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RESUMO

O surgimento de bactérias patogénicas resistentes a medicamentos
representa um dos maiores desafios atuais para a saude humana e animal. Esses
microrganismos adquirem resisténcia por meio de diversos mecanismos, Como
mutacdes, transferéncia horizontal de genes e acumulo de multiplos genes de
resisténcia, resultando no surgimento das chamadas "superbactérias". Na pecuaria,
a mastite bovina, frequentemente causada por Staphylococcus aureus e Klebsiella
sp., acarreta em prejuizos econdémicos significativos, agravados pela crescente
ineficacia dos antibidticos. No contexto da saude humana, patégenos como
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa sao classificados como
prioritarios pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ressaltando a urgéncia no
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Nesse cenario, 0s peptideos
antimicrobianos (PAMSs), especialmente as cecropinas, surgem como alternativas
promissoras, devido a seus mecanismos de acao diferenciados em relagdo aos
antibioticos convencionais e a baixa tendéncia de induzir resisténcia. Dentre os
PAMs as cecropinas apresentam amplo espectro de acdo mostrando atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Neste estudo,
utilizamos abordagens in silico para identificar as cecropinas mais promissoras em
bancos de dados, seguidas da aplicacdo de testes estatisticos de correlacdo de
Pearson, que revelaram caracteristicas relacionadas a atividade antimicrobiana.
Cinco cecropinas foram selecionadas, sintetizadas e, posteriormente, caracterizadas
por dicroismo circular. Os dados de dicroismo circular corroboraram com os dados
de modelagem e dindmica molecular em solucdo aquosa e em contato com
bicamadas lipidicas. Exceto por uma (cecropina Md), todas as cecropinas inibiram o
crescimento de cinco das sete cepas bacterianas testadas, com maior eficacia
observada contra bactérias Gram-negativas, um comportamento previamente
indicado pelas simulagdes de dinamica molecular em membranas bacterianas. Duas
cecropinas se destacaram por apresentarem atividade antibacteriana inferior a 2 yM
contra um isolado clinico de mastite (Klebsiella sp.) e inferior a 1 yM contra um

isolado clinico humano de (Acinetobacter baumannii). Além disso, essas cecropinas



demonstraram baixo indice de hemdlise, baixa citotoxicidade e capacidade de
modulacdo da producdo de Oxido nitrico. Assim, foi possivel evidenciar
caracteristicas associadas a atividade das cecropinas e identificar aquelas com
maior potencial antibacteriano e terapéutico.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos, cecropinas, bioinformética, resisténcia

antimicrobiana, mastite bovina



ABSTRACT

The emergence of drug-resistant pathogenic bacteria represents one of the
most significant current challenges to human and animal health. These
microorganisms acquire resistance through various mechanisms, including
mutations, horizontal gene transfer, and the accumulation of multiple resistance
genes, leading to the rise of so-called multidrug-resistant “superbugs.” In livestock,
bovine mastitis — often caused by Staphylococcus aureus and Klebsiella sp. —
results in significant economic losses, further exacerbated by the increasing
ineffectiveness of antibiotics. In human health, pathogens such as Acinetobacter
baumannii and Pseudomonas aeruginosa have been classified as priority threats by
the World Health Organization (WHO), underscoring the urgent need for new
therapeutic strategies. In this context, antimicrobial peptides (AMPs), particularly
cecropins, have emerged as promising alternatives due to their distinct mechanisms
of action compared to conventional antibiotics and their low propensity to induce
resistance. Among AMPs, cecropins stand out for their broad-spectrum activity,
displaying antimicrobial effects against Gram-positive and Gram-negative bacteria.
This study used in silico approaches to identify the most promising cecropins from
public databases, followed by Pearson correlation analyses, which revealed
physicochemical features associated with antimicrobial activity. Five cecropins were
selected, synthesized, and subsequently characterized by circular dichroism
spectroscopy, which corroborated the data obtained from molecular modeling and
molecular dynamics in aqueous solution and in contact with membrane bilayers.
Except for one (cecropin Md), all selected cecropins inhibited the growth of five out of
seven tested bacterial strains, with greater effectiveness observed against Gram-
negative bacteria, a trend previously indicated by molecular dynamics simulations in

bacterial membranes. Two cecropins were particularly effective, exhibiting
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antibacterial activity below 2 uM against a clinical isolate of Klebsiella sp. associated
with bovine mastitis, and below 1 pM against a human clinical isolate of
Acinetobacter baumannii. Furthermore, these cecropins showed low hemolytic
activity, low cytotoxicity toward healthy mammalian cells, and the ability to modulate
nitric oxide production. These findings allowed the identification of key features
underlying cecropin activity and the selection of the most promising candidates with
potent antibacterial and therapeutic potential
Keywords: antimicrobial peptides, cecropins, bioinformatics, antimicrobial

resistance, bovine mastitis
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1 INTRODUCAO
1.1 Bactérias patogénicas resistentes

O surgimento de bactérias patogénicas resistentes a medicamentos constitui
um dos desafios dominantes na saude humana e animal (GUPTA et al, 2019). O
mecanismo de agdo semelhante entre farmacos levou a evolugédo de resisténcia
cruzada, por exemplo, em bactérias (KORTRIGHT et al 2019). As bactérias
possuem a capacidade intrinseca (derivada de eras de competicdo) para evoluir
rapidamente por meio de mutagdes e transferéncia de DNA, incluindo transferéncia
horizontal de genes, para superar a ameaca representada por diversos agentes
antibacterianos (GUPTA et al, 2019). Varios genes de resisténcia a farmacos podem
ser adquiridos pela mesma cepa bacteriana, resultando no surgimento de
"superbactérias" multirresistentes aos medicamentos convencionais (GUPTA et al,
2019). Contudo, os peptideos antimicrobianos (PAMs) possuem mecanismos
diferentes dos antibidticos tradicionais sendo, assim, amplamente estudados na
tltima década (LEI et al. 2019).

Bactérias resistentes a antibiéticos apresentam uma gama de mecanismos
evasivos. Estes sdo diversos e incluem (i) alteracdo do alvo molecular do farmaco,
(i) degradacao enzimatica de antibioticos, (iii) bomba de efluxo de antibidticos e (iv)
formacdo de biofime (AHMED, RAMAN e VEERAPPAN, 2016; FIDLER, 2016)
(Figura 1). A resisténcia antimicrobiana tornou-se alarmante e agora € uma
preocupacdo global. Estima-se que a resisténcia antimicrobiana sera responsavel
por pelo menos 10 milhdes de mortes até 2050 (O'NEILL, 2014). As opcdes sob
investigacdo para abordar esta questdo sdo numerosas. Entre outras estratégias, 0os
PAMs tém atraido muito interesse devido a biocompatibilidade favoravel e a baixa

probabilidade de induzir resisténcia bacteriana (PARDHI et al, 2020).
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Figura 1. Mecanismos de resisténcia bacteriana a antibiéticos. Representacao
esquematica do desenvolvimento da resisténcia bacteriana a antimicrobianos:
modificacdo do alvo molecular do farmaco, degradacdo enzimética do antibiotico,
sistemas de efluxo ativo (bombas de efluxo) e formacdo de biofilmes. Figura do

autor.

O desenvolvimento de antimicrobianos que sdo menos suscetiveis a
mecanismos de resisténcia evolutiva do que os antibiéticos convencionais é um
desafio, pois as bactérias possuem trés tipos diferentes de resisténcia
antimicrobiana: intrinseca, adquirida e resisténcia fenotipica ou adaptativa
(OLIVARES et al., 2013; MAGANA et al., 2020). Esses compostos séo considerados
uma opcao promissora para substituir os antibiéticos que estdo enfrentando um
desafio crescente em sua eficacia (TRIMBLE et al.,, 2016; MAGANA et al., 2020).
Um dos problemas mais relevantes causados por bactérias resistentes no ambito da
saude animal é a mastite bovina, comumente causada por Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Klebsiella spp. A mastite bovina esta categorizada como a doenca
de maior prevaléncia no gado leiteiro em todo o mundo, e serd abordada em
detalhes no topico a seguir (BRESER et al., 2018; ROMERO et al., 2018).
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1.2 Mastite bovina
A mastite bovina é uma condicdo inflamatéria que afeta as glandulas

mamarias de vacas. Essa inflamacdo, também conhecida como inflamagéo
intramamaria, pode ser principalmente causada por infec¢des bacterianas, sendo
classificada em dois tipos com base em sua epidemiologia, mastite contagiosa e
mastite ambiental (GARCIA, 2004; SHARUN et al., 2021). A mastite bovina é
causada predominantemente por bactérias Gram-negativas, especialmente
coliformes como E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (OLIVEIRA et al., 2013;
ZHENG et al. 2022). Além disso também pode ser causada por bactérias Gram-
positivas como S. aureus, Streptococcus agalactiae e Mycoplasma spp. (SHARUN
et al., 2021). Essas bactérias sdo transmitidas de uma vaca infectada para uma
vaca saudavel, geralmente durante a ordenha, por meio das maos, toalhas ou
maquinas de ordenha, atuando como reservatorios bacterianos. Por outro lado, a
mastite ambiental € causada por bactérias presentes principalmente fora da sala de
ordenha. Nesse caso, as bactérias responsaveis pela infec¢cdo provém do ambiente
da vaca, como material de cama, solo, esterco, fezes e dgua estagnada (GARCIA,
2004; SHARUN et al., 2021).

A mastite bovina consiste em uma infec¢ao prevalente em bovinos lactantes.
Além disso, a mastite bovina pode ser uma patologia complexa, haja vista que pode
ser influenciada por mdltiplos fatores, como diferentes microrganismos, formas da
doenca (clinica ou subclinica), origem e forma de transmissdo (contagiosa ou
ambiental) (THOMPSON-CRISPI et al., 2014; DE VLIEGHER et al., 2012). A mastite
bovina € considerada a doenca que mais impacta economicamente a industria de
lacticinios no mundo (BRESER et al., 2018) (Figura 2). Segundo Paramasivam et al.
(2023), as perdas econdmicas mundiais causadas pela mastite bovina ultrapassam
USD 32 bilhdes anuais, considerando os impactos diretos e indiretos da doenca nos

sistemas de producdo de leite. Ademais, segundo a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), mais de 6 bilhdes de pessoas no mundo
consomem leite e produtos lacteos, sendo que cerca de 81% da produgdo mundial
de leite provém do gado bovino (FAO 2023). Assim, € inegavel o controle e

tratamento de doencas como a mastite bovina, ndo sé pelas perdas econémicas



18

geradas nos sistemas de producédo de lacteos, mas também pelo impacto produzido

no bem-estar animal e na seguranca alimentar da populagdo mundial.

Tratamento
atual:
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4

Perda de eficacia ao
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Tratamento mais
Risco a satde publica caro em doengas
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Inflamagao da
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Figura 2. Caracterizacdo da mastite bovina. Infeccdo por bactérias patogénicas
resistentes com impacto na saude animal, na contaminacao do leite e na economia.

Figura do autor.

Tanto a mastite clinica quanto a subclinica causam perda de leite, pois este
deve ser descartado, além do custo do tratamento e outros custos associados
(HALASA et al., 2007; KUMAR et al., 2010). A mastite subclinica causa trés vezes
mais perdas de producao do que a mastite clinica e, portanto, é responsavel por 60-
70% das perdas econdmicas totais (DE VLIEGHER et al., 2012; SINHA et al., 2014;
SHARUN et al., 2021). Um dos métodos de tratamento empregados para a mastite
bovina envolve a utlizagdo de antibidticos. No entanto, a efichcia da
antibioticoterapia ha muito tempo é comprometida no caso da mastite causada por

S. aureus, sendo este € 0 agente mais desafiador a ser erradicado nos rebanhos.

Diversos estudos investigaram a sensibilidade in vitro a antibidticos de
microrganismos isolados de mastite bovina e relataram diferentes niveis da
resisténcia aos antibioticos entre os isolados (LEON-GALVAN et al., 2015; SU et al.,
2016; SHAH et al., 2019; SHARUN et al., 2021). O crescimento acelerado e a
expansdo global da resisténcia antimicrobiana aprofundaram a necessidade de

descoberta de novos agentes antimicrobianos. Os PAMSs, por exemplo, apresentam
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claras vantagens sobre os antibidticos convencionais, incluindo uma menor
propensdo a inducdo de resisténcia, atividades antibacteriana e antibiofiime de
amplo espectro e, em alguns casos, a capacidade de modular favoravelmente a
resposta imune do hospedeiro (MAGANA et al, 2020).

1.3 Resisténcia antimicrobiana na satide humana

A resisténcia antimicrobiana (RAM) na salde humana também se tornou
alarmante e agora é uma preocupacdo global. Mais de 2,8 milhdes de infec¢des
resistentes a antimicrobianos ocorrem todos os anos e mais de 35.000 pacientes
morrem como resultado. Em 2019, na segunda versao do relatorio dos Centros de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) sobre ameacgas de resisténcia em
bactérias, a agéncia categorizou as ameacas da RAM como urgentes, graves,
preocupantes ou a serem observadas (FLYNN, 2023).

Em fevereiro de 2017, para focar e orientar a pesquisa e o desenvolvimento
relacionados a novos antibiéticos, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou
sua lista de patégenos para os quais o desenvolvimento de novos antimicrobianos é
urgentemente necessario. Nesta ampla lista, os patégenos ESKAPEE (Enterococcus
faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacter) foram designados como “status prioritario”
(DE OLIVEIRA, et al., 2020).

Entre os patdgenos bacterianos, A. baumannii, P. aeruginosa e E. coli destacam-
se em infecgbes nosocomiais e intestinais, sendo a A. baumannii uma das principais
causas de infec¢cdes nosocomiais devido a sua facilidade na subversédo das defesas
naturais do corpo humano, além de adquirir facilmente resisténcia a antibiéticos, e
podendo desenvolver-se em superficies bioticas e abidticas para a formagédo de
biofilmes (ROY et al., 2022). Em seguida, podemos citar a P. aeruginosa que é uma
das principais causadoras de infeccbes agudas graves e cronicas persistentes. Sua
tolerancia intrinseca e genes especificos do biofilme dificultam o tratamento,
favorecendo resisténcia a antibidticos. Além disso, possui notavel capacidade de
desenvolver resisténcia por meio das mutagdes cromossOmicas, evidenciada em

seu resistoma altamente versatil (FERNANDEZ et al., 2023). J4 em cepas de E. coll,
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0 mecanismo mais prevalente continua sendo a aquisicdo de genes de resisténcia
por meio de transferéncia horizontal de genes, facilitada por elementos genéticos
moveis, como plasmideos e transposons (NASROLLAHIAN et al., 2024). Certas
cepas de E. coli se adaptaram ao seu ambiente e desenvolveram fatores de
viruléncia especificos que aumentam sua capacidade de se ajustar a novos
ambientes, permitindo-lhes causar uma variedade de doencas, incluindo infecgbes
intestinais e extraintestinais (MAFOKWANE et al., 2023; MUELLER e TAINTER,
2023).

1.4 Peptideos antimicrobianos (PAMs)
A descoberta dos PAMs remonta a 1939, quando Dubos (1939) extraiu um

agente antimicrobiano de uma cepa de Bacillus do solo denomina do gramicidina.
Desde entdo, diversos PAMs foram descobertos em procariotos e eucariotos
(BOPARAI JK et al., 2020). Os PAMs representam um grupo de peptideos com
propriedades bioldgicas, divididos em muitos subgrupos com base em sua
composicao e arranjo de aminoacidos, estrutura, entre outras propriedades, como
carga, hidrofobicidade e momento hidrofébico (BOPARAI JK et al., 2020;
TRAVKOVA, 0.G et al., 2017; PERSICO, M et al., 2017). As estruturas secundarias
de PAMs podem ser divididas em quatro perfis principais que incluem: (i) o-
helicoidal; (ii) folhas-[3, podendo ou ndo haver a presenca de ligacgdes dissulfeto; (iii)
B-hairpin ou loop, podendo haver ligagdes dissulfeto e/ou ciclizacdo da cadeia
peptidica; e (iv) estruturas estendidas (BOPARAI JK et al., 2020; WANG G., 2017).

