1p foram mensuradas por kits ELISA (PeproTech, Thermo
Fisher Scientific). A absorbancia a 405 e 650 nm foi determinada com um leitor de
microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific: Waltham, MA, EUA). Os resultados

foram feitos em triplicata e expressos em pg.mL".

2.12 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

As medigdes de espectroscopia NMR para Ts-MAP1 (NH:-
FLKMIRRLIGGLISAKK-COOH) foram realizadas a 1,5 mM de peptideo em uma
solucao micelar contendo 75 mM de SDS deuterado (SDS-d 25 ) em 500 pL de HoO/D>O
(90/10, v/v), pH 6,8. Todos os espectros foram registrados a 298 K em um espectrometro
Bruker Avance III 500 operandos a 11,75T e equipado com um cabegote de sonda de

banda larga inversa (BBI) de 5 mm.

Os experimentos TOCSY de 'H-'H foram registrados com 48 transientes de
4096 x 1024 pontos (F2, F1) e tempo de mistura de spinlock de 70 ms, usando a sequéncia
de pulso dipsi2gpph19%®. Os espectros de 'H-'H NOESY foram registrados com 56
transientes de 4096 x 1024 pontos e tempo de mistura de 200 ms, usando a sequéncia de
pulso noesygpphw5%. Os espectros 1H-13C HSQC foram adquiridos com a sequéncia de
pulso padrao da Bruker hsqcetgp 130 transientes de 4096 x 512 pontos. Todos os dados

de RMN 2D foram processados com o Bruker TopsSpin 3.6.3 e analisados com o
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CcpNMR Analysis 2.5.2. O método Wuthrich®. foi usado para a atribui¢iio dos sistemas
de spin das ressonancias 1H observadas nos espectros TOCSY e NOESY. O sal de s6dio
do acido 3-(trimetilsilil)-1-propanossulfonico-d 6 DSS-ds a 0,05% foi usado como
referéncia interna. Os espectros heteronucleares de 'H-'C HSQC foram usados para
auxiliar na atribuicdo de sistemas de spin e na confirmagdo da atribuicdo de

deslocamentos quimicos

A determinacao de estruturas tridimensionais foi realizada usando o software
ARIA3!34 versdo 2.3 com a compilacido do programa CNS 3° e pelo protocolo de
recozimento simulado de dindmica molecular (MDSA) 3¢ As intensidades/volumes de
pico, classificadas como fortes, médias e fracas, obtidas por correlagdes de picos NOE
dos espectros NOESY, foram convertidas semiquantitativamente em restrigdes de
distancia usando 1,72, 3,2 e 8,0 A como limite inferior, distancia de referéncia e limite
superior de distancia, respectivamente. As restrigdes de angulo diedro foram
determinadas a partir dos deslocamentos quimicos de 'HN, 'Ha, *Ca e *CP (Tabela 1)
usando o algoritmo DANGLE 37 do software CcpNMR Analysis *®. As restrigdes de
distancia e de 4ngulo diedro foram empregadas como entrada de dados do CCPN *° no
calculo no software ARIA 2.3. Duzentas estruturas foram geradas para cada iteragdo em
um protocolo de 8 iteragdes e, para a ultima iteracdo, o refinamento das estruturas foi

4041 resultando em 10 estruturas

realizado usando o protocolo de refinamento de agua
refinadas. As estruturas foram visualizadas usando o PyMOL e o programa UCSF
Chimera **. As 10 conformagdes de energia mais baixa foram selecionadas para
representar o conjunto da estrutura. A andlise estrutural foi realizada pelos pacotes

PROCHECK * ¢ WHAT IF * integrados ao software ARIA.