Os PAMs sdo encontrados em varios organismos, desde procariotos até
humanos e tém uma ampla faixa de atividade antibacteriana (A ROM PARK et al.,
2021; MISHRA B et al., 2017). PAMs sdo geralmente definidos como um pequeno
grupo de peptideos variando de 6 a 50 aminoacidos e com carga liquida positiva
variando de +2 a +11 (A ROM PARK et al., 2021; PASUPULETI M et al., 2012;
MAHLAPUU M et al., 2016).

As interacbes entre PAMs positivamente carregados com membranas
bacterianas carregadas negativamente desencadeiam a disrupcdo ou
desestabilizacdo da bicamada lipidica, resultando na formacdo de poros e na

eventual inviabilidade das cepas bacterianas (A ROM PARK et al., 2021,
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MAHLAPUU M. et al., 2016). Além dos PAMs catidnicos, também foram descritos
alguns poucos PAMs anidnicos, sendo estes menos comuns (BOPARAI J. K. et al.,
2020; HARRIS F. et al., 2009). Uma caracteristica positiva dos PAMs € sua baixa
propensao para o desenvolvimento de resisténcia (Figura 3), que pode ser atribuida
ao seu modo de acdo diferenciado na membrana plasmatica, onde nativamente se
dobram em uma estrutura anfifilica tridimensional que causa a ruptura das células
bacterianas (BOPARAI J. K. et al., 2020; DA COSTA J. P. et al., 2015).

Os PAMs, em geral, inibem o crescimento ou erradicam cepas bacterianas
por meio de mecanismos associados a membrana, mas também podem atuar
adentrando as células para interagir com componentes intracelulares (BENFIELD;
AURELIE, 2020). A compreensdo do mecanismo de muitos PAMs intracelulares
ainda estd em processo de elucidacdo. Recentemente, foi evidenciado que a
subclasse de PAMs ricos em prolina é capaz de transpor a barreira da membrana
bacteriana e destruir bactérias por meio da inibicdo da sintese proteica, agindo
diretamente no ribossomo (GRAF; WILSON, 2019). Adicionalmente, estudos
sugeriram que os PAMs tém a capacidade de atravessar a membrana celular sem
criar poros, 0 que pode envolver processos regulados por receptores
(ULMSCHNEIDER, 2019). Uma vez que essas moléculas penetram nas membranas
das bactérias, podem interagir com macromoléculas e processos bioldgicos no
interior da célula, como a replicacdo do DNA e a inibicdo da transcricdo
(FRIEDRICH et al., 2001; ULVATNE et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que
0os PAMs desativam chaperonas bacterianas que desempenham um papel no
dobramento de proteinas, resultando em efeitos bactericidas também ao
interromper a sintese de proteinas (OTVOS, 2002; GRAF e WILSON, 2019;
CARDOSO et al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3. Principais mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos (PAMS),
na membrana plasméatica com formacdo de poros (barril e toroidal), ndo formacéo
de poros (modelo carpete e detergente) e no meio intracelular (acdo no DNA, RNA,
sintese de proteinas e diviséo celular). Adaptado de Zheng et al, 2025.

Alguns PAMs mostraram ser eficientes no combate & mastite bovina, como € o
caso das [-defensinas, catelicidinas e bacteriocinas. As [3-defensinas atuam como a
primeira linha de defesa do sistema imune em gado leiteiro (GURAO et al., 2017).
Jé& as catelicidinas conseguem controlar diretamente a infec¢do e regular as defesas
do hospedeiro, o que Ihes permite ter atividade antimicrobiana de amplo espectro
direcionada contra bactérias (YOUNG-SPEIRS et al.,, 2018). Por fim, as
bacteriocinas também sdo consideradas como um tratamento promissor (AHMAD et
al., 2017). A nisina e a bovicina HC5 sdo os dois principais exemplos de
bacteriocinas com efeito terapéutico bem estabelecido contra microrganismos
responsaveis pela mastite (CASTELANI et al., 2019; GODOY-SANTOS et al., 2019).
Porém, existem alguns PAMs que ainda ndo foram aplicados contra a mastite
bovina. Dentre eles, podemos citar as cecropinas. Um claro crescimento da

pesquisa acerca dos PAMs comecou na década de 80, devido a descoberta das
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cecropinas de insetos por Hans Boman, defensinas humanas por Robert Lehrer e
magaininas por Michael Zasloff (SELSTED et al., 1985; STEINER et al., 1981). Dito
isso, a presente proposta tem como peptideo alvo de estudo a classe das

cecropinas, a qual serd mais bem discutida nos tépicos a seguir.

1.5 Cecropinas
As cecropinas foram descobertas pela primeira vez nas pupas da mariposa

Cecropia (Hyalophora cecropia). Esses peptideos constituem uma familia de PAMs
provenientes de invertebrados, encontrados especialmente em insetos. As
cecropinas sao classificadas em subfamilias: A, B, C, D, E e F (HULTMARK et al.,
1982). A cecropina B mostra maior efetividade contra bactérias, seguida das
cecropinas A e D, tanto para bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas.
As cecropinas sdo anfipaticas e, em sua maioria, constituem peptideos lineares
altamente basicos, compostos de 31 a 39 aminoacidos, os quais podem formar a-
hélices flexiveis em ambientes hidrofébicos. Elas possuem uma parte N-terminal
hidrofilica contendo residuos carregados, associada a uma regido hidrofébica entre
0s residuos 22-30, assim como uma extremidade C-terminal mais hidrofilica (PARK
et al., 2021). Essas caracteristicas permitem a formacdo de canais ibnicos nas
membranas plasmaticas bacterianas, dissipando o potencial de membrana devido a
liberacdo de protons e, consequentemente, levando a morte celular
(CHRISTENSEN et al., 1988) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de acdo das cecropinas em membranas bacterianas.
Representacdo esquematica da interagdo das cecropinas com a membrana
plasmatica bacteriana, formando poros e permitindo a passagem de ions para a

despolarizacdo da membrana, levando a morte celular. Figura do autor.

A cecropina A (CeA) representa um PAM cationico linear produzido pela
mariposa Hyalophora cecropia (SILVESTRO et al.,, 1997). Essa cecropina é
composta por 37 aminoacidos, incluindo uma regido N-terminal altamente basica,
uma regiao flexivel e uma regido C-terminal altamente hidrofébica (GREGORY et
al., 2008; SILVESTRO et al., 2000). A CeA demonstra atividade tanto contra
bactérias Gram-positivas quanto contra bactérias Gram-negativas. Em termos de
mecanismo de acdo, a CeA inicialmente se liga aos lipidios de membrana
carregados negativamente devido a sua carga fortemente positiva no N-terminal e,

em seguida, induz a formacao de poros por meio de sua regiao C-terminal
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hidrofobica, o que torna a membrana permeavel, eventualmente levando a morte
das bactérias (GREGORY et al., 2008; SILVESTRO et al., 2000). A CeA exibe uma
atividade forte e répida contra patdgenos invasores e células tumorais,
desempenhando um papel importante na resposta imune em insetos (WANG et al.,
2019).

No trabalho de Bolouri et al. (2016), uma cecropina A de Galleria mellonella
foi testada contra cepas de Micrococcus Iuteus (Gram-positiva). As cepas
bacterianas foram eliminadas a uma concentracdo de 8 mM. Em um trabalho mais
recente (2019), foi extraida uma cecropina de Musca domestica, a qual foi
classificada como cecropina 4 (41 aminoacidos), variando o balanco de carga e
hidrofobicidade para obter PAMs menores. O peptideo derivado C18 (16
aminoacidos) demonstrou uma concentracdo inibitéria minima (CIM) de 4 mM

contra 0 S. aureus resistente a meticilina (MRSA).

A cecropina B natural é composta por 35 aminoacidos e é um membro da
familia das cecropinas com a maior atividade antibacteriana (WANG et al., 2011). A
cecropina B é um tipo de PAM, sendo uma molécula com varias atividades
biolégicas, incluindo antimicrobiana, antitumoral e antiviral (HOSKIN et al., 2008).
Essa cecropina desempenha sua fung¢ao causando perturbagdes na membrana pela
formacdo de poros (WANG et al.,, 2018). Ja a cecropina C é atualmente pouco
descrita na literatura no que tange suas propriedades antimicrobianas. Ja a
cecropina C é atualmente pouco descrita na literatura no que tange suas
propriedades antimicrobianas, sendo compostas por 37 aminoacidos (ZIAJA et al.,
2020).

A cecropina D, por sua vez, apresenta homologia com as cecropinas A e B,
pois cada uma tem aproximadamente o mesmo tamanho (cecropina A: 37 residuos;
cecropina B: 35 residuos; e cecropina D: 36 residuos), e cada uma delas contém
uma regido amino-terminal hidréfila e um terminal carboxilo amidado hidrofébico. No
entanto, a cecropina D € menos bésica (carga liquida: +3) do que as cecropinas A e
B (cargas liquidas: +7 e +8, respectivamente). Além disso, a cecropina D € menos
ativa contra a maioria das bactérias ja testadas (FINK et al., 1989). Em 1982,
pesquisadores investigaram proteinas antibacterianas de baixo peso molecular a

partir da mariposa H. cecropia. Naquele trabalho, além das cecropinas A e B
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previamente descritas, outras cecropinas foram descobertas, incluindo as
cecropinas C, D, E e F (HULTMARK et al., 1982).

Existem ainda derivacfes dessas classificagcbes que podem ser nomeadas
dependendo do estudo. Como exemplo, em um trabalho de 2017, pesquisadores
investigaram uma cecropina derivada da cecropina A de Aedes aegypti,
denominada cecropina A2, um peptideo catidbnico com estrutura a-helicoidal
composto por 36 residuos. No entanto, apesar de compartilhar o0 mesmo nome,
essa cecropina A2 nao € necessariamente idéntica a outras cecropinas A2
descritas na literatura (ZHENG et al., 2017). Como exemplo, em outro estudo de
2017, foi testada uma cecropina A, também nomeada cecropina A2, porém extraida
de M. domestica (DE WEI et al., 2017). Dessa forma, em ambos os trabalhos as
cecropinas foram nomeadas como cecropina A2, mesmo sendo cecropinas
diferentes, demonstrando assim um gargalo na classificagdo das cecropinas ja
descritas. Além disso, existem classificacdes que pertencem somente a um grupo,

como a cecropina P1, isolada do nematoide Ascaris suum (GU et al., 2022).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo selecionar as melhores
cecropinas descritas na literatura em termos de atividade e estabilidade, utilizando
abordagens computacionais, e investigar seu potencial no combate as bactérias
causadoras da mastite bovina e de doencas infecciosas em humanos. Portanto, os
resultados deste estudo podem contribuir para gerar solu¢cdes mais eficazes no
combate a bactérias relevantes para a saude animal e humana, bem como para a

compreensao e aplicacao das cecropinas como bioprodutos.

2. JUSTIFICATIVA E APLICABILIDADE
A mastite bovina é o principal desafio causado por doencas na producao

enfrentado pela industria global de laticinios, sendo a doenca mais cara e
prevalente em gado leiteiro em todo o mundo com custo de 32 bilhGes de dolares
anuais. Além disso, a resisténcia a antimicrobianos (RAM) vem impactando a saude
humana de forma alarmante, com mais de 2,8 milhdes de infeccbes resistentes
anuais e 35.000 mortes associadas, segundo dados dos Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos da América (EUA). Patdgenos

prioritarios como A. baumannii e P. aeruginosa exemplificam a gravidade do
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problema, com altas taxas de mortalidade e mecanismos de resisténcia complexos.
Nesse contexto, os PAMs tém mostrado resultados promissores devido ao seu
mecanismo de acdo ser, usualmente, diferente daqueles exercidos por antibiéticos
convencionais. Varios PAMs mostraram capacidade de combater a mastite bovina
e infec¢cdes em humanos (por exemplo, B-defensinas, catelicidinas e bacteriocinas).
Porém, dentre as diversas classes de PAMs, as cecropinas ainda ndo foram
amplamente aplicadas nesse contexto. As cecropinas tém se destacado em varios
estudos por sua habilidade em combater uma ampla gama de microrganismos,
enfatizando sua relevancia na imunidade de invertebrados, notadamente em
insetos. Além disso, os estudos mais recentes mostram novas cecropinas sendo
descobertas, as quais apresentam atividade antibacteriana. Entretanto, o processo
de descoberta e teste de novos PAMs ainda demanda muitos recursos, sendo
laborioso e de alto custo. Nesse contexto, o presente projeto busca utilizar anélises
evolutivas, extracdo de padrdoes de aminoacidos, extracdo de caracteristicas fisico-
guimicas e estruturais, e analises de dinAmica molecular para selecionar, atraves
de métodos computacionais, as melhores cecropinas disponiveis para combater a
mastite bovina e cepas isoladas de infecces em humanos. Essa selecdo sera
baseada em sequéncias e estruturas de todas as cecropinas naturais descritas na
literatura até o momento. Além disso, com base nessas informacdes, sera possivel
identificar as determinantes para uma atividade especifica (por exemplo, atividade
contra bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas). Dessa forma, esperamos
identificar quais cecropinas tém o melhor desempenho frente as infec¢coes animais

e humanas supracitadas.
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3. OBJETIVO GERAL

Determinar através de abordagens computacionais quais as cecropinas com o

maior potencial em combater bactérias de relevancia na saude animal e humana.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. ldentificar e extrair as cecropinas naturais depositadas nos bancos de dados

publicos;

ii. Identificar as cecropinas naturais testadas e extrair os dados de atividade

antibacteriana;

iii. Separar as cecropinas em grupos distintos com base em analise filogenética;
iv. Extrair as propriedades fisico-quimicas e estruturais das cecropinas;

v. Selecionar as melhores cecropinas com base em analises computacionais;

vi. Analisar o comportamento das cecropinas selecionadas por meio de simulagao

com membrana de bactéria Gram-positiva e Gram-negativa.

vii. Sintetizar os peptideos selecionados;

viii. Caracterizar as cecropinas por dicroismo circular;

ix. Determinar o potencial antibacteriano das cecropinas sintetizadas;

X. Determinar o potencial o potencial hemolitico, citotoxico e de modulagéo de 6xido

nitrico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Triagem das sequéncias de estudo em bancos de dados publicos e
analise filogenética em cecropinas naturais

As sequéncias de cecropinas naturais foram obtidas das bases de dados
Antimicrobial Peptide Database (APD), Yet Another Database of Antimicrobial
Peptide (YADAMP), Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides
(DBAASP) e National Center for Biotechnology Information (NCBI). Um total de 550
sequéncias foi inicialmente identificado. Posteriormente, foram eliminadas as
redundancias entre os bancos de dados, resultando em 263 sequéncias Unicas. A
partir dessas sequéncias, foi realizado um levantamento das que apresentavam
atividade biologica documentada. Do total inicial de 263 sequéncias, verificou-se que
107 delas possuiam atividade biolégica documentada. Um alinhamento foi entdo
conduzido utilizando o servidor T-Coffee e aprimorado através do servidor TCS,
resultando em 93 sequéncias apds a remoc¢ao das que prejudicavam o alinhamento.
Com essas 93 sequéncias, uma arvore filogenética foi construida utlizando o
servidor IQ-TREE. No entanto, apesar dos esforcos, ndo foi possivel extrair padrdes
de aminoacidos dos grupos taxondémicos através do servidor PRATT 2.1. Uma
andlise subsequente revelou que as sequéncias provenientes do NCBI poderiam
nao estar devidamente anotadas sendo, portanto, excluidas e resultando em um
total de 44 sequéncias identificadas. Com esse conjunto de cecropinas naturais, um
novo alinhamento foi realizado utilizando o servidor T-Coffee e seguido do
refinamento pelo servidor TCS. ApOs essa etapa, obteve-se um total de 41
sequéncias alinhadas adequadamente. Uma arvore de similaridade foi gerada pelo
método neighbor-joining utilizando o software MEGA 10.2.6, com 0 objetivo de
classificar as sequéncias em grupos distintos. A partir dos resultados da arvore de
similaridade, foram extraidos padrdes de aminoacidos para cada grupo de
sequéncias representado na arvore utilizando o servidor PRATT 2.1.

4.2 Modelagem molecular e validacao estrutural
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As estruturas tridimensionais das 40 sequéncias foram obtidas por meio de
modelagem molecular utilizando o software AlphaFold2, uma ferramenta baseada
em inteligéncia artificial projetada para prever coordenadas atdmicas de peptideos e
proteinas com alta precisdo (JUMPER et al., 2021). Os modelos 3D gerados foram
submetidos a um processo de validagdo para garantir a confiabilidade e precisao
das estruturas obtidas.

Inicialmente, os modelos tedéricos foram verificados por meio do diagrama de
Ramachandran, que avalia a conformacdo dos é&angulos diédricos de
peptideos/proteinas, indicando se a estrutura esta estereoquimicamente aceitavel.
Além disso, os modelos também foram avaliados pelos g-factors no servidor
PDBsum, o qual mensura a qualidade do ajuste da estrutura em relagédo aos dados
experimentais. Posteriormente, para avaliar a qualidade do dobramento dos
modelos, foi realizada a medi¢cao de z-score no servidor ProSA-web. O z-score é um
indicador estatistico que fornece uma medida da conformidade de uma estrutura de
peptideo/proteina com as estruturas esperadas para peptideos/proteinas com
estruturas resolvidas por difracdo de raios-X ou ressonancia magnética nuclear
(RMN) e depositadas no Protein Data Bank (PDB).

4.3 Levantamento da atividade e propriedades fisico-quimicas e estruturais de
cecropinas naturais

Foi realizado um levantamento da atividade dessas cecropinas em uM
utilizando estudos que testaram as cecropinas frente a bactérias patogénicas para
humanos em um total de 22 bactérias (uma vez que ndo ha cecropinas avaliadas
frente a bactérias provenientes de animais). ApOs isso, as informacdes fisico-
guimicas foram obtidas. Essas informacdes incluem a hidrofobicidade e o momento
hidrofébico, os quais foram calculados por meio do servidor Heliquest. Além disso, a
flexibilidade foi avaliada ao somar a flexibilidade individual de cada aminoacido e
extrair a meédia desses valores, seguindo a abordagem de Bhaskaran and
Ponnusway (1988). Por fim, também foi registrado o angulo de quebra de hélice. O
angulo de quebra de hélice foi mensurado utilizando os quatro residuos antes e
guatro residuos depois do residuo que se encontrava no meio da quebra de hélice.

Esta medicéao foi realizada pelo software PyMol verséo 2.3.
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4.4 Testes estatisticos de correlacdo de Pearson
A partir dos dados de caracteristicas fisico-quimicas e estruturais, foram
aplicados dois testes de correlacdo de Pearson utilizando o software R/Rstudio
versdo 2022.02.1 com o objetivo de verificar se algumas das caracteristicas
apresentavam correlacdo com os dados de atividade. As caracteristicas analisadas
foram: momento hidrofobico, hidrofobicidade, angulo, flexibilidade e potencial
eletrostatico. No primeiro teste, foram considerados os dados de atividade para as
seis bactérias mais testadas (variando entre seis e doze cecropinas), visto que, para
as demais bactérias, o niumero de sequéncias testadas era insuficiente para a
realizacdo do teste estatistico. O segundo teste teve como objetivo confirmar os
resultados obtidos no primeiro, sendo realizado apenas com as duas espécies de

bactérias cujas cecropinas testadas apresentaram maior correlacao estatistica.

4.5 Dind@mica molecular em solugdo aquosa

A partir dos dados de atividade, foram selecionadas cinco cecropinas,
incluindo as cecropinas A2 e A7 de Anopheles gambiae, cecropina A3 de Ae.
aegypti, cecropina A6 de Spodoptera litura e cecropina Md de M. domestica, para
simulacdes de dindmica molecular em agua. As simulacdes foram realizadas com o
software GROMACS v.5.0.4, utilizando o campo de forca GROMOS96 43al, a
temperatura de 310 K (Kelvin), por 100 ns (nanosegundos), em triplicata. As
dindmicas ocorreram em caixas cuUbicas, sob forca ibnica de 0,15 M NaCl. A
geometria das moléculas de &gua foi restringida pelo algoritmo SETTLE
(MIYAMOTO & KOLLMAN, 1992), enquanto o algoritmo LINCS foi utilizado para
restringir todos os comprimentos de ligacdo. O método Particle Mesh Ewald (PME)
foi aplicado para correcdes eletrostaticas, com raio de corte de 1,4 nm, valor
também empregado para as interacfes de van der Waals. A lista de vizinhos foi
atualizada a cada 10 etapas de simulagdo de 2 fs. A minimizagédo de energia foi
realizada por meio do algoritmo de descida mais ingreme, com 50.000 passos. Apés
o término das simulacdes, foram calculados o Root Mean Square Deviation (RMSD)
e 0 Root Mean Square Fluctuation (RMSF) de cada réplica, a fim de avaliar a

estabilidade das cecropinas. Além disso, foram calculadas as ocupancias para
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identificar quais ligacdes de hidrogénio se mantiveram mais estaveis durante as
dindmicas moleculares (CARDOSO et al., 2022).

4.6 Dindmica molecular em membrana de bactéria Gram positiva e Gram
negativa

Para verificar como as cinco cecropinas selecionadas interagem com
membranas bacterianas, foram realizadas dinamicas moleculares em modelos de
membranas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, totalizando dez
simulacdes — cinco para cada tipo de bactéria, com uma cecropina por simulacao.
Os sistemas de membrana foram montados no servidor CHARMM-GUI utilizando
proporcdes consensuais descritas na literatura, com 60% de POPE (fosfatidil-
etanolamina), 35% de POPG (fosfatidil-glicerol) e 5% de CL (cardiolipina) para
membranas Gram-positivas; e 65% de POPE, 25% de POPG e 10% de CL para as
Gram-negativas. Foi utilizado o campo de forca CHARMMS36, e as cecropinas foram
colocadas a ~27 nm das bicamadas lipidicas. As simula¢es foram conduzidas com
0 software GROMACS versdo 5.0.4. Todas as simulacdes ocorreram sob forca
ibnica de 0,15 M de NaCl. A geometria das moléculas de agua foi mantida com o
algoritmo SETTLE (MIYAMOTO, 1992), e o algoritmo LINCS (HESS, 1997) foi
empregado para preservar a integridade dos comprimentos das ligacées atémicas.
Para as correcOes eletrostaticas, foi utilizado o método Particle Mesh Ewald (PME)
(EWALD, 1921), com raio de corte de 1 nm, valor também aplicado as interacdes de
van der Waals. A lista de vizinhos para cada &tomo foi atualizada a cada 10 passos
de simulacdo, com duracédo de 2 fs cada. A minimizacdo de energia foi realizada
pelo algoritmo de descida mais ingreme (50.000 passos). Posteriormente, 0s
sistemas passaram por processo de equilibracdo de temperatura e pressao, sendo
estabilizados em 310 K e 1 bar por 100 ps, utlizando o termostato de
reescalonamento de velocidade (NVT) (BUSSI, 2007) e o barostato Parrinello-
Rahman (NPT) (PARRINELLO, 1981), respectivamente. ApOs a obtencdo de
sistemas equilibrados e com energia minimizada, foram conduzidas simulacdes de
dindmica molecular com duracdo de 1000 ns. ApGs o término das dinamicas, 0s
dados foram analisados por RMSD, RMSF e ocupancia das ligacbes de hidrogénio,

sendo esta ultima extraida com o software VMD 1.9.3.
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4.7 Sintese quimica das cecropinas selecionadas
As cecropinas selecionadas para ensaios biofisicos e biolégicos foram adquiridas
da empresa Peptide 2.0 Incorporated (USA), a qual realizou a sintese através da

metodologia de fase sdélida F-moc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo) com 95% de pureza.

4.8 Caracterizacdo estrutural por dicroismo circular

As cinco cecropinas selecionadas foram caracterizadas por dicroismo circular
(DC). As andlises foram realizadas com as cecropinas a 50 UM em diferentes
ambientes: agua ultrapura, solucdo tampédo fosfato de potassio (10 mM), 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE) a 30% (v/v) em agua e dodecil sulfato de sodio (SDS) a 50 mM.
Os espectros de DC foram obtidos na faixa de 185 a 260nm no UV, a 25°C,
utilizando um espectropolarimetro JASCO (J-810/815) equipado com controlador de
temperatura do tipo Peltier, com velocidade de varredura de 50nm min=t A
resolucdo espectral foi de 0,1nm, com tempo de resposta de 1s e cinco
acumulacdes de varredura por amostra. Todos os espectros foram analisados com o
algoritmo de transformada rapida de Fourier (Fast Fourier) da JASCO, com correcao

da linha de base.

4.9 Avaliacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo
bactericida minima (CBM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada frente a cepas
bacterianas associadas a mastite bovina e isolados clinicos humanos, incluindo
cepas susceptiveis e resistentes, disponiveis no Laboratorio de Microbiologia do S-
Inova Biotech da Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB). Os ensaios foram
realizados utilizando o método de microdiluicdo em caldo, conforme o protocolo M7-
A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards, em microplacas de 96
pocos. As suspensdes bacterianas foram previamente ajustadas para 2-5 x 10°
unidades formadoras de colbénias (UFC) mL™, e aplicadas nos pocos contendo o0s
peptideos em teste entre as concentracdes de 64 a 0,5 uM . As microplacas foram
incubadas a 37 °C, e a leitura da densidade oOptica (DOsoo NM) foi realizada apos 24
horas. Em seguida, uma aliquota de 10 yL de células provenientes dos pocos da

CIM foi diluida (1:10, v/v), semeada em meio Mueller-Hinton agar (MHA) e incubada
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a 37°C por 24 horas. Apos esse periodo, a CBM foi definida como a menor
concentracdo na qual ndo foi observada formacéo de colénias bacterianas viaveis
em MHA.

4.10 Avaliacao da atividade hemolitica

Os ensaios hemoliticos foram realizados nos laboratorios do S-Inova Biotech
da UCDB sob o CEUA 008/2024, utilizando eritrocitos de murinos saudaveis. O
sangue venoso fresco foi coletado por puncdo e armazenado em tubos contendo
solucao salina estéril a 0,9% (NaCl). As solu¢cbes de peptideos foram preparadas a
partir de diluicbes seriadas em solucao salina. Para o controle negativo, foi utilizada
a solucéo salina com eritrécitos, enquanto Triton X-100 a 1% foi empregado como
controle positivo de lise total dos eritrécitos. Todas as solugBes foram realizadas
entre as concentracdes de 64 a 0,5 uM. Apés incubacdo, as taxas de hemdlise
foram quantificadas por espectrofotometria, medindo-se a absorbancia a um

comprimento de onda de 415 nm.

4.11 Avaliacao do potencial citotéxico

O potencial citotoxico dos peptideos de estudo foi avaliado frente a diferentes
linhagens celulares disponiveis nos laboratérios do S-Inova Biotech — UCDB. As
células foram inicialmente incubadas por 24 horas para promover a aderéncia e
tratadas com meios frescos no dia seguinte, antes da adicdo de peptideos. As
células com peptideos foram incubadas por 24 horas. Apés este periodo 3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio brometo (MTT) foi adicionado (10 pL; 5 mg mL *
em PBS) e as células foram incubadas por mais 4 horas. O sobrenadante foi
removido, e 100 yL de solucédo de isopropanol contendo HCI foram adicionados. A
viabilidade celular foi aferida a 600 nm. Triton X-100 a 0,1% (v/v) foi utilizado como

controle positivo.

4.12 Modulagéao da producao de 6xido nitrico

A producdo de oxido nitrico (ON) foi avaliada em macréfagos ativados com
lipopolissacarideo (LPS), na auséncia ou presenca dos peptideos cecropina A2,
cecropina A3, cecropina A6, cecropina A7 e cecropina Md, todos utilizados na

concentracdo de 64 uM. Apds a ativacao, os niveis de ON foram determinados por
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meio da quantificagdo de nitrito (NO.~), um metabdlito estavel do ON, utilizando o
ensaio colorimétrico de Griess. Esse método baseia-se na deteccdo do nitrito
acumulado no sobrenadante das culturas celulares, formando um composto colorido
cuja intensidade é proporcional & concentragdo de ON produzido. A absorbancia foi
medida por espectrofotometria a 540 nm (CARDOSO et al., 2022).
5. RESULTADOS
5.1 Anélise filogenética e extracdo de padrées em cecropinas naturais

Com o objetivo de organizar as sequéncias e identificar padrdes entre as
cecropinas naturais analisadas, foram empregadas abordagens combinadas de
alinhamento mdltiplo, analise filogenética e deteccdo de padrdes de aminoacidos. A
partir do alinhamento feito pelo servidor T-Coffee e seguido do refinamento pelo
servidor TCS (Figura 5), a analise filogenética organizou as 41 sequéncias de
cecropinas naturais em quatro grupos taxondmicos: Lepidoptera (borboletas e
mariposas), com 28 sequéncias; Muscidae (moscas), com sete sequéncias;
Culicidae (mosquitos), com cinco sequéncias; e Nematoda, com apenas uma
sequéncia (Figura 6). O servidor PRATT 2.1 foi utilizado para extrair os padrdes de
aminodacidos dos trés primeiros grupos, com excecdo de Nematoda, uma vez que o
PRATT 2.1 requer, no minimo, trés sequéncias para gerar um padrdo confiavel.
Além disso, foram gerados mais dois padrbes: um padrdo geral, a partir das 40
sequéncias disponiveis, e um padrdo consenso, obtido pela unido dos trés padrdes
extraidos individualmente para cada grupo taxonémico. O servidor PRATT 2.1 é uma
ferramenta que permite identificar padrées de aminoacidos em um grupo especifico
de proteinas. Os padrdes identificados podem ser interpretados da seguinte
maneira: se houver um "X" em uma posi¢ao, significa que o PRATT ndo conseguiu
determinar qual aminoacido ocupa aquela posicdo. No entanto, logo apdés o "X",
pode haver um paréntese com um numero, indicando quantos aminoacidos
diferentes podem ocorrer naquela posicdo. Além disso, o PRATT pode mostrar entre
chaves as letras dos aminoacidos que podem ocorrer naquela posicdo. Ao observar
a tabela com os padrdes extraidos pelo PRATT, podemos notar que, entre todos

esses padrdes, o padrao geral das 40 sequéncias foi considerado o melhor. Isso
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ocorreu porque esse padrdo se mostrou mais curto e com menor variabilidade

(Tabela 1).
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Figura 5. Alinhamento multiplo das 41 sequéncias realizado pelo servidor T-Coffee.
A pontuacao de alinhamento € apresentada na parte superior da figura. A coloracéo
indica a qualidade do alinhamento, sendo o rosa associado a maior confiabilidade, o
amarelo a uma qualidade intermediaria e os tons de verde e roxo a regides de baixa

confiabilidade, com o roxo representando a menor qualidade.
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Figura 6. Andlise filogenética de cecropinas naturais. Arvore de similaridade
construida pelo método neighbor-joining (software MEGA 10.2.6), demonstrando a
relacdo evolutiva entre 41 sequéncias de cecropinas. A andlise revelou quatro
clados principais correspondentes a diferentes taxons: Lepidoptera, Diptera (dividido

entre Muscidae e Culicidae) e Nematoda (com um Unico representante).
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Grupos

Pré-refinamento

Pdés-refinamento

Lepidoptera

Diptera Moscas

Diptera Mosquitos

Padréo geral das A-x(0,2)-V-x(1,3)-A

sequéncias de
Lepidoptera, Diptera
Moscas e Mosquito

Padrao concenso

R-x(5)-A-x-P

A-X(2)-A-X-N-V-A

G-X-L-K-K-L-G-K-K-X-E-G-
X-G-K-R-V-F-x-A-x-E-K-A-
L-P-V-x(0,1)-V-x(0,1)-G-x-

A-1-x(0,1)-V-x(1,2)-A

F-K-x(0,2)-E-x(2)-[GV]-
x(4)-[DNR]-[ADG]-[GILV]-
[AIV]-X(2)-[AG]-[GP]

G-K-x(2)-[EK]-[DR]-x-[GL]-
X(2)-[GT]-x-[DK]-x-]AST]-
[ILV]-%-[GTV]-[AIL]-
[AEGS]-x-[AV]-[AQ]-[PQ]-
[Al-[AV]-[AN]-[AV]-[AG]-A-
[ST]-[AILV]

G-X-L-K-K-L-G-K-K-[IL]-E-
G-[AV]-G-K-R-V-F-x-A-
[AS]-E-K-A-L-P-V-x(0,1)-V-
x(0,1)-G-[AIV]-K-A-L

A-X(0,2)-V-x(1,3)-A

K-X(3)-G-[ALV]-X-[DG]-
X(2)-[ADV]-X(2)-[AG]-x(4)-
[AIV]-X(2)-[ATV]-X-[AGV]

5.2 Levantamento da atividade e propriedades fisico-quimicas e estruturais de

cecropinas naturais

Apés a caracterizacdo filogenética e estrutural das cecropinas naturais, foi

realizada uma andlise funcional com foco em suas atividades antibacterianas. A

avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a diferentes patdgenos

humanos permite verificar a eficacia desses peptideos antimicrobianos (PAMs) e

identificar os mais promissores em termos de poténcia e espectro de acao. A seguir,
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sdo apresentados os resultados do levantamento das CIMs das 23 cecropinas
analisadas.