A qualidade das estruturas foi analisada com base nos valores da raiz do desvio
quadratico médio (RMSD), a qualidade estereoquimica foi avaliada usando o
PROCHECK, o diagrama de Ramachandran e o ProSA (Protein Structure Analysis)*, que
indica a qualidade da dobra do peptideo. Além disso, a energia total minima foi exigida
pelas estruturas no calculo. O célculo do potencial eletrostatico foi realizado para a
estrutura 3D de menor energia resolvida pela espectroscopia NMR. O arquivo .pdb foi
convertido em arquivo .pqr usando o servidor PDB2PQR com o campo de forca AMBER.
O PDB2PQR também definiu as dimensdes da grade para calcular o solucionador
Adaptive Poisson-Boltzmann (APBS). No APBS, a energia potencial de solvatagao foi
estimada “. A superficie foi visualizada usando o plug-in APBS do PyMOL.
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2.13 Analise estatistica

A significancia estatistica dos resultados experimentais foi determinada por (ONE
WAY ANOVA) seguida do teste de comparacao multipla de Dunnett. Valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. O GraphPad Prism versdo 8.0.2 foi

utilizado para todas as analises estatisticas.

3. RESULTADOS
3.1 Desenho racional do Ts-MAP1

A estratégia racional utilizada no presente estudo focou na reorganizagdo do
peptideo parental TsAP-2 (Figura 1). Apds a estratégia o peptideo andlogo Ts-MAP1
(NH2-FLKMIPRLIKGLISAFK-COOH) (Patente depositada BR 1020240159969) teve
sua carga liquida aumentada de +1 para +4, com o aumento de residuos de Lys e Arg,
ambos catidnicos e mantendo a hidrofobicidade de 64%. A hidrofobicidade ¢ crucial para
a interag¢do dos peptideos antimicrobianos com as membranas biologicas. No entanto, o
aumento da hidrofobicidade pode aumentar a toxicidade contra as células de mamiferos.
De acordo com a escala de Eisenberg, a hidrofobicidade diminuiu de 0,901 para 0,725. O
momento hidrofobico aumentou de 0,594 para 0,749. A semelhanca estrutural entre as
sequéncias primarias do TsAP-2 e do Ts-MAP1 foi de 82%, o que demonstra que o

peptideo analogo Ts-MAP1 conversou com algumas porc¢des do peptideo parental.

3.2 Sintese e Analise Estrutural do Ts-MAP1

Os peptideos foram sintetizados quimicamente, apresentando 95% de pureza e
massa molecular de 1734,10 e 1975,50 daltons (Da) para TsAP-2 e Ts-MAP1. Ambos os
peptideos foram diluidos em agua ultrapura para estabelecer uma solucdo estoque e
armazenados em um freezer a -20°C para todos os ensaios in vitro. As carateristicas
estruturais dos peptideos TsAP-2 e Ts-MAP1 foram obtidas através de estudos de
dicroismo circular (DC), incubando os peptideos em solugdes que imitam diferentes
ambientes. Em solugdo aquosa, o TsAP-2 apresentou uma estrutura coli aleatéria
caracterizada por uma banda negativa a 195-210 nm e nenhum sinal a ~220 nm. O padrao
do sinal mudou quando a TsAP-2 foi incubada com trifluoroetanol (TFE) a 50% e micelas

de SDS a 30 mM, apresentando bandas positivas a cerca de 192 nm e bandas negativas a
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208 e 222 nm. As alteragdes no sinal de DC e a presenca de bandas negativas a 208 e 222
nm indicam uma transi¢do conformacional que indica a aquisi¢do de uma a-hélice. O Ts-
MAPI1 apresentou uma conformacao de bobina aleatéria num ambiente aquoso. Em TFE
e SDS, o peptideo apresentou bandas positivas a cerca de 192 nm e bandas negativas entre

208 e 222 nm, indicando a transi¢do conformacional para a-hélice.
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Figura 1. A estratégia de desenho racional do peptideo Ts-MAP1 bioinspirado no TsAP-2 (A) Estrutural
tridimensional do peptideo parental TsAP-2 e do peptideo analogo Ts-MAPI predito pelo ColabFold com
AlphaFold2, onde as regides destacadas correspondem a residuos selecionados para a alteracdo no Ts-
MAPI1 (B) Proje¢do da roda helicoidal do HeliQuest do peptideo parental TSAP-2 e do peptideo analogo
Ts-MAPI. A linha pontilhada vermelha representa a anfipaticidade (C) DC do peptideo parental TsSAP-2
em TFE 50% (linha vermelha), agua (linha verde) e SDS 30mM (linha azul) e (D) DC do peptideo parental
TsAP-2 em TFE 50% (linha vermelha), agua (linha verde) e SDS 30mM (linha azul). Cédigo de cores:
residuos hidrofobicos (amarelo), residuos com carga positiva (azul), prolina (verde), serina (magenta),

glicina e alanina (cinzento).