O levantamento das atividades antibacterianas das 23 cecropinas frente a
patégenos humanos revelou que a maioria apresenta CIM igual a 10 uM (Figura 7).
Essa atividade foi observada contra bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-
negativas, evidenciando o amplo espectro de acdo dessa classe de PAMs. Dentre
as cecropinas analisadas, destacaram-se aquelas originarias das espécies Ae.
aegypti (cecropina A3), A. gambiae (cecropinas A2 e A7), M. domestica (cecropina
Md) e S. litura (cecropina A6), por apresentarem as menores CIMs. As cecropinas
A2 e A7 exibiram a mais alta poténcia, com atividade inibitéria a apenas 0,1 uM
frente a Salmonella typhimurium (Gram-negativa) e Streptococcus pyogenes (Gram-
positiva). A cecropina A6 também demonstrou alta eficcia, inibindo S. typhimurium
a 0,32 uM. A cecropina A3 apresentou CIM de 0,5 pM frente a Xanthomonas
campestris (Gram-negativa), enquanto a cecropina de M. domestica foi capaz de

inibir Pseudomonas fluorescens (Gram-negativa) a 1 uM.
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Figura 7. Perfil de atividade antimicrobiana de cecropinas contra patdégenos
humanos. Representacdo grafica em heatmap (GraphPad Prism 8) dos valores de
concentracdo inibitéria minima (CIM, em uM) de 23 cecropinas, onde a intensidade
da cor reflete a poténcia antimicrobiana - tons de azul indicam maior atividade (CIM

mais baixa) e tons vermelhos menor atividade (CIM mais elevada).

5.3 Modelagem molecular e angulacéo das cecropinas

Depois da modelagem tridimensional das sequéncias de cecropinas
selecionadas, foi realizada uma etapa de validacdo estrutural com o intuito de
verificar a qualidade e a confiabilidade dos modelos gerados. Essa analise é
fundamental para assegurar que as estruturas obtidas apresentem parametros
estereoquimicos coerentes e compatibilidade energética com proteinas reais,
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permitindo, assim, sua utilizagdo em analises funcionais e comparativas. A seguir,
sdo descritos o0s resultados da avaliacdo estrutural e das diferencas
conformacionais observadas entre 0s grupos taxondmicos analisados.

A validacao estrutural das 40 proteinas modeladas, baseada nos valores de G-
factor (OVERALL AVERAGE) obtidos por meio do servidor PDBsum e nos valores
de Z-score calculados pelo ProsaWeb, sugere que o0s modelos apresentam
gualidade estrutural satisfatéria e estdo, em sua maioria, dentro dos parametros
aceitaveis para estruturas tridimensionais confiaveis. Os valores de G-factor, os
quais indicam o0 quao usuais sdo 0s parametros estereoquimicos do modelo,
variaram de -0,57 a 0,25, sendo que apenas um valor ficou abaixo do limiar de -0,5
(valores abaixo de -0,5 sédo considerados incomuns, e valores abaixo de -1,0,
altamente incomuns), enquanto os demais se mantiveram dentro da faixa
considerada aceitavel (acima de -0,5), reforcando a adequacdo geométrica das
estruturas. Quanto aos valores de Z-score, que avaliam a compatibilidade da
energia do modelo com estruturas reais de peptideos/proteinas de mesmo
tamanho, a maioria também se situou em faixas compativeis com estruturas
depositadas no PDB, variando de -2,14 a 0,62. Assim, os dados indicam que as
proteinas modeladas possuem caracteristicas estruturais coerentes com estruturas
reais depositadas em bancos de dados, evidenciando uma modelagem confiavel e
adequada para andlises subsequentes. Como resultado da modelagem das
sequéncias identificadas, foi observada uma diferenca estrutural do angulo de
abertura das a-hélices entre as cecropinas de cada grupo taxondmico, a qual é
demonstrada pelo calculo de média e desvio padrdo (Figura 8). As cecropinas de
Lepidoptera mostram um desvio padrdo maior em comparacdo as cecropinas de
Culicidae e Muscidae. O fato de haver uma quantidade maior de cecropinas de
Lepidoptera nesta analise pode ter influenciado as medidas de média e desvio
padrdo. Porém, é possivel observar que, em comparacdo com as cecropinas de
Lepidoptera, as demais apresentam uma variacdo de angulagdo mais restrita. Ao
analisar os dados de angulacdo, em conjunto com os de atividade, observamos que
as cecropinas que obtiveram melhor atividade também possuiam uma angulacéo
mais aberta, como é o caso das cecropinas A2, A3 e A7 de Culicidae e da cecropina

de M. domestica.
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Figura 8. Analise estrutural comparativa de cecropinas por grupo taxondmico.
Representacéo tridimensional das estruturas proteicas preditas pelo AlphafFold2 e
alinhadas no PyMOL 2.3, destacando as variagdes no angulo de abertura das o-

hélices entre diferentes grupos taxonémicos.
5.4 Testes estatisticos de correlacdo de Pearson

Com o intuito de investigar possiveis relacfes entre as propriedades fisico-
qguimicas das cecropinas e sua eficacia frente a diferentes espécies bacterianas,
foram realizados testes estatisticos de correlacdo de Pearson. Essa abordagem
permite identificar quais caracteristicas estruturais ou funcionais dos peptideos estao
associadas a atividade antimicrobiana contra microrganismos especificos,
contribuindo para a compreensdo dos mecanismos de acao diferenciados entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A seguir, sdo apresentados o0s
resultados das analises de correlacéo aplicadas as cecropinas estudadas. Os testes
estatisticos de correlacdo de Pearson mostraram que nenhuma das caracteristicas

apresenta correlacdo geral, ou seja, que estivesse presente em todas ou na maioria
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das espécies de bactérias utilizadas. Porém, no primeiro teste estatistico, foi
mostrado que cada bactéria teve correlacdo com uma caracteristica diferente das
cecropinas estudadas. Dentre as caracteristicas testadas, o0 momento hidrofébico, a
flexibilidade e o potencial eletrostatico apresentaram forte correlacdo para duas
bactérias, incluindo S. aureus e K. pneumoniae (Figura 9). Nos resultados, é
possivel observar uma inversdo no sentido de correlacdo para essas espécies. O
momento hidrofobico e a flexibilidade para S. aureus tém uma correlagcdo negativa,
enquanto para K. pneumoniae apresentam correlacdo positiva. Isso indica uma
possivel diferenca na acdo da cecropina entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. O segundo teste estatistico focou apenas em S. aureus e K. pneumoniae,
revelando correlagbes mais fortes e uma diferenca mais evidente entre a acdo das
cecropinas frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As caracteristicas
de flexibilidade e potencial eletrostatico mostraram correlacdo mais forte para S.
aureus (Gram-positiva), enquanto hidrofobicidade e angulo apresentaram maior
correlacdo para K. pneumoniae (Gram-negativa). Ademais, o0 momento hidrofébico

mostrou correlagéo forte para ambas as cepas bacterianas (Figura 10).
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Figura 9. Andlise de correlacdo de Pearson (software R/Rstudio versédo 2022.02.1)

entre caracteristicas fisico-quimicas e estruturais das cecropinas (momento

hidrofébico, hidrofobicidade, &angulo, flexibilidade e potencial eletrostético) e

atividade antimicrobiana. Representacao grafica dos coeficientes de correlacdo de

Pearson entre os valores de CIM das cecropinas e seis espécies bacterianas mais

testadas. Os circulos coloridos indicam a direcéo (azul significa correlacdo positiva,

vermelho significa negativa) e intensidade (tamanho e saturagdo representam

significancia estatistica) das relagdes observadas.
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Figura 10. Analise de correlacao de Pearson (software R/Rstudio versao 2022.02.1)

entre caracteristicas fisico-quimicas das cecropinas (momento hidrofébico,
hidrofobicidade, angulo, flexibilidade e potencial eletrostatico) e atividade
antimicrobiana frente a S. aureus e K. pneumoniae. Representacdo grafica dos
coeficientes de correlacdo de Pearson para cinco cecropinas selecionadas, onde
circulos azuis (positivos) e vermelhos (negativos) ilustram a direcdo e forca das

correlacdes (tamanho e saturacdo representam significancia estatistica).
5.5 Dindmica molecular em agua das cinco cecropinas selecionadas

Para aprofundar a avaliagdo da estabilidade conformacional das cecropinas
selecionadas, foram realizadas simulacbes de dindmica molecular em ambiente
aguoso. Essa abordagem permite observar, ao longo do tempo, o comportamento
estrutural dos peptideos em solucédo, fornecendo métricas como o desvio padrédo
quadratico médio (RMSD), a flutuacdo por residuo (RMSF) e a ocupancia de
ligacbes de hidrogénio. Esses parametros sdo fundamentais para inferir a
flexibilidade, a estabilidade e o potencial de manutencdo da estrutura nativa dos
peptideos em condi¢cBes proximas as fisioldgicas. A seguir, sdo apresentados 0s
principais resultados obtidos a partir dessas simulagdes.

A partir das dinamicas moleculares em agua, foram extraidos os dados de
RMSD, RMSF e ocupéancia das ligacbes de hidrogénio. Os resultados de RMSD
das cecropinas A3 e A7 mostram que ambas permaneceram estaveis em todas as
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trés réplicas, com a cecropina A3 apresentando ligeira superioridade em
estabilidade. Essa tendéncia também é corroborada pelos dados de RMSF, que
indicam maior estabilidade da cecropina A3 quando comparada a cecropina A7
(Figura 11d). No caso das cecropinas A2 e Md, observamos resultados
semelhantes, nas quais ambas mostraram pouca variacdo tanto nos dados de
RMSD quanto nos dados de RMSF (Figuras 1la e 11e). O mesmo néo se repete
para a cecropina A6 que, embora tenha mostrado estabilidade nos dados de
RMSD, apresentou maior instabilidade nos dados de RMSF entre os residuos 10 e
15 (Figura 11c).
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Figura 11. Representacdo por meio da raiz quadrada média do desvio (RMSD) e a raiz

guadrada média da flutuacdo (RMSF) dos parametros resultantes de simulacbes de

dindmica molecular em agua na temperatura de 310 K em tréplicas (preto, verde e
vermelho) (software GROMACS V 5.0.4) para cecropina A2 (a), cecropina A3 (b),

cecropina A6 (c), cecropina A7 (d) e cecropina Md (e).
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Ao observar as estruturas das cecropinas apos os 100 ns de dinamica molecular, foi
notado que todas as cinco cecropinas apresentaram mudanca estrutural tanto na
extremidade C-terminal quanto na N-terminal. Além disso foi observado que todas as
cinco cecropinas mantiveram o centro de suas estruturas conservada, ou seja, com pouco
ou nenhuma mudanca na sua conformacéo. Ao extrair os dados de ocupéancia pode-se
constatar que os valores mais altos de ocupancia (ligacdes de hidrogénio que se
mantiveram por mais tempo durante a dinamica molecular) sdo as interacfes
pertencentes aos residuos que estdo localizadas proximos ao centro das estruturas das

cecropinas, caracterizando um maior numero de ligacdes de hidrogénio intrapeptidicas.

A partir dos dados de ocupancia também foi possivel inferir a estabilidade e
flexibilidade das cecropinas uma vez que as ligacdes de hidrogénio acabam tornando a
molécula mais rigida e, por sua vez, mais estavel. Sendo assim quando maior o nivel de
ocupancia mais estavel e mais rigida é a molécula. Portanto, os resultados referentes a
ocupancia das cecropinas A3 e A7 sugerem que a cecropina A3 pode exibir maior
estabilidade em ambiente aguoso do que a cecropina A7, uma vez que possui uma
proporcao superior de residuos que estabelecem ligacdes de hidrogénio intrapeptidicas,
com uma duracao que ultrapassa os 30% do periodo total da dinamica (Figura 11b e
11d). Por outro lado, quando comparamos a cecropina A2 com a cecropina Md, esta
demonstrou maior grau de estabilidade (Figura 12a e 12e). A cecropina A6 mostrou um
resultado divergente dos demais. Mesmo apresentado a regido estavel das outras
cecropinas, os dados de ocupéancia indicam que nessa regido a cecropina A6 € mais
flexivel (Figura 12c). Este resultado pode indicar que para as cecropinas em geral a
flexibilidade pode ser um fator crucial para a bioatividade, corroborando com os

resultados dos testes estatisticos.
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Figura 12. Perfil de estabilidade estrutural de cecropinas através da analise de ligacdes
de hidrogénio. Representacdo da ocupancia (>30% do tempo de simulagéo) de ligacdes
de hidrogénio intrapeptidicas (software VMD 1.9.3) em dindmica molecular (100 ns, 310
K) para cinco cecropinas: (a) A2, (b) A3, (c) A6, (d) A7 e (e) Md.
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5.6 Dinamica molecular em membrana de bactéria Gram-positiva e Gram-negativa

das cinco cecropinas selecionadas

Com o objetivo de investigar o comportamento das cecropinas em ambientes que
mimetizam as membranas de bactérias, foram conduzidas simula¢cées de dinamica
molecular em bicamadas lipidicas representativas de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Esse tipo de abordagem permite avaliar a insercéo, estabilidade e interacao
dos peptideos com as membranas-alvo, oferecendo uma visdo mais realista de sua
atuacdo em contextos fisioldgicos. A analise de parametros como RMSD, RMSF e
ocupancia de ligacdes de hidrogénio fornece subsidios para compreender as diferencas

no modo de acao das cecropinas conforme o tipo de membrana bacteriana.

A dindmica molecular na membrana de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
revelou que a cecropina A2 interagiu principalmente com a superficie da membrana de
bactérias Gram-positivas, apresentando uma insercdo limitada (Figura 13a).
Observaram-se variacdes significativas nos valores de RMSD, RMSF, especialmente nos
aminodcidos localizados nas extremidades, entre os residuos 1 e 4 e apds o residuo 20
(Figuras 18a e 18c). Além disso, as ligagfes de hidrogénio mais duradouras ocorreram
entre os residuos localizados no centro da estrutura da cecropina A2, como evidenciado
pelos dados de ocupancia (Figura 19a). Em contraste, na membrana de bactérias Gram-
negativas, a cecropina A2 inseriu-se completamente na bicamada lipidica, mantendo-se
estavel ao longo de toda a simulacdo (Figura 12b). Os dados de RMSD e RMSF
indicaram maior estabilidade e interacdo em membranas Gram-negativas, sugerindo

uma preferéncia por esse tipo de membrana (Figuras 18b e 18d).

Figura 13. Interacdo da cecropina A2 com membranas bacterianas ap6s 1.000 ns de
dinamica molecular (software VMD 1.9.3). Representacao do frame final da simulacao
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mostrando o comportamento distinto do peptideo frente a: (a) membrana de bactéria
Gram-positiva e (b) membrana de bactéria Gram-negativa.

A cecropina A3 foi a Unica a se inserir totalmente na membrana Gram-positiva,
demonstrando alta afinidade por esse ambiente (Figura 14a). Apresentou maior
estabilidade de acordo com os valores de RMSD (Figura 18a). Quando analisados os
dados de RMSF e ocupancia, observou-se que a cecropina A3 apresentou menor
estabilidade entre os residuos 1 e 4, assim como ap6és o residuo 20 (Figuras 18c e 18b).
No entanto, em membranas Gram-negativas, apresentou um desenovelamento quase
completo, com menor estabilidade e afinidade (Figura 14b). Essa diferenca sugere clara

especificidade por bactérias Gram-positivas.

Figura 14. Interacdo da cecropina A3 com membranas bacterianas ap6s 1.000 ns de
dindmica molecular (software VMD 1.9.3). Representacdo do frame final da simulacéo
mostrando o comportamento distinto do peptideo frente a: (a) membrana de bactéria

Gram-positiva e (b) membrana de bactéria Gram-negativa.

A cecropina A6 exibiu interacdo limitada na superficie das membranas Gram-
positivas, interagindo apenas com sua extremidade C-terminal (Figura 15a). Em Gram-
negativas, também interagiu com a superficie da membrana, porém com maior variacao
na trajetéria, indicando uma interagdo menos estavel (Figura 15b). Seus dados de
RMSD, RMSF e ocupéancia foram semelhantes em ambos os ambientes, embora com
maior flexibilidade estrutural em Gram-positivas (Figuras 18, 18c e 19c). Enquanto isso, a
cecropina A7 exibiu maior instabilidade estrutural em membranas Gram-positivas, com
variacbes mais acentuadas apés 700 ns, conforme mostrado nos valores de RMSD
(Figura 18a). Em contraste, na membrana Gram-negativa, sua estrutura apresentou

menor variagdo conforme os dados de RMSD, indicando uma interacdo mais estavel
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(Figura 18b). Além disso, os dados de ocupéancia revelaram ligacdes de hidrogénio mais
duradouras em Gram-negativas, reforcando sua maior afinidade por esse ambiente
(Figura 20d).

A cecropina Md apresentou comportamento quase idéntico em ambos os tipos de
membrana. Em Gram-positivas, manteve uma das a-hélices pouco inseridas na
bicamada (Figura 16a), enquanto em Gram-negativas demonstrou padrdo semelhante,
com estabilidade comparavel (Figura 16b). Foi a Unica cecropina que nao se inseriu
efetivamente nas duas membranas, apresentando dados consistentes de RMSD, RMSF

e ocupancia em ambas as simulac¢des (Figuras 18, 19e e 20e).

Figura 15. Interacdo da cecropina A6 com membranas bacterianas apos 1.000 ns de
dindmica molecular (software VMD 1.9.3). Representacdo do frame final da simulagéo
mostrando o comportamento distinto do peptideo frente a: (a) membrana de bactéria

Gram-positiva e (b) membrana de bactéria Gram-negativa.
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Figura 16. Interacdo da cecropina A7 com membranas bacterianas ap6s 1.000 ns de
dindmica molecular (software VMD 1.9.3). Representacdo do frame final da simulagcéo
mostrando o comportamento distinto do peptideo frente a: (a) membrana de bactéria

Gram-positiva e (b) membrana de bactéria Gram-negativa.

Figura 17. Interacdo da cecropina Md com membranas bacterianas apos 1.000 ns de
dindmica molecular (software VMD 1.9.3). Representacdo do frame final da simulagéo
mostrando o comportamento distinto do peptideo frente a: (a) membrana de bactéria

Gram-positiva e (b) membrana de bactéria Gram-negativa.
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Figura 18. Andlise de estabilidade estrutural das cecropinas em membranas bacterianas.
Representacdo grafica de: (@) RMSD em membrana Gram-positiva; (b) RMSD em
membrana Gram-negativa; (¢) RMSF em membrana Gram-positiva; (d) RMSF em
membrana Gram-negativa extraiddos pelo software GROMACS. As cinco cecropinas
estudadas sado representadas por cores distintas: A2 (preto), A3 (vermelho), A6 (verde),
A7 (azul) e Md (amarelo). Os dados de RMSD e RMSF foram obtidos pelo software

GROMACS V 5.0.4.
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Figura 19. Perfil de ligagbes de hidrogénio em membranas Gram-positivas para

cecropinas. Analise da ocupancia (>30%) de ligacdes de hidrogénio intrapeptidicas

durante simulacfes de dinAmica molecular em membrana bacteriana Gram-positiva para:
(@) cecropina A2, (b) A3, (c) A6, (d) A7 e (e) Md, obtidos pelo software VMD 1.9.3.
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Figura 20. Perfil de ligagbes de hidrogénio em membranas Gram-positivas para

cecropinas. Analise da ocupancia (>30%) de ligacdes de hidrogénio intrapeptidicas

durante simulacfes de dinamica molecular em membrana bacteriana Gram-positiva para:
(@) cecropina A2, (b) A3, (c) A6, (d) A7 e (e) Md, obtidos pelo software VMD 1.9.3.
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5.7 Caracterizacao estrutural por dicroismo circular

Para investigar a estrutura secundaria adotada pelas cecropinas em diferentes
ambientes, foram realizadas andlises de dicroismo circular (DC) em condi¢bes que
mimetizam tanto meios aquosos quanto ambientes semelhantes a membranas. Essa
técnica espectroscopica permite identificar a presenca de estruturas como hélices a e
folhas 3 com base na assinatura espectral caracteristica dos peptideos. Além disso, 0s
dados obtidos por DC foram comparados aos resultados das simulagdes de dinamica
molecular em solugdo aquosa, com o objetivo de avaliar a estabilidade conformacional ao
longo do tempo e verificar a coeréncia entre os dados experimentais e computacionais. A

seguir, sdo apresentados os achados dessas analises integradas.

Os resultados de DC mostram que em solucdo de SDS, um surfactante anfifilico
gue mimetiza ambientes membranares, e em solucédo de TFE 50%, um solvente organico
conhecido por induzir a formacao de estruturas secundarias em peptideos, as cecropinas
apresentaram um espectro caracteristico de a-hélice (Figura 21c e 21d). Os resultados
sugerem que as cecropinas adotam uma conformacdo helicoidal em ambientes
semelhantes a membranas, o que esta diretamente relacionado ao seu mecanismo de
acdo antimicrobiano. Por outro lado, nas solucdes de agua e tampdao, os espectros de
dicroismo circular ndo apresentaram os padrdes caracteristicos de a-hélice, indicando que
as cecropinas podem adotar conformac¢fes mais desordenadas ou flexiveis em ambientes
aquosos (Figura 20% e 20b).

As anadlises de dinamica molecular em agua, avaliadas através dos parametros
RMSD e RMSF, complementaram esses achados ao revelar padrbes distintos de
estabilidade entre as diferentes cecropinas. As cecropinas A3 e A7 destacaram-se por
sua maior estabilidade conformacional, sendo que a A3 apresentou flutuagcdes estruturais
ainda menores que a A7, indicando uma conformacdo particularmente rigida. Em
contraste, a cecropina A6 mostrou maior instabilidade na regido dos residuos 10-15,
provavelmente devido a interacdes intramoleculares menos eficientes neste segmento. Ja
as cecropinas A2 e Md mantiveram estruturas relativamente estaveis ao longo da
simulacdo. Curiosamente, enquanto o DC indicou perda completa da estrutura helicoidal
em &agua, as simulagbes de dindmica molecular mostraram retencdo parcial desta
conformacao durante os 100 ns de analise. Esta aparente divergéncia pode ser explicada
pelo fato de que as simulacbes capturaram estados intermediarios antes do
desdobramento completo, enquanto o DC refletiu o estado final de equilibrio. Tal
observacédo sugere que simulagbes mais prolongadas poderiam eventualmente mostrar a

perda total da estrutura helicoidal, em concordancia com os dados espectroscopicos
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destacando, assim, a natureza dinamica e dependente do tempo dessas transicOes

conformacionais.
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Figura 21. Espectros de DC das cinco cecropinas selecionadas em diferentes solugoes,
incluindo agua ultrapura (a), tampéo fosfato de potassio (10 mM) (b), TFE 50% (c) e SDS
100 mM (d). Os espectros mostram a caracterizacdo das estruturas secundaria das

cecropinas A2 (preto), A3 (vermelho), A6 (azul), A7 (verde) e Md (rosa).

5.8 Determinacao de CIM e CBM frente a cepas clinicas isoladas de mastite
(Klebsiella sp. e S. aureus), cepas clinicas humanas (Acinetobacter A. baumannii e
P. aeruginosa) e cepas de referéncia ATCC (E. coli e K. pneumoniae)

Com o intuito de avaliar a eficacia das cecropinas em um contexto mais proximo do
ambiente clinico real, foram realizados testes de atividade antimicrobiana frente a cepas
bacterianas isoladas de casos de mastite bovina e infec¢cdes humanas, além de cepas de
referéncia (ATCC). Essa abordagem permite verificar a consisténcia da acao
antimicrobiana dos peptideos em diferentes concentragbes, contribuindo para a
identificacdo de candidatos promissores ao desenvolvimento de terapias alternativas.

Os resultados gerais mostraram que as cecropinas A2, A3, A6 e A7 apresentaram
valores de CIM proximos aos do controle do meio de cultura em todas as concentracdes
(64 uM a 0,5 pM), com um aumento gradual nos valores de CIM nas concentragcdes mais

baixas (0,5 uM). Para as cepas de Klebsiella sp. isolado clinico de mastite e K.
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pneumoniae ATCC, os peptideos A2, A6 e A7 mantiveram valores de CIM préoximos ao
controle até 2 uM para Klebsiella sp. e até 0,5 UM contra K. pneumoniae, para A2 e A7
(Figuras 22c e 22d). Quando avaliadas contra S. aureus isolado clinico de mastite e S.
aureus ATCC, nenhuma das cinco cecropinas mostrou capacidade de inibir o crescimento
bacteriano em nenhuma das concentracdes testadas (Figuras 22a e 22b). Por outro lado,
todas as cecropinas, com excec¢do da cecropina Md, mantiveram valores de CIM proximos
ao controle em todas as dilui¢cdes frente a A. baumannii isolado clinico de humano (Figura
23a). Dados similares foram obtidos contra P. aeruginosa isolado clinico de humano
(Figura 23c) e E. coli ATCC, onde a cecropina Md mostrou o menor desempenho (CIM =
8 UM), a cecropina A3 apresentou valor de CIM igual a 1 uM, enquanto as cecropinas A2,
A6 e A7 inibiram o crescimento bacteriano em todas as concentracdes testadas (Figura
23b).
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Figura 22. Perfil de atividade antimicrobiana de cecropinas contra as bactérias S. aureus,

Klebsiella sp e K. pneumoniae. Representacdo grafica em heatmap da concentracao
inibitéria minima (CIM, 64-0,5 uM) das cecropinas A2, A3, A6, A7 e Md frente a: (a) S.
aureus isolado clinico de mastite, (b) S. aureus ATCC, (c¢) Klebsiella sp. isolado clinico de
mastite e (d) K. pneumoniae ATCC 13883.A escala cromatica azul indica baixa inibi¢cao;
tons claros indicam alta inibicdo. C-: controle negativo.
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Figura 23. Perfil de atividade antimicrobiana de cecropinas contra as bactérias S. aureus,
Klebsiella sp e K. pneumoniae. Representacdo grafica em heatmap da concentracdo
inibitéria minima (CIM, 64-0,5 uM) das cecropinas A2, A3, A6, A7 e Md frente a: (a) A.
baumannii isolado clinico de humano, (b) E. coli ATCC e (c¢) P. aeruginosa isolado clinico
de humano. A escala cromatica azul indica baixa inibicdo; tons claros indicam alta

inibicdo. C-: controle negativo.

Os testes de CBM avaliaram a eficacia das cecropinas A2, A3, A6, A7 e Md contra
seis cepas bacterianas de relevancia clinica. Entre os isolados clinicos, foram incluidos S.
aureus e Klebsiella sp. provenientes de casos de mastite bovina, além de A. baumannii e
P. aeruginosa isolados de infecgcbes humanas. As cepas de referéncia utilizadas foram K.
pneumoniae ATCC 13883 e E. coli ATCC 25922. Os resultados demonstraram variagdes
na atividade bactericida das cecropinas, com destaque para a superioridade das
cecropinas A2, A7, A6 e A3 em comparacédo a cecropina Md.

As cecropinas A2, A3, A6 e A7 demonstraram perfis distintos de atividade
antimicrobiana contra as diferentes cepas bacterianas testadas. Contra Klebsiella sp.
isolado clinico de mastite, as cecropinas A3 e A7 apresentaram a maior poténcia, com
concentracdo bactericida minima (CBM) de 1 pM, enquanto as cecropinas A2 e A6
exibiram CBM entre 2-4 yM. Para K. pneumoniae ATCC, observou-se que as cecropinas
A2, A6 e A7 mostraram a maior eficacia (CBM = 0,5 yM) em comparacdo com a cecropina
A3 (CBM = 2 uM). Os resultados contra A. baumannii isolado clinico de humano
revelaram que todas as cecropinas testadas (A2, A3, A6 e A7) apresentaram excelente
atividade bactericida, com CBM de 0,5 pM. Resultado semelhante foi observado para P.
aeruginosa isolado clinico de humano, onde todas as cecropinas exibiram CBM de 1 puM.
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Contra E. coli ATCC, as cecropinas A2, A3 e A7 mantiveram alta poténcia (CBM = 0,5
MM), enquanto a cecropina A6 mostrou atividade ligeiramente reduzida (CBM = 1 uM).

A cecropina Md mostrou um perfil de atividade distinto, sendo ineficaz (CBM >64
MM) contra S. aureus, Klebsiella sp., K. pneumoniae ATCC, A. baumannii e P. aeruginosa.
A Unica excecao foi observada contra E. coli ATCC, onde apresentou CBM de 8 uM.
Estes resultados demonstram que enquanto as cecropinas A2, A3, A6 e A7 exibem
potente atividade contra uma ampla gama de bactérias Gram-negativas. A cecropina MD,
por sua vez, mostrou atividade antimicrobiana substancialmente menor contra a maioria

das cepas testadas, com excec¢do de uma moderada atividade contra E. coli (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracao bactericida minima (CBM) das cinco cecropinas de estudo frente
as bactérias S. aureus, Klebsiella sp., A. baumannii, P. aeruginosa, e E. coli.