Utilizando os dados obtidos a partir da DC, foi possivel calcular a porcentagem
de estruturas secundarias nos diferentes ambientes. O TsAP-2 formou 0,0% de hélice em
agua e SDS, enquanto apresentou 6,3% em TFE 50%. A Ts-MAP1 apresentou 0,0% em
agua e 50% TFE, mas demonstrou 7,8% em SDS. (Tabela S1). Os residuos de Gly e Pro
reduzem a formacao de estruturas helicoidais, enquanto a adi¢do de residuos com carga
positiva, como Lys e Arg, favorece a percentagem de hélices. Considerando que o TFE

estimula ambientes hidrofobicos enquanto o SDS estimula ambientes carregados
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negativamente, o aumento de residuos hidrofilicos pode favorecer a formagdao de

estruturas helicoidais em ambientes relacionados com bactérias.

3.3 Atividade antibacteriana

No ensaio de microdilui¢do, o peptideo parental TsAP-2 ndo apresentou qualquer
atividade bacteriostatica ou bactericida na concentragdo testada de 2,0 a 73,8 uM. Em
contraste, o Ts-MAP1 mostrou atividade frente A. baumannii (003324845 HRAN), E. coli
(3323742), E. coli (KPC+001812446), K. pneumoniae (ATCC+13883), K. pneumoniae
(KPC+001450421), S. aureus (7133623 LACEN) e S. aureus (003730529 HRAN) com
CIM de 4,1, 8,1, 16,2,32,4,32,4, 4,1 e 4,1 uM, respetivamente.

Tabela 1. Concentragdo inibitoria minima e concentragdo bactericida minima do peptideo parental TSAP-2

e seu analogo Ts-MAPI frente a bactérias patogénicas.

Microorganismos MIC (nM)
Gram-negativa TsAP-2 Ts-MAP1 Ciprofloxacino
A. baumannii (003324845 HRAN) >73.8 4.1 96.5
E. coli (3323742) >73.8 8.1 >193.1
E. coli (KPC+001812446) >73.8 16.2 6.0
K. pneumoniae (ATCC 13883) >73.8 324 >193.1
K. pneumoniae (KPC+001450421) >73.8 324 95.6
Gram-positiva
S. aureus (7133623 LACEN) >73.8 4.1 (8.1) >193.1
S. aureus (003730529 HRAN) >73.8 4.1 >193.1

() concentracdo bactericida minima; os valores estdo expressos a partir de experiéncias realizadas com

réplicas técnicas e bioldgicas em triplicata.

Os valores de CIM dos peptideos também foram utilizados para eliminar células
bacterianas; o Ts-MAP1 mostrou atividade bactericida contra S. aureus (7133623
LACEN) a 8,1 uM. (Tabela 1). A ciprofloxacina foi utilizada como controlo positivo e
demonstrou resisténcia as estirpes bacterianas. O antibidtico apresentou uma CIM mais
elevada para as bactérias do que o Ts-MAP1. Para 4. baumannii (003324845 HRAN) e
K. pneumoniae (KPC+001450421), a CIM foi de 95,6 uM. A CIM para E. coli
(KPC+001812446) foi de 6,0, inferior a de 16,2 para o Ts-MAPI.
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3.4 Permeabilizacdo e eletroneutralizacdo do peptideo Ts-MAPI1