Cecropina Concentracao
s (uM)
por bacteria
S. Klebsiell K. pneumoniae A. P. E. coli
aureus a sp. ATCC bauman aeruginosa ATCC
isolado isolado nii isolado
clinico  clinico isolado clinico
clinico
A2 >64 2 0.5 0.5 1 0.5
A3 >64 1 2 0.5 1 0.5
A6 >64 4 0.5 0.5 1 1
A7 >64 1 0.5 0.5 1 0.5
Md >64 >64 >64 >64 >64 8

5.9 Ensaios hemoliticos e citotéxicos para as cinco cecropinas selecionadas

Além da atividade antimicrobiana, a seguranca e a biocompatibilidade das
cecropinas séo aspectos fundamentais para sua aplicacao terapéutica. Para isso, foram
conduzidos ensaios experimentais visando avaliar o potencial hemolitico, a citotoxicidade
em células humanas e a capacidade de modulacdo da resposta inflamatéria. Esses testes
sdo essenciais para identificar peptideos com baixa toxicidade e, ao mesmo tempo, com
propriedades imunomodulatorias desejaveis. A seguir, sdo apresentados os resultados
obtidos nos ensaios hemolitico, de viabilidade celular (MTT) e de quantificacdo de Oxido
nitrico (ON).
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Os resultados obtidos no teste hemolitico demonstraram que as cecropinas A2, A3
e A6 apresentaram valores de hemdlise variando entre 5% e 11%, 0s quais se mostraram
bastante préximos aos valores observados para o controle salino em todas as
concentracdes testadas. Por outro lado, as cecropinas A7 e Md exibiram percentuais de
hemolise mais elevados, com valores entre 12% e 28% (Figura 24a). De acordo com 0s
critérios estabelecidos, uma porcentagem de hemdélise superior a 15% € necesséria para
que uma substéncia seja considerada hemolitica. Dessa forma, os resultados indicam que
com excecao da cecroprinas A7 e Md as cecropinas testadas ndo podem ser classificadas
como hemoliticas (Figura 24a).
No ensaio de viabilidade celular (MTT) todas as cecropinas testadas demonstraram
uma diferenca significativa em comparacdo ao grupo controle tratado com Triton X-100
(Figura 24b). Destacaram-se as cecropinas A2 e A7, as quais apresentaram as menores
porcentagens de mortalidade celular, sugerindo uma menor toxicidade em relacdo as
demais cecropinas analisadas. Em relacdo aos niveis de 6xido nitrico (ON), todas as
cinco cecropinas mostraram diferencas significativas quando comparadas ao grupo
estimulado com LPS, um indutor classico de resposta inflamatéria (Figura 24c). As
cecropinas A3 e A6 destacaram-se por apresentarem a maior diferenca nos niveis de ON,

sugerindo uma potencial capacidade de modular a resposta inflamatoria.
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Figura 24. Analise da atividade hemolitica e efeitos celulares das cecropinas. (a)
Heatmap da porcentagem de hemdlise em diferentes concentra¢des (64 a 0,5 pM), em
que cores mais vermelhas indicam maior atividade hemolitica (até 80%) e cores mais
brancas, menor atividade. Controles: Triton X-100 (C+, hemolise total) e solucdo salina
(C-, baixa hemodlise). (b) Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de MTT. (¢) Producéo de
oxido nitrico. Asteriscos (*) indicam significAncia estatistica em relagdo aos controles
(Triton X-100 para MTT e LPS para Oxido nitrico).



65
6. DISCUSSAO

No presente trabalho, selecionamos cecropinas naturais (A2, A3, A6, A7 e Md) e
testamos sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
incluindo patégenos relevantes para mastite bovina e infecgbes humanas. Utilizamos
andlises in silico, como modelagem estrutural e dindmica molecular, para avaliar a relacéo
entre as propriedades fisico-quimicas desses peptideos (momento hidrofébico,
flexibilidade, angulo de hélice anfipatica e potencial eletrostatico) e sua interagcdo com
membranas bacterianas. Além disso, realizamos ensaios de concentragdo inibitoria
minima (CIM), citotoxicidade, hemdlise e modulacdo da resposta inflamatéria para
determinar seu perfil de seguranca e eficacia terapéutica.

Quando analisamos a arvore de similaridade, fica evidente que as cecropinas se
organizam de acordo com sua origem filogenética. Ao observar um ramo especifico, é
possivel notar que cecropinas de diferentes tipos sao semelhantes em termos de
composicao e distribuicdo dos aminoacidos, sugerindo que a classificacdo atual das
cecropinas pode ser aprimorada, uma vez que cecropinas previamente consideradas
distintas podem apresentar similaridades. Além disso, por meio do servidor PRATT, foram
identificados padrdes de aminoacidos para cada grupo taxondémico, indicando que o0s
grupos taxondmicos possuem uma assinatura caracteristica de aminoacidos.

As analises de DC revelaram que, em solucdo aquosa, as cecropinas perderam
totalmente a conformacdo de a-hélice, indicando uma transicdo para estruturas mais
desordenadas ou flexiveis. No entanto, os dados de dindmica molecular em &agua,
realizados em um periodo de 100 ns, mostraram que as cecropinas mantiveram
parcialmente a conformacdo de a-hélice, especialmente na regido central de suas
estruturas. Essa aparente discrepancia entre os resultados de DC e dinamica molecular
pode ser explicada pela diferenca nos tempos de observacdo. Enquanto o DC reflete o
estado final das cecropinas em solu¢do aquosa ap6s um equilibrio completo, a dinadmica
molecular em 100 ns pode capturar um estado intermediario, no qual as cecropinas ainda
nao atingiram o desenovelamento total. Isso sugere que, se a simulacdo de dinamica
molecular fosse estendida para 1.000 ns ou mais, € possivel que observassemos uma
completa desestruturacéo das cecropinas, com a perda total da conformacao de a-hélice,
em concordancia com os dados de DC.

As analises de dinAmica molecular em agua, avaliadas através dos parametros RMSD
e RMSF, complementaram esses achados ao revelar padrbes distintos de estabilidade
entre as diferentes cecropinas. As cecropinas A3 e A7 destacaram-se por sua maior
estabilidade conformacional, sendo que a A3 apresentou flutuacbes estruturais ainda

menores que a A7, indicando uma conformacédo particularmente rigida. Em contraste, a
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cecropina A6 mostrou maior instabilidade na regido dos residuos 10-15, provavelmente
devido a interacdes intramoleculares menos eficientes neste segmento. Ja as cecropinas
A2 e Md mantiveram estruturas relativamente estaveis ao longo da simulacao.

Nossa andlise estatistica de correlagdo revelou correlacdes significativas entre as
propriedades fisico-quimicas de momento hidrofébico, flexibilidade e potencial
eletrostatico. Em um estudo realizado em 2023, foram gerados quatro modelos
estruturais para o0 peptideo magainina utilizando um algoritmo de predicdo de
flexibilidade e modelagem estrutural in silico. Como resultado, os autores concluiram que
a flexibilidade e o momento hidrofébico séo fatores determinantes nas interacées destes
peptideos com membranas lipidicas especificas (BALLEZA et al, 2023).

No que diz respeito a flexibilidade, os resultados obtidos no estudo de Liu et al. (2013)
demonstraram que o indice de flexibilidade é relevante. No entanto, ao contrario de
outras propriedades estruturais, ela pode aumentar a atividade contra E. coli em
peptideos agrupados de forma rigida ou reduzir a atividade contra E. coli em peptideos
agrupados de forma flexivel. O ponto 6timo de flexibilidade ocorre em torno de -0.5,
conforme observado no presente estudo. Isso vai de encontro aos dados de atividade
extraidos pelo levantamento de dados de atividade em uM, sendo que a cecropina A6
tem a flexibilidade mais proxima de 0,5 (flexibilidade = 0,45), e as demais quatro
cecropinas selecionadas tem o valor de flexibilidade em torno de 0,4.

Em relacdo ao angulo, o estudo realizado por Wieprecht et al. (1997) investigou a
influéncia do angulo formado pela face da hélice carregada positivamente na atividade
da membrana. Foram utilizados seis peptideos anfipaticos em forma de hélice, com
angulos variando entre 80° e 180°. No entanto, a hidrofobicidade, momento hidrofobico e
carga geral positiva foram projetados com base na sequéncia do peptideo antibacteriano
magainina 2. Os resultados revelaram que a capacidade dos peptideos em induzir a
liberacdo de corante de vesiculas de fosfatidilglicerol (PG) carregadas negativamente
diminuiu a medida que o angulo aumentava. Entretanto, peptideos com angulos mais
amplos (140-180°) apresentaram uma atividade permeabilizante consideravelmente
maior em vesiculas de fosfatidilcolina zwitteridnica (PC) e vesiculas mistas de PC/PG
(3:1) em comparacdo aos analogos que possuiam angulos menores (80-120°). Além
disso, os analogos com angulos maiores foram mais ativos em ensaios antibacterianos e
hemoliticos. Esses resultados corroboram com nossos dados de dinAmica molecular,
tanto em ambiente aquoso quanto em membranas miméticas de bactérias, uma vez que
mostram que a cecropina A6, a qual possui 0 angulo mais estreito entre as cinco
cecropinas, também apresenta menor estabilidade e atividade bioldgica relatada.

Em relacdo a hidrofobicidade, no estudo de Chen et al. (2007) foi observado que a
maior hidrofobicidade esta relacionada a uma maior atividade hemolitica. Além disso, foi
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identificada uma faixa de hidrofobicidade ideal na qual uma alta atividade antimicrobiana
pode ser alcancada. Tanto uma diminuicdo quanto um aumento na hidrofobicidade
podem comprometer essa atividade 6tima. Em um estudo mais recente de 2022, foram
utilizados os modelos as-CATH4 e 5 para realizar uma andlise de relacdo estrutura-
atividade (SAR). Nesse estudo foi demonstrado que a hidrofobicidade, em vez de outras
caracteristicas, € o parametro fisico-quimico critico que determina a taxa de mortalidade
bacteriana dos PAMs a-helicoidais. Com o aumento da hidrofobicidade, as taxas de acao
dos PAMs, a ligacdo bacteriana, a neutralizacdo de LPS e a permeabilizacdo da
membrana externa e interna, também podem aumentar (ZHANG et al. 2022). Além disso,
os PAMs mais hidrofébicos, com taxas de mortalidade bacteriana aumentadas,
demonstraram uma melhor poténcia terapéutica in vivo € uma menor propensao para
induzir resisténcia bacteriana.

No que diz respeito ao potencial eletrostético, os estudos de Tong et al. (2007) e, mais
recentemente, o trabalho de Teixeira (2012) demonstram que, no caso dos PAMs o
potencial eletrostatico influencia a eletroporacdo, sendo este um mecanismo em que a
formacdo de poros nas membranas ocorre sob a influéncia de um campo elétrico
externo. Assim, peptideos que atuam nas membranas dos microrganismos, como as
cecropinas, podem ter sua atividade afetada pelo potencial eletrostatico.

No trabalho de Vizioli et al. (2000), foi descrito o isolamento de clones de cDNA e
gendmico que codificam o peptideo antibacteriano cecropina do mosquito vetor da
malaria A. gambiae. Essas cecropinas isoladas foram posteriormente denominadas no
banco YADAMP como cecropinas A2 e A7, as quais sdo as mesmas utilizadas no
presente estudo. Naquele trabalho, as cecropinas foram testadas contra 12 bactérias
Gram-positivas, 13 bactérias Gram-negativas, seis fungos e quatro leveduras, e
observou-se uma maior especificidade por bactérias Gram-negativas. Essa seletividade
foi explicada pela auséncia de amidacdo nas cecropinas, uma vez que a cecropina
amidada mostrou ser mais eficaz do que a ndo-amidada apenas contra duas espécies de
patdgenos, incluindo Alcaligenes faecalis e Salmonella typhimurium. Nossos dados de
dindmica molecular em membrana de bactéria Gram-negativa reforcam os achados
desse estudo, uma vez que tanto a cecropina A2 quanto a cecropina A7 demonstraram
maior estabilidade e interagcdo com a membrana de bactéria Gram-negativa. No caso da
cecropina A2, essa seletividade é ainda mais evidente, mostrando-se como a mais
especifica para bactérias Gram-negativas entre as cinco cecropinas selecionadas. No
trabalho de Vizioli et al. (2000), a cecropina A3 foi testada com bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas e mostrou maior eficacia frente as bactérias Gram-negativas, o que

difere em parte dos nossos resultados de dindmica molecular onde a cecropina A3
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penetra totalmente a membrana de bactéria Gram-positiva, porém perdendo sua
conformacéo na interacdo com membrana de bactéria Gram-negativa.

No trabalho de Choi et al. (2000) foram determinadas as propriedades antibacterianas
e as sequéncias de cDNA de dois tipos de peptideos antibacterianos da hemolinfa de
lagartas comuns imunizadas, larvas de S. litura sendo uma delas a cecropina A6. As
cecropinas de S. litura foram amplamente eficazes contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Os nossos dados de dinamica molecular em membrana de bactéria
Gram-positiva e Gram-negativa mostram que a cecropina A6 interage com ambas as
membranas de forma similar, porém em comparacdo com as demais cecropinas a
cecropina A6 apresentou uma menor afinidade no complexo molecular peptideo-
membrana.

Para a cecropina Md de M. domestica os resultados de dinamica molecular em
membrana de bactéria Gram-positiva e Gram-negativa indicam que esta é a cecropina
menos seletiva dentre a cinco testadas, ndo conseguindo penetrar de forma eficaz em
ambas as membranas. Esses resultados estdo em concordancia com as descobertas de
Jin et al. (2006), que realizaram a clonagem do gene da cecropina Md para expressao na
levedura metilotréfica Pichia pastoris, e conduziram testes com a cecropina Md purificada
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Os ensaios antimicrobianos
demonstraram que a cecropina Md tinha amplo espectro de propriedades antimicrobianas,
ndo sendo seletiva para fungos ou bactérias.

Conforme mencionado anteriormente, a mastite bovina é causada predominantemente
por acdo de bactérias Gram-negativas, tais como E. coli, Klebsiella spp. Enterobacter spp.
(OLIVEIRA et al., 2013, ZHENG et al 2022) e por Gram-positivas como a S. aureus, S.
agalactiae e Mycoplasma spp. (GARCIA, 2004, SHARUN et al.,, 2021). No presente
trabalho, foram realizados testes de CIM com duas cepas de S. aureus (isolado clinico de
mastite e ATCC), duas cepas de Klebsiella (Klebsiella sp. isolado clinico de mastite e K.
pneumoniae ATCC) e uma cepa de E. coli ATCC, além de bactérias que de risco a saude
humana como A. baumannii e P. aeruginosa também isolados clinicos humanos. As
cecropinas ndo demonstraram atividade inibitéria contra as cepas de S. aureus (isolado
clinico e ATCC) em nenhuma das concentracdes testadas. Esse resultado pode ser
explicado pela diferenca entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas na espessura
da camada de peptidoglicano que envolve a membrana citoplasmética. Bactérias Gram-
positivas exibem uma camada de fios de peptidoglicano que pode atingir um tamanho
entre 30 e 100 nm, enquanto bactérias Gram-negativas tém uma camada de apenas
alguns nandmetros o que pode ter dificultado a acdo dessas cecropinas (ROHDE, 2019).
Em contraste, para as cepas de Klebsiella sp. e K. pneumoniae, as cecropinas A2, A6 e
A7 demonstraram atividade antimicrobiana significativa, mantendo valores de CIM
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proximos ao controle em concentracdes de até 2 uM para Klebsiella sp. e 0,5 uM para K.
pneumoniae. Para E. coli ATCC, a cecropina Md mostrou capacidade de inibir o
crescimento bacteriano até 8 uM, enquanto a cecropina A3 foi eficaz até 1 uM, enquanto
as cecropinas A2, A6 e A7 apresentaram atividade em todas as concentragdes testadas.
Esses resultados indicam que as cecropinas testadas, em especial as cecropinas A2 e
A7, tem capacidade de combater bactérias causadoras da mastite bovina.

Em relacdo a A. baumannii, as cecropinas A2, A6 e A7 mantiveram valores de CIM
préximos ao controle em todas as concentracdes testadas, indicando uma atividade
antimicrobiana consistente. Esse resultado € promissor, considerando que A. baumannii €
um patégeno frequentemente associado a infec¢des nosocomiais e resisténcia a multiplos
farmacos (MOTBAINOR, et al, 2020). Para P. aeruginosa, as cecropinas A2, A6 e A7 as
cecropinas A2, A6 e A7 apresentaram niveis de CIM semelhantes ao controle em todas
as concentracoes testadas, indicando uma atividade antimicrobiana estéavel e eficaz. A P.
aeruginosa € outro patégeno de grande relevancia clinica, conhecido por sua resisténcia
intrinseca a diversos antibidticos, o que dificulta o tratamento (MOTBAINOR, et al, 2020).
A eficacia das cecropinas contra essa bactéria sugere que esses peptideos podem ser
uma alternativa terapéutica viavel para infeccbes causadas por P. aeruginosa.

Ao comparar os dados de CIM com os resultados do teste de correlacdo de Pearson,
observa-se que ndo ha uma relacédo direta entre os valores absolutos das propriedades
analisadas e os valores de CIM. No entanto, os dados sugerem uma relacédo inversa a
indicada pela correlagdo de Pearson. Em K. pneumoniae, onde as cecropinas
demonstraram atividade inibitoria observa-se que, com excec¢ao da cecropina A6, aquelas
com maior momento hidrofébico apresentam maior atividade. Contrastando com a
correlacdo de Pearson, que indica uma relacao positiva entre 0 momento hidrofébico e os
valores de CIM sugerindo que, quanto menor os valores de momento hidrofébico maior
seria atividade, ou seja, a correlacdo entre momento hidrofébico e atividade antibacteriana
€ mostrada nos dados de CIM, porém a direcdo dessa correlacéo € diferente do sugerido
pela correlacéo de Pearson.

Um comportamento semelhante € observado ao comparar os dados de
hidrofobicidade e angulo. De maneira geral, menores valores de hidrofobicidade
correspondem a menores valores de CIM, o0 que sugere uma correlacado positiva, em
oposicdo a correlacdo negativa indicada pelo teste estatistico. Além disso, cecropinas
com angulos mais elevados apresentaram menores valores de CIM, o que contradiz os
resultados da correlacao de Pearson.

Os resultados revelam padrdes distintos entre as diferentes propriedades analisadas.

Enquanto momento hidrofébico, hidrofobicidade e angulo apresentaram relacdes inversas



70

as indicadas pela correlacdo de Pearson, o potencial eletrostatico e a flexibilidade
mostraram comportamento diferente. Para K. pneumoniae, tanto a flexibilidade quanto o
potencial eletrostatico ndo demonstraram influéncia significativa nos valores de CIM na
correlagcdo de Pearson, conforme confirmado pelos dados experimentais de CIM. As
cecropinas apresentaram eficacia variavel independentemente de seus valores de
flexibilidade (que variaram entre 0,43 e 0,45) e potencial eletrostatico (entre 2,11 e 2,58).
Por exemplo, a cecropina A7, com baixo potencial eletrostatico (2,11), foi eficaz, enquanto
a A6, com alto potencial eletrostético (2,58), também mostrou atividade, indicando que
esta propriedade isoladamente ndo determina a eficacia antimicrobiana.

Estes resultados sugerem que a atividade oOtima das cecropinas depende
prioritariamente da combinacdo equilibrada de momento hidrofébico, hidrofobicidade e
angulo, enquanto flexibilidade e potencial eletrostatico parecem ter menor influéncia no
desempenho antimicrobiano contra K. pneumoniae. Esta interpretacdo esta alinhada com
a auséncia de correlacdo estatisticamente significativa observada para estas duas
propriedades nos testes de Pearson.

Comparando dos dados de CIM das cecropinas A2, A3, A6, A7 e Md com Ciprolac®
(ciprofloxacino/ CIP) que é comumente utilizado no tratamento da mastite bovina, os
resultados mostraram a CIP exibiu um espectro de acdo mais amplo, com valores de CIM
significativamente menores para cepas sensiveis (0,01-0,1 pg/mL ou = 0,03-0,3 uM para
E. coli) (FIRSOV et al., 1998, DONG et al., 2019). No entanto, € importante destacar que
cepas resistentes de K. pneumoniae podem apresentar CIM para CIP tdo elevadas
quanto 4 pug/mL (= 12 uM), aproximando-se da faixa de concentracdo onde as cecropinas
demonstraram atividade (FIRSOV et al., 1998). Além disso, o0 presente estudo ndo avaliou
as cecropinas em concentragcdes mais baixos que 0,5 uM. Contudo, as cecropinas A2 e
A7, no trabalho de Vizioli et al (2000), mostraram atividade inibitéria a apenas 0,1 uM
frente a Salmonella typhimurium (Gram-negativa) e Streptococcus pyogenes (Gram-
positiva).

Um aspecto interessante do CIP é seu efeito em concentra¢des subinibitorias (sub-
CIM), onde demonstra capacidade de inibir a formagéo de biofilmes e reduzir a expresséo
de fatores de viruléncia em E. coli (DONG et al., 2019). Embora este efeito ndo tenha sido
avaliado para as cecropinas no presente estudo, trabalhos com analogos estruturais
(como a cecropina C18) sugerem que peptideos antimicrobianos podem apresentar
efeitos sinérgicos quando combinados com antibiéticos convencionais (LI et al., 2022).

Estes resultados sugerem que as cecropinas, particularmente as variantes A2 e A7,
representam alternativas promissoras para 0 tratamento de mastites causadas por
patdgenos Gram-negativos, especialmente em casos de resisténcia ao CIP (Dados néo
publicados). No entanto, sua inatividade contra S. aureus limita sua aplicagdo como
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monoterapia (dados ndo publicados). Estudos futuros deverdo explorar: (1) possiveis
sinergias entre cecropinas e CIP contra patdgenos bovinos, (2) o efeito das cecropinas
em sub-CIM sobre a formacédo de biofilmes, e (3) modificacdes estruturais que possam
ampliar seu espectro para incluir bactérias Gram-positivas (ZHENG et al., 2022; LI et al.,
2022). A combinacédo de abordagens moleculares e farmacoldgicas pode representar uma
estratégia inovadora no controle da mastite bovina, particularmente em cenérios de
resisténcia antimicrobiana (DONG et al., 2019; LI et al., 2022).

Quando observamos os dados de CIM e CBM em relacdo aos dados de dinamica
molecular em membrana € possivel notar uma discrepancia no comportamento das
cecropinas em relacao a S. aureus (Gram-positiva) e bactérias Gram-negativas. Enquanto
a dindmica molecular em membranas de bactérias Gram-positivas nao refletiu a
inefetividade das cecropinas observada nos testes de CIM e CBM contra S. aureus
(isolado clinico e ATCC), a dindmica molecular em membranas Gram-negativas confirmou
a eficacia da cecropina A2, que penetrou e manteve-se estavel na membrana, alinhando-
se com seus resultados de CIM e CBM.

No teste hemolitico, observou-se que todas as cecropinas apresentaram baixa
atividade hemolitica, com valores inferiores ao limiar de 50% necessario para considerar
uma substancia como hemolitica (CASTANO, 2000). Esses resultados sugerem um
potencial maior terapéutico, uma vez que a toxicidade € uma das principais causas de
falhas nos testes pré-clinicos, com estimativas indicando taxas de insucesso de até 90%
(AMORIN et al., 2024)(AMORIN et al, 2024).

No ensaio de viabilidade celular todas as cecropinas mostraram diferencas
significativas em relacdo ao controle positivo (células tratadas com Triton X-100),
confirmando sua baixa citotoxicidade. Em relacdo ao ensaio de 6xido nitrico, todas as
cecropinas demonstraram capacidade de modular a resposta inflamatoria, com reducées
significativas nos niveis de 6xido nitrico em comparacao ao grupo estimulado com LPS.
As cecropinas A3 e A6 destacaram-se por apresentarem as maiores reducfes nos niveis
de 6xido nitrico, com a A6 mostrando a maior reducdo, sugerindo um potencial anti-
inflamatdrio. J& as cecropinas A2, A7 e Md também mostraram atividade moduladora,
porém em menor intensidade. Em conjunto, os resultados dos testes hemoliticos, de
viabilidade celular e de 6xido nitrico sugerem que as cecropinas A2 e A7 sdo as mais
promissoras em termos de janela terapéutica, enquanto as cecropinas A3 e A6 destacam-
se por seu maior potencial anti-inflamatério. A combinacéo de baixa toxicidade e atividade
anti-inflamatoria torna essas cecropinas candidatas para o desenvolvimento de novas

terapias em conjunto.
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7. CONCLUSOES

As andlises de correlacdo demonstraram associacdes significativas entre
propriedades fisico-quimicas, momento hidrofébico, flexibilidade e potencial eletrostatico,
em concordancia com a literatura prévia. Esses parametros influenciam diretamente a
interacdo entre peptideos antimicrobianos e membranas lipidicas. A flexibilidade, por
exemplo, apresenta um ponto 6timo em torno de -0,5 para atividade antibacteriana,
enquanto o angulo da hélice anfipatica afeta a permeabilizacdo de membranas
bacterianas. Além disso, esses estudos mostram que a hidrofobicidade esta associada
tanto a atividade antimicrobiana quanto a efeitos hemoliticos, com uma faixa ideal para
maxima eficacia. O potencial eletrostatico também desempenha um papel crucial,
influenciando a ligacéo e a eletroporacdo de membranas bacterianas.

Os resultados dos testes de CIM e CBM, aliados aos dados de dindmica molecular em
membranas, evidenciaram o potencial antimicrobiano das cecropinas A2, A3, A6 e A7,
especialmente contra bactérias Gram-negativas. A cecropina A2 destacou-se como a
mais eficaz, apresentando CIM de 0,5 uM para K. pneumoniae ATCC, A. baumannii e E.
coli ATCC, o que foi corroborado por sua capacidade de penetrar e manter estabilidade
na membrana Gram-negativa durante as simulacdes de dinamica molecular. A cecropina
A7 também demonstrou eficacia, com CIM de 0,5 uM para a maioria das cepas Gram-
negativas. Em contraste, a cecropina Md mostrou-se ineficaz na maioria dos casos,
apresentando CBM >64 UM para todas as cepas, exceto E. coli ATCC (8 uM). Apesar do
desempenho positivo contra bactérias Gram-negativas, nenhuma das cecropinas foi
eficaz contra S. aureus, possivelmente devido a complexidade da parede celular dessa
bactéria.

Os resultados de DC confirmaram que as cecropinas adotam conformacdes de a-
hélice em ambientes miméticos de membrana (SDS e TFE), o que esta de acordo com
as predicdes estruturais obtidas por modelagem molecular via AlphaFold2. A cecropina
A2 novamente se destacou nos testes hemoliticos, apresentando taxas de hemdlise
entre 5,8% e 9,7%, além de alta viabilidade celular no ensaio de MTT e uma capacidade
moderada de modular a produgcdo de éxido nitrico. Esses achados indicam um perfil
promissor para aplicacbes terapéuticas, combinando baixa citotoxicidade e potencial
para interagir com células humanas sem causar danos significativos. As cecropinas A3 e
A6 também se sobressairam, especialmente por sua capacidade de modular a resposta

inflamatoria, resultando em redugdes significativas nos niveis de 6xido nitrico.
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A cecropina A7, embora tenha apresentado maior atividade hemolitica (12% a 28%)
em comparagdo com A2, A3 e A6, manteve alta viabilidade celular (98,4% a 100%),
indicando baixa citotoxicidade. J& a cecropina Md, apesar de sua maior propensao a
hemolise (18% a 28%), demonstrou potencial anti-inflamatorio e estabilidade estrutural,
embora em menor escala que as cecropinas A2 e A3.

Esses resultados abrem caminho para futuras investigacdes sobre o uso dessas
moléculas em terapias antimicrobianas e anti-inflamatérias. Em particular, a cecropina A2
surge como um modelo promissor para o desenvolvimento de novas moléculas, cuja
estrutura poderia ser otimizada para maior viabilidade comercial, preservando ou

aprimorando suas propriedades terapéuticas.

8. PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos pretendemos realizar a elucidacao estrutural das
cinco cecropinas selecionadas por ressonancia magnética nuclear (RMN), assim como
seguir para os testes pré-clinicos em modelo animal com modelo de sepse murino,
testes de toxicidade mais especificos (toxicidade aguda, subaguda e cronica, além de
testes de genotoxicidade e carcinogenicidade). Buscaremos ainda melhor compreender
0S mecanismos de acdo dessas cecropinas por microscopia de forca atdbmica, dispersao
de luz dindmico e potencial zeta. Além disso pretendemos utilizar a cecropina A2 para
gerar de variantes usando sistemas computacionais de LLMs (Large Liguage Models)

Multi-Agente e testar in vitro essas variantes.
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ABSTRACT: Defensins are present in many organisms and are divided into two . Three phyla Five proposed
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evolutionary groups, termed cis- and trans-defensins. Cis-defensins have only Proteshacteria Ve "
recently been reported in bacteria, and knowledge of these defensins is limited, P ia . Wi Lt
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with no family classification. Here, we describe the identification of 74 cis- = ——3 W oy
defensins from bacteria and propose five classes for their classification. We also identified iy
report the first NMR structure determination of a Myxoccocus xanthus defensin, " . R
as well as its in silico expression analysis. Xanthusin-1 has a unique structure ; - PLLLE R TS b
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among the published defensins, which could indicate that the proposed class 11 He i %‘L =4 &

peptides constitute a separate group of defensins. Xanthusin-1 gene expression
was observed in casitone-based and Streptomyces coclicolor coeulture-grown
media. Our results demonstrate a wider distribution of defensing outside the Eukarya domain, shedding light on the origin and
distribution of defensins. The sharing of three disulfide defensins between bacteria and eukaryotes points to a possible prokaryotic
origin of the CSaf motif. Moreover, the identification of defensins in Gram-positive and Gram-negative bacteria indicates an early
origin but with many gene losses during the evolutionary process, similar to findings for eukaryotic defensins.
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Abstract: Peptides and protems are involved in several binlogical processes at o molecular level. In this
context. three-dimensional structure characterization and determmation’ of peptides and proteins have
helped researchers unravel the chemical and brological role of theseamacromolecules. Over 50 years,
peptide and protein structures have been determined by experimentahmethods, including nuclear mag-
netie resonance (NMR), X-ray crystallography, and cryo-cleetron microscopy (eryo-EM). Therefore, an
mcreasing number of atomic coordinates for péptides and protéins have been deposited in public data-
bases, thus assisting the development of computational toolsfor predicting unknown 3D structures. In
the last decade, a race for mnovative methods has urisp.n m computational sciences, including more
complex biological activity and striéture predictio algorithms. As a result, peptide/protein theoretical
models have achieved a new level'of structure prediction accuracy compared with expermentally de-
termined structures. Machme learnng and deeplearning approaches, for mstance. incorporate funda-
mental aspects of peptide/protein geometny, and mclude physical/biological knowledge about these mac-
romolecules' experimentalstrictures to bulld more precise computational models. Additionally, compu-
tational strategies havg helped structtral biology, mcluding comparative, threading, and ab mitio model-
ing and, more recently, prediction tools based on machine leaming and deep leaming. Beanng this m
mind, here we pgj_viﬂc a retgbspective of protem and peptide structure prediction tools, highlighting
their advances @nd obstacles afid how they have assisted researchers m answenng crucial biological
questions.
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aeruginosa infection
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The main effectors in the innate immune system of Bombyse mori L. are antimicrobizal peptides | AMPs).
Here, we infected B. mori with varied inoculum sizes of Psevdomonas aeruginosa ATCC 25668 cellsto
investigate changes in morpho-anatemical resg physiological processes and AMP production.
Ultraviolet—visible spectra revealed a sharp change in A, from 278 to 285 nm (bathachromic shift)
in the hemolymph of infected B. mori incubated for 24 h, Further, FourierTransform Infra Red studies
on the hemolymph extracted from the infected B. morishowead a peak at 1550 cm™, indicating the
presence of a-helical peptides, The peptide fraction was obtained through methanol, acetic acid
andwater mixture (30:1:9) extraction, followed by peptide purification using Reverse Phase High
Perfarmance Liquid Chromatagraphy. The fraction exhibiting antibacterial properties was collected
andcharacterized by Matrix-Assisted Laser Desorptionflonization-Time of Flight. Alinear a-helical
peptide with flexible temini (LLKELWTKMKGAGKAVLGKIKGLL) was found, corresponding to

a previously described peptide from ant venom and here denominated as Bm-ponericin-L1, The
antibacterial activity of Brr-ponericin-L1 was determined against ESKAPE pathogens. Scanning
alectron microscopy confirmed the membrane disruption potential of Bm-ponericin-L1. Moreover,
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SUMMARY