Para investigar o possivel mecanismo de a¢do do Ts-MAPI, o ensaio Sytox ™
green foi realizado com A. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus (7133623
LACEN) e incubado com o péptido a 123 uM (30 x MIC). Para a TsAP-2, ndo foi
observada qualquer fluorescéncia no final de 100 min de Ts-MAP1 na membrana de A.
baumannii (003324845 HRAN) em 30 min, atingindo 50% de permeabilizacdo; foi
observado um pico de 100% em 90 min. No caso do S. aureus (7133623 LACEN), o Ts-
MAPI apresentou um aumento da fluorescéncia, atingindo 50% aos 15 minutos e 100%
aos 70 minutos. Estes dados sugerem danos nas membranas bacterianas, mas existem
provas de diferencas na interagdo de TsAP-2 e Ts-MAP1 com membranas Gram-

negativas e ---positivas (Figura 2)
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Figura 2. Modelo de interagdo para o peptideo Ts-MAP1 em membranas bacterianas (A) Captacédo de verde
SytoxTM em A. baumannii (003324845 HRAN m) e S. aureus (7133623 LACEN e) a 123 uM (30 x CIM)
de Ts-MAP1. Esta absorg¢@o foi registada durante 100 minutos de incubagéo (C) Carga de superficie medida
pelo potencial zeta para A. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus (7133623 LACEN) tratados com
Ts-MAP1 a 123 uM (30 x CIM) (B) Carga de superficie para o peptideo Ts-MAP1 frente membrana
bacteriana ndo danificada para A. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus (7133623 LACEN) com carga
de superficie -47,54 mV e -36,16 mV, respetivamente e ap6s 123 uM (30 x CIM). Foram efetuadas trés
experimentos independentes em triplicata. ANOVA seguido do teste de Dunnett (****) p < 0,05.

Conforme demonstrado no resultado anterior, o peptideo Ts-MAP1 foi capaz de
interagir com células bacterianas, causando danos a membrana. No teste de potencial zeta,
as células de 4. baumannii (003324845 HRAN) apresentaram uma carga de superficie
negativa de -47,54 mV, e as células de S. aureus (7133623 LACEN) apresentaram -36,16
mV. Depois de 100 minutos de tratamento com 123 uM (30 x MIC), o peptideo Ts-MAP1

promoveu a eletroneutralizagdo, aproximando o potencial da membrana do neutro,
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causando a ruptura. Para o 4. baummanni (003324845 HRAN), a carga de superficie foi
de -16,91 mV e para o S. aureus (7133623 LACEN) foi de -24,07 mV.

3.5 Atividade antibiofilme do Ts-MAPI1

O nosso resultado mais baixo de CIM foi frente 4. baumannii (003324845
HRAN) e S. aureus (003730529 HRAN), e foi utilizado para determinar a concentragao
inibitoria minima de biofilme de Ts-MAP1. Este ensaio revelou que o Ts-MAP1 foi capaz
de inibir 100% da formacao de biofilme de 4. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus
(003730529 HRAN) a 8,1 e 4,1 uM, respetivamente (Figura 3A e B).
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Figura 3. Atividade antibiofilme do Ts-MAP1 contra bactérias patogénicas (A) Inibigdo de biofilme de A.
baumannii (003324845 HRAN) (B) Inibi¢ao de biofilme de S. aureus (003730529 HRAN) (C) Erradicagao
do biofilme de A. baumannii (003324845 HRAN) (D) Erradicacdo do biofilme de S. aureus (003730529
HRAN) em diferentes concentragdes ¢ a x concentragdo CIM. Foram efetuadas trés experimentos

independentes em triplicata. ANOVA seguido do teste de Dunnett (****) p <0,05.

Apos a inibicao de biofilme, o peptideo Ts-MAP1 foi testado frente ao biofilme
pré-formado de 4. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus (003730529 HRAN). O
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Ts-MAP1 mostrou atividade de erradicacdo a 15,3 uM (3,8 x CIM), levando a ~100% de
morte da viabilidade do biofilme maduro das células de 4. baumannii (Figura 3C). Para
0 S. aureus, o Ts-MAP1 erradicou a viabilidade do biofilme em todas as concentragdes
(Figura 3D). O DMSO a 100% foi utilizado como comparativo da erradicagdo do

biofilme.

3.6 Atividade hemolitica e citotoxica do Ts-MAPI1

A atividade hemolitica foi realizada para o Ts-MAP1 frente eritrocitos murinos,
que pode perturbar os eritrocitos murinos em concentracoes. A taxa hemolitica foi
realizada de 3,8 a 123 uM. De 3,8 a 15,3 uM, o peptideo ndo apresentou taxa de hemolise
significativa. Em 30,7 uM, o peptideo apresentou ~8% de hemolise, e a 61,5 uM (15 %
CIM) apresentou ~23% de hemolise. A 123 uM (30 x CIM), o Ts-MAP1 apresentou ~38%
de hemolise (Figura 4A).
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Figura 4. Efeito hemolitico e citotoxico do peptideo Ts-MAP1 (A) Taxa de hemolise frente a diferentes
concentragdes do peptideo Ts-MAP1 (B) Viabilidade celular frente a linhagem RAW 264.7 a diferentes
concentragoes do peptideo Ts-MAP1. Foram efetuados trés experimentos independentes em triplicado.

ANOVA seguido do teste de Dunnett (****) p <0,05.

Para determinar se o peptideo Ts-MAPI1 era citotoxico frente a RAW 264.7, o
ensaio MTT foi realizado 24 horas apds o tratamento. O ensaio de viabilidade celular foi
realizado de 1,9 a 123 pM. Os resultados mostraram que o Ts-MAP1 ndo teve efeitos
citotoxicos significativos em concentracdes iguais a < 7,6 uM (Figura 4B). O valor de
ICso foi determinado usando a curva de dose-resposta, revelando que o Ts-MAPI

apresentou um ICso de 109,7 uM.
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3.7 Atividade imunomodulatoria do Ts-MAP1

Ao analisar a atividade do Ts-MAP1 na prevencdo da estimulagao de LPS em
células murinas de macrofagos, a quantificagdo de nitrito foi realizada usando a
metodologia da reagdo de Griess (Figura 6B). As concentragdes que apresentaram a
menor producdo de nitrito foram 61,5 uM (15 x CIM), e a redu¢do de NO foi de ~88% +
0,05. A 123 uM, observou-se que houve um aumento na liberagdo de NO, o que pode ser

explicado pelo estresse celular das células RAW 264.7.
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Figura 5. Efeito imunomodulador do peptideo Ts-MAP1 (A) Inibi¢do de NO induzido por LPS em
diferentes concentrag¢des do peptideo Ts-MAP1 (B) Dosagem de IL-6 (C) Dosagem de IL-1p (D) Dosagem
de IL-10. Todos os valores de citocina sdo expressos em pg.mL-!. Trés experimentos independentes foram

realizados em triplicata. ANOVA seguido do teste de Dunnett (****) p <0,05.

O analogo do peptideo Ts-MAP1 ndo apresentou nenhuma capacidade
imunomoduladora em relagdo a liberagdo de citocinas. Para as citocinas pro-inflamatdrias
IL-6 e IL-1pB, ndo houve reducdo na liberagdo até¢ 61,5 uM (15 x MIC), mas a 123 uM

houve uma redugdo, embora isso tenha sido associado ao estresse celular e tenha sido
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observado na viabilidade do MTT. Para a citocina anti-inflamatoria IL-10, também nao

foi observada imunomodulacdo contra macréfagos RAW 264.7.

3.8 RMN para o peptideo Ts-MAPI

Para determinar a estrutura secundaria do Ts-MAP1, a ressonancia magnética
nuclear (RMN) foi realizada em ambientes diferentes (Figura 6). Como observado na
analise de DC, o analogo de peptideo Ts-MAP1 apresentou maior formacgao de hélice em
SDS do que em TFE. A porcentagem de hélice em SDS foi de aproximadamente 58,8% e
82,3% em TFE. Em comparagdo com os dados fornecidos pelo dicroismo circular, o
peptideo Ts-MAP1 manteve sua conformacao helicoidal em SDS. No entanto, os dados

de NMR mostraram que o peptideo Ts-MAP1 perdeu sua estrutura secundaria em TFE.
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Figura 6. Ressonancia magnética nuclear para o peptideo analogo Ts-MAP1 (A) Energia livre mais baixa
em 40% TFE e 60% H>O (B) Sobreposicdo das dez estruturas de RMN de menor energia para o Ts-MAP1
(C) Potencial eletrostatico do Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) para o Ts-MAP1 (D) Menor
energia livre em 90% SDS e 10% D,O (E) Sobreposi¢do das dez estruturas RMN de menor energia para
Ts-MAP1 (F) Potencial eletrostatico do Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) para Ts-MAP1.



23

4. DISCUSSAO

Os peptideos de veneno de escorpido sao geralmente classificados em dois grupos
principais: os peptideos com ponte de dissulfeto (PPDs), que geralmente tém como alvo
os canais de ions ligados & membrana, e os peptideos sem ponte de dissulfeto
(PSPDs)num grupo menor dentro do arsenal de peptideos de veneno de escorpido que

apresenta atividades multifuncionais?®

. Aqui, descrevemos um novo peptideo
antimicrobiano, anti-biofilme e imunomodulador chamado Ts-MAP1, derivado do TsAP-
2, ambos classificados como PSPDs. O novo peptideo desenvolvido por projeto racional
teve sua carga e anfipaticidade modificadas, com uma face polar rica em lisina oposta a
uma face ndo polar rica em leucina-isoleucina. Peptideos antimicrobianos cationicos sem

ligagdes dissulfeto estdo sendo identificados em diferentes espécies de escorpides.

Acredita-se que o aumento de residuos carregados positivamente seja benéfico
para as interagdes eletrostaticas iniciais entre os PAMs e as membranas bacterianas
carregadas negativamente, auxiliando na seletividade. Os peptideos antimicrobianos com
uma face rica em lisina tém um melhor espectro antibacteriano, especialmente em Gram-
negativos, pois aumentam o contato eletrostitico com a membrana?® Neste estudo, isso
ficou evidente quando aumentamos a carga liquida do peptideo andlogo de +1 para +4. O
Ts-MAPI apresentou CIM em diferentes concentragdes, sendo 4,1 a mais baixa e 32,4 a
mais alta, onde a mais baixa foi em 4. baumannii (003324845 HRAN) e duas cepas de S.
aureus (7133623 LACEN) e S. aureus (003730529 HRAN).

Silva e colaboradores descreveram a incorporagdo de uma regido hidrofobica
(FLPII) no terminal N da clavanina A*°. Alinhando a regifio hidrofébica com o peptideo
Ts-MAP1, ambos mostraram a conservagao de trés residuos: Phe, Leu e Iso. A alteracao
do residuo Pro na etiqueta para Lys no Ts-MAP1 foi feita para aumentar a carga cationica
liquida, a interagao de hidrogénio com a membrana bacteriana e aumentar a porcentagem

de helicidade.

Na literatura, o TsAP-2 apresentou CIM para S. aureus (NCTC 10788) a 5 e E.
coli (NCTC 10418) a > 320 uM!. Essa diferenca destaca as modificacdes feitas pela
bioinformatica avancada no peptideo Ts-MAP1. De Melo e colaboradores relataram um
peptideo encontrado em 7. stigmurus denominado stigmurina, que também apresentou
atividade em S. aureus (ATCC 29213) a 8,68 ¢ >139 uM em E. coli (ATCC 25922). Vale

a pena mencionar que o Ts-MAP1 tem 64% de similaridade com a stigmurina®'.
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O género Tityus tem um alto polimorfismo de toxinas clinicamente importantes>2.
Utilizando a ferramenta de busca do banco de dados PAM, presente no APD3, foi possivel
filtrar os peptideos presentes no género Tityus depositados com 17 residuos de
aminoacidos com atividade antibacteriana. O software Clustal Omega 2.1 foi utilizado
para realizar um alinhamento da matriz de identificagdo de porcentagem com os
peptideos. Os resultados demonstraram que o peptideo Ts-MAP1 tem uma similaridade
de 82% com o TsAP-2, 71% com o ToAP3, 65% com a stigmurina e o TtAP-2 ¢ 59% com
o TtAP-3.

Pelo ensaio Sytox™ green, o Ts-MAP1 demonstrou a capacidade de permeabilizar
a membrana de A. baumannii (003324845 HRAN) e S. aureus (003730529 HRAN) em
100 minutos a 123 uM (30 x CIM). O dano a membrana bacteriana do Ts-MAP1 também
pode ser corroborado com a medi¢do da carga da superficie pelo potencial zeta. Alves e
colaboradores relataram que a neutralizagdo da carga da superficie bacteriana pelo pepR
ocorre em concentragdes muito baixas de peptideo, o que € uma consequéncia provavel
da alta cationicidade do peptideo®’. Tanto a permeabilizagio da membrana quanto a
eletroneutralizacdo podem fornecer alguns insights e sugerir o mecanismo antimicrobiano

adotado pelo Ts-MAP1.

Cardoso e colaboradores descreveram o bioinspirado sintético em Candida
albicans denominado Ca-MAPI1. Esse peptideo demonstrou a capacidade de
permeabilizar a membrana de E. coli a 273 uM (30 vezes o CIM de 9,1 uM)**
Ts-MAPI1 permeabilizou a membrana de A. baummannii (003324845 HRAN) e S. aureus

(003730529 HRAN) a 123 pM (30 x CIM).

. O peptideo

Os biofilmes sao comunidades microbianas de microrganismos sésseis compostos
por células incorporadas a uma matriz de substancias poliméricas extracelulares ligadas
a um substrato ou interface®. O aspecto mais alarmante das infec¢des relacionadas ao
biofilme ¢ que elas sdo altamente resistentes aos antibioticos convencionais que foram
desenvolvidos para eliminar as células planctonicas. Consequentemente, a descoberta de
agentes anti-infecciosos ativos contra microrganismos planctonicos e biofilmes ¢ de
grande importancia para a saade publica®®. Nesse estudo, eles revelaram que o TsAP-2
nao teve atividade na inibi¢cdo da formagao de biofilme em nenhuma concentragao testada,
mas o peptideo Ts-MAP1 foi capaz de inibir a formacdo de biofilme contra o isolado

clinico A. baumannii em 8,1 pM.
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Das Neves e colaboradores mostraram que o peptideo Con 10 (APD3 ID:
AP02761) encontrado em Opisthacanthus cayaporum demonstrou uma capacidade de
inibir a formacao de biofilme de trés cepas clinicas isoladas A. baumannii 53 (AB 53), A.
baumannii (AB 72) em 12,5 uM e 25 uM em 4. baumannii (AB 02)*!. Souza e Silva e
colaboradores descreveram que o Hp-MAP3, encontrado em Hylarana picturata, teve o
efeito de inibir a formacao de biofilme de 4. baumannii em 2,7 e erradica-lo totalmente
em 173,2 uM?**. O peptideo candidato Ts-MAP1 mostrou atividade na inibicdo da
formagdo de A. baummannii (003324845 HRAN) e S. aureus (003730529 HRAN) a 8,1
e 4,1 uM. Além disso, o Ts-MAP1 erradicou as mesmas cepas em 15,3 e 3,8 uM.

A Dbaixa porcentagem de hemolise em peptideos antibacterianos e anti-
inflamatérios ¢ um ponto notavel no desenvolvimento de novas moléculas bioativas
devido a baixa quantidade de efeitos colaterais**. O peptideo Ts-MAP1 ndo apresentou
atividade de hemolise de 3,8 a 61,5 uM. Na literatura, o TSAP-2 nao ¢ hemolitico a 15
1M, mas causou 50% de hemolise com um HCso a 30 uM e 100% de hemolise a 80 uM!'®.
E comumente aceito que uma das primeiras etapas do mecanismo de acdo dos PAMs ¢
sua interagdo com as membranas por meio da atragdo eletrostatica entre os PAMs

carregados positivamente e as membranas bacterianas carregadas negativamente?”.

Embora todas as membranas bacterianas tenham grandes quantidades de
moléculas carregadas negativamente, ha diferencas na composi¢do das membranas das
bactérias Gram-positivas e negativas que influenciam sua sensibilidade a diferentes
PAMSs. Para comegar, as bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa
que ndo esta presente nas bactérias Gram-positivas. Essa membrana externa representa

uma barreira que as PAMs devem atravessar para alcangar a membrana citoplasmatica®>.

O ensaio de tetrazolio MTT € uma ferramenta popular para estimar a atividade
metabolica de células vivas®®. Em nosso estudo, o ensaio MTT foi realizado em células
de macréfagos RAW 264.7. O Ts-MAP1 ndo apresentou atividade citotdéxicade 1,9 a 15,3
uM (3,8 x CIM), o que representa 50% das células viaveis. A partir de 30,7 uM, o
peptideo Ts-MAP1 diminuiu a viabilidade das células RAW 264.7. A linha celular RAW
264.7 produz uma resposta inflamatodria robusta e bem conhecida, especialmente quando
desafiada com estimulantes inflamatérios, como o LPS*’. O Ts-MAP1 promoveu a

liberacao de NO de 3,8 a 61,5 uM, onde houve a menor produgdo de nitrito.
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As citocinas sao mediadores essenciais que supervisionam e regulam as
respostas imunes e inflamatorias por meio de redes complexas e servem como
biomarcadores para muitas doengas>®. A medigdo da citocina foi realizada pelo kit ELISA.
O Ts-MAPI1 foi capaz de diminuir os niveis em pg.mL™! de IL-1B e IL-6 a 123 uM. As
citocinas pro-inflamatorias liberadas pelos macrofagos sao essenciais na defesa contra
infecgdes®®. Além disso, o Ts-MAPI também aumentou a producio de IL-10 a 123 pM.
ATIL-10 ¢ uma potente citocina anti-inflamatdria com fung¢do imunomoduladora que inibe

a producdo de varias citocinas pro-inflamatdrias™®.

A espectrometria de dicroismo circular ¢ uma ferramenta muito util para
determinar a conformacdo estrutural secundaria de proteinas usando luz polarizada’’.
Usando o modelo PDB gerado pelo ColabFold com AlphaFold2, a porcentagem de hélice
foi calculada in silico. O TsAP-2 mostrou 76,47% de helicidade, enquanto o Ts-MAP1
apresentou 82,35%. A porcentagem de hélice in vitro também foi observada pela analise
de CD. Daniele-Silva e colaboradores demonstraram por dicroismo circular que a
stigmurina tem estrutura helicoidal TFE e SDS*. Em nosso estudo, o Ts-MAP1
apresentou bandas positivas em aproximadamente 192 nm e bandas negativas entre 208
e 222 nm, indicando a transi¢ao conformacional para a-hélice. Na literatura, a capacidade
dos NDBPs de modificar sua conformagdo estrutural, dependendo do ambiente,
proporciona uma flexibilidade importante para interagir com as membranas, contribuindo

para sua atividade antibiotica 2%

5. CONCLUSAO

Portanto, neste estudo, descrevemos um novo peptideo, denominado Ts-MAP1,
bioinspirado no TsAP-2 e obtido por meio da modulagao das propriedades fisico-quimicas
com o objetivo de organizar estruturas o-helicoidais anfipaticas. O Ts-MAP1 nao
apresentou atividade hemolitica, é capaz de permeabilizar, eletroneutralizar e eliminar
células bacterianas em baixas concentragoes, exibindo atividade contra biofilme maduro.
Portanto, o Ts-MAP1 ¢ um candidato promissor contra microrganismos patogénicos,
fornecendo informagdes importantes para auxiliar no projeto de novas sequéncias de

peptideos.
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Figura S1. Purificag@o por cromatografia liquida de alto desempenho de fase reversa para (A) TsAP-2 e (B) Ts-MAP1 com 95% de pureza. Espectros de massa de electrospray
para (C) TsAP-2 com 1733,10 Da e (D) Ts-MAP1 com 1975,05 Da.



Tabela S1. Estrutura secundaria pelo webserver BeStSel para os peptideos em diferentes ambientes.

Ambientes Peptideos
TsAP-2 Ts-MAP1
Hélice 0.0 0.0
Agua Antiparalela 38.5 35.1
Volta 16.5 18.1
Hélice 0.0 7.8
SDS 30mM Antiparalela 41.0 28.6
Volta 13.2 15.6
Hélice 6.3 0.0
50% TFE Antiparalela 33.8 37.0
Volta 16.8 13.7