Molecular de-extinction is an emerging field that identifies potentially
useful molecules throughout evolution. Here, we computationally mine
genomes, searching formolecules called defensins, which play a role in
host immunity. Our approach leads to the discovery of six undescribed
g-defensins, five of which are derived from two different extinct bird
species and one from a mammalian species. These organisms included
an extinct moa species (Anomalopteryx didiformis) that inhabited New
Zealand and the extinct Spix's macaw (Cyanopsitta spixii), which was
endemic to Brazil, as well as the black rhino (Diceros bicornis minor),
Evolutionary and structural analyses of the -defensins are performed
to further characterize these molecules. This study identifies molecules  isinovs Bictech, Pas.graduacin £m

from extinct organisms, revealing defensins and opening new avenues  Bictecnolagia, Uhiversidada Catdlics Dom

PR - Breco, Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
for antibiotic discoverv. il H
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	Bactérias resistentes a antibióticos apresentam uma gama de mecanismos evasivos. Estes são diversos e incluem (i) alteração do alvo molecular do fármaco, (ii) degradação enzimática de antibióticos, (iii) bomba de efluxo de antibióticos e (iv) formação de biofilme (AHMED, RAMAN e VEERAPPAN, 2016; FIDLER, 2016) (Figura 1). A resistência antimicrobiana tornou-se alarmante e agora é uma preocupação global. Estima-se que a resistência antimicrobiana será responsável por pelo menos 10 milhões de mortes até 2050 (O'NEILL, 2014). As opções sob  investigação para abordar esta questão são numerosas. Entre outras estratégias, os PAMs têm atraído muito interesse devido à biocompatibilidade favorável e à baixa probabilidade de induzir resistência bacteriana (PARDHI et al, 2020).
	16
	Figura 1. Mecanismos de resistência bacteriana a antibióticos. Representação esquemática do desenvolvimento da resistência bacteriana a antimicrobianos: modificação do alvo molecular do fármaco, degradação enzimática do antibiótico, sistemas de efluxo ativo (bombas de efluxo) e formação de biofilmes. Figura do autor.
	O desenvolvimento de antimicrobianos que são menos suscetíveis a mecanismos de resistência evolutiva do que os antibióticos convencionais é um desafio, pois as bactérias possuem três tipos diferentes de resistência antimicrobiana: intrínseca, adquirida e resistência fenotípica ou adaptativa (OLIVARES et al., 2013; MAGANA et al., 2020). Esses compostos são considerados uma opção promissora para substituir os antibióticos que estão enfrentando um desafio crescente em sua eficácia (TRIMBLE et al., 2016; MAGANA et al., 2020). Um dos problemas mais relevantes causados por bactérias resistentes no âmbito da saúde animal é a mastite bovina, comumente causada por Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Klebsiella spp. A mastite bovina está categorizada como a doença de maior prevalência no gado leiteiro em todo o mundo, e será abordada em detalhes no tópico a seguir (BRESER et al., 2018; ROMERO et al., 2018).
	17
	A mastite bovina é uma condição inflamatória que afeta as glândulas mamárias de vacas. Essa inflamação, também conhecida como inflamação intramamária, pode ser principalmente causada por infecções bacterianas, sendo classificada em dois tipos com base em sua epidemiologia, mastite contagiosa e mastite ambiental (GARCIA, 2004; SHARUN et al., 2021). A mastite bovina é causada predominantemente por bactérias Gram-negativas, especialmente coliformes como E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (OLIVEIRA et al., 2013; ZHENG et al. 2022). Além disso também pode ser causada por bactérias Gram-positivas como S. aureus, Streptococcus agalactiae e Mycoplasma spp. (SHARUN et al., 2021). Essas bactérias são transmitidas de uma vaca infectada para uma vaca saudável, geralmente durante a ordenha, por meio das mãos, toalhas ou máquinas de ordenha, atuando como reservatórios bacterianos. Por outro lado, a mastite ambiental é causada por bactérias presentes principalmente fora da sala de ordenha. Nesse caso, as bactérias responsáveis pela infecção provêm do ambiente da vaca, como material de cama, solo, esterco, fezes e água estagnada (GARCIA, 2004; SHARUN et al., 2021).
	A mastite bovina consiste em uma infecção prevalente em bovinos lactantes. Além disso, a mastite bovina pode ser uma patologia complexa, haja vista que pode ser influenciada por múltiplos fatores, como diferentes microrganismos, formas da doença (clínica ou subclínica), origem e forma de transmissão (contagiosa ou ambiental) (THOMPSON-CRISPI et al., 2014; DE VLIEGHER et al., 2012). A mastite bovina é considerada a doença que mais impacta economicamente a indústria de lacticínios no mundo (BRESER et al., 2018) (Figura 2). Segundo Paramasivam et al. (2023), as perdas econômicas mundiais causadas pela mastite bovina ultrapassam USD 32 bilhões anuais, considerando os impactos diretos e indiretos da doença nos
	sistemas de produção de leite. Ademais, segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), mais de 6 bilhões de pessoas no mundo consomem leite e produtos lácteos, sendo que cerca de 81% da produção mundial de leite provém do gado bovino (FAO 2023). Assim, é inegável o controle e tratamento de doenças como a mastite bovina, não só pelas perdas econômicas
	18
	geradas nos sistemas de produção de lácteos, mas também pelo impacto produzido no bem-estar animal e na segurança alimentar da população mundial.
	Figura 2. Caracterização da mastite bovina. Infecção por bactérias patogênicas resistentes com impacto na saúde animal, na contaminação do leite e na economia. Figura do autor.
	Tanto a mastite clínica quanto a subclínica causam perda de leite, pois este deve ser descartado, além do custo do tratamento e outros custos associados (HALASA et al., 2007; KUMAR et al., 2010). A mastite subclínica causa três vezes mais perdas de produção do que a mastite clínica e, portanto, é responsável por 60-70% das perdas econômicas totais (DE VLIEGHER et al., 2012; SINHA et al., 2014; SHARUN et al., 2021). Um dos métodos de tratamento empregados para a mastite bovina envolve a utilização de antibióticos. No entanto, a eficácia da antibioticoterapia há muito tempo é comprometida no caso da mastite causada por S. aureus, sendo este é o agente mais desafiador a ser erradicado nos rebanhos.
	Diversos estudos investigaram a sensibilidade in vitro a antibióticos de microrganismos isolados de mastite bovina e relataram diferentes níveis da resistência aos antibióticos entre os isolados (LÉON-GALVÁN et al., 2015; SU et al., 2016; SHAH et al., 2019; SHARUN et al., 2021). O crescimento acelerado e a expansão global da resistência antimicrobiana aprofundaram a necessidade de descoberta de novos agentes antimicrobianos. Os PAMs, por exemplo, apresentam
	19
	claras vantagens sobre os antibióticos convencionais, incluindo uma menor propensão à indução de resistência, atividades antibacteriana e antibiofilme de amplo espectro e, em alguns casos, a capacidade de modular favoravelmente a resposta imune do hospedeiro (MAGANA et al, 2020).
	A descoberta dos PAMs remonta a 1939, quando Dubos (1939) extraiu um agente antimicrobiano de uma cepa de Bacillus do solo denomina do gramicidina. Desde então, diversos PAMs foram descobertos em procariotos e eucariotos (BOPARAI JK et al., 2020). Os PAMs representam um grupo de peptídeos com propriedades biológicas, divididos em muitos subgrupos com base em sua composição e arranjo de aminoácidos, estrutura, entre outras propriedades, como carga, hidrofobicidade e momento hidrofóbico (BOPARAI JK et al., 2020; TRAVKOVA, O.G et al., 2017; PERSICO, M et al., 2017). As estruturas secundárias de PAMs podem ser divididas em quatro perfis principais que incluem: (i) α-helicoidal; (ii) folhas-β, podendo ou não haver a presença de ligações dissulfeto; (iii) β-hairpin ou loop, podendo haver ligações dissulfeto e/ou ciclização da cadeia peptídica; e (iv) estruturas estendidas (BOPARAI JK et al., 2020; WANG G., 2017).

	Os PAMs são encontrados em vários organismos, desde procariotos até humanos e têm uma ampla faixa de atividade antibacteriana (A ROM PARK et al., 2021; MISHRA B et al., 2017). PAMs são geralmente definidos como um pequeno grupo de peptídeos variando de 6 a 50 aminoácidos e com carga líquida positiva variando de +2 a +11 (A ROM PARK et al., 2021; PASUPULETI M et al., 2012; MAHLAPUU M et al., 2016).
	As interações entre PAMs positivamente carregados com membranas bacterianas carregadas negativamente desencadeiam a disrupção ou desestabilização da bicamada lipídica, resultando na formação de poros e na eventual inviabilidade das cepas bacterianas (A ROM PARK et al., 2021;
	21
	MAHLAPUU M. et al., 2016). Além dos PAMs catiônicos, também foram descritos alguns poucos PAMs aniônicos, sendo estes menos comuns (BOPARAI J. K. et al., 2020; HARRIS F. et al., 2009). Uma característica positiva dos PAMs é sua baixa propensão para o desenvolvimento de resistência (Figura 3), que pode ser atribuída ao seu modo de ação diferenciado na membrana plasmática, onde nativamente se dobram em uma estrutura anfifílica tridimensional que causa a ruptura das células bacterianas (BOPARAI J. K. et al., 2020; DA COSTA J. P. et al., 2015).
	Os PAMs, em geral, inibem o crescimento ou erradicam cepas bacterianas por meio de mecanismos associados à membrana, mas também podem atuar adentrando as células para interagir com componentes intracelulares (BENFIELD; AURÉLIE, 2020). A compreensão do mecanismo de muitos PAMs intracelulares ainda está em processo de elucidação. Recentemente, foi evidenciado que a subclasse de PAMs ricos em prolina é capaz de transpor a barreira da membrana bacteriana e destruir bactérias por meio da inibição da síntese proteica, agindo diretamente no ribossomo (GRAF; WILSON, 2019). Adicionalmente, estudos sugeriram que os PAMs têm a capacidade de atravessar a membrana celular sem criar poros, o que pode envolver processos regulados por receptores (ULMSCHNEIDER, 2019). Uma vez que essas moléculas penetram nas membranas das bactérias, podem interagir com macromoléculas e processos biológicos no interior da célula, como a replicação do DNA e a inibição da transcrição (FRIEDRICH et al., 2001; ULVATNE et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que os PAMs desativam chaperonas bacterianas que desempenham um papel no dobramento de proteínas, resultando em efeitos bactericidas também ao interromper a síntese de proteínas (OTVOS, 2002; GRAF e WILSON, 2019; CARDOSO et al., 2019) (Figura 3).
	22
	Figura 3. Principais mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos (PAMs), na membrana plasmática com formação de poros (barril e toroidal), não formação de poros (modelo carpete e detergente) e no meio intracelular (ação no DNA, RNA, síntese de proteínas e divisão celular). Adaptado de Zheng et al, 2025.
	Alguns PAMs mostraram ser eficientes no combate à mastite bovina, como é o caso das β-defensinas, catelicidinas e bacteriocinas. As β-defensinas atuam como a primeira linha de defesa do sistema imune em gado leiteiro (GURAO et al., 2017). Já as catelicidinas conseguem controlar diretamente a infecção e regular as defesas do hospedeiro, o que lhes permite ter atividade antimicrobiana de amplo espectro direcionada contra bactérias (YOUNG-SPEIRS et al., 2018). Por fim, as bacteriocinas também são consideradas como um tratamento promissor (AHMAD et al., 2017). A nisina e a bovicina HC5 são os dois principais exemplos de bacteriocinas com efeito terapêutico bem estabelecido contra microrganismos responsáveis pela mastite (CASTELANI et al., 2019; GODOY-SANTOS et al., 2019). Porém, existem alguns PAMs que ainda não foram aplicados contra a mastite bovina. Dentre eles, podemos citar as cecropinas. Um claro crescimento da pesquisa acerca dos PAMs começou na década de 80, devido à descoberta das
	23
	cecropinas de insetos por Hans Boman, defensinas humanas por Robert Lehrer e magaininas por Michael Zasloff (SELSTED et al., 1985; STEINER et al., 1981). Dito isso, a presente proposta tem como peptídeo alvo de estudo a classe das cecropinas, a qual será mais bem discutida nos tópicos a seguir.
	As cecropinas foram descobertas pela primeira vez nas pupas da mariposa Cecropia (Hyalophora cecropia). Esses peptídeos constituem uma família de PAMs provenientes de invertebrados, encontrados especialmente em insetos. As cecropinas são classificadas em subfamílias: A, B, C, D, E e F (HULTMARK et al., 1982). A cecropina B mostra maior efetividade contra bactérias, seguida das cecropinas A e D, tanto para bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas. As cecropinas são anfipáticas e, em sua maioria, constituem peptídeos lineares altamente básicos, compostos de 31 a 39 aminoácidos, os quais podem formar α-hélices flexíveis em ambientes hidrofóbicos. Elas possuem uma parte N-terminal hidrofílica contendo resíduos carregados, associada a uma região hidrofóbica entre os resíduos 22-30, assim como uma extremidade C-terminal mais hidrofílica (PARK et al., 2021). Essas características permitem a formação de canais iônicos nas membranas plasmáticas bacterianas, dissipando o potencial de membrana devido à liberação de prótons e, consequentemente, levando à morte celular (CHRISTENSEN et al., 1988) (Figura 4).
	24
	Figura 4. Mecanismo de ação das cecropinas em membranas bacterianas. Representação esquemática da interação das cecropinas com a membrana plasmática bacteriana, formando poros e permitindo a passagem de íons para a despolarização da membrana, levando a morte celular. Figura do autor.
	A cecropina A (CeA) representa um PAM catiônico linear produzido pela mariposa Hyalophora cecropia (SILVESTRO et al., 1997). Essa cecropina é composta por 37 aminoácidos, incluindo uma região N-terminal altamente básica, uma região flexível e uma região C-terminal altamente hidrofóbica (GREGORY et al., 2008; SILVESTRO et al., 2000). A CeA demonstra atividade tanto contra bactérias Gram-positivas quanto contra bactérias Gram-negativas. Em termos de mecanismo de ação, a CeA inicialmente se liga aos lipídios de membrana carregados negativamente devido à sua carga fortemente positiva no N-terminal e, em seguida, induz a formação de poros por meio de sua região C-terminal
	25
	hidrofóbica, o que torna a membrana permeável, eventualmente levando à morte das bactérias (GREGORY et al., 2008; SILVESTRO et al., 2000). A CeA exibe uma atividade forte e rápida contra patógenos invasores e células tumorais, desempenhando um papel importante na resposta imune em insetos (WANG et al., 2019).
	No trabalho de Bolouri et al. (2016), uma cecropina A de Galleria mellonella foi testada contra cepas de Micrococcus luteus (Gram-positiva). As cepas bacterianas foram eliminadas a uma concentração de 8 mM. Em um trabalho mais recente (2019), foi extraída uma cecropina de Musca domestica, a qual foi classificada como cecropina 4 (41 aminoácidos), variando o balanço de carga e hidrofobicidade para obter PAMs menores. O peptídeo derivado C18 (16 aminoácidos) demonstrou uma concentração inibitória mínima (CIM) de 4 mM contra o S. aureus resistente à meticilina (MRSA).
	A cecropina B natural é composta por 35 aminoácidos e é um membro da família das cecropinas com a maior atividade antibacteriana (WANG et al., 2011). A cecropina B é um tipo de PAM, sendo uma molécula com várias atividades biológicas, incluindo antimicrobiana, antitumoral e antiviral (HOSKIN et al., 2008). Essa cecropina desempenha sua função causando perturbações na membrana pela formação de poros (WANG et al., 2018). Já a cecropina C é atualmente pouco descrita na literatura no que tange suas propriedades antimicrobianas. Já a cecropina C é atualmente pouco descrita na literatura no que tange suas propriedades antimicrobianas, sendo compostas por 37 aminoácidos (ZIAJA et al., 2020).
	A cecropina D, por sua vez, apresenta homologia com as cecropinas A e B, pois cada uma tem aproximadamente o mesmo tamanho (cecropina A: 37 resíduos; cecropina B: 35 resíduos; e cecropina D: 36 resíduos), e cada uma delas contém uma região amino-terminal hidrófila e um terminal carboxilo amidado hidrofóbico. No entanto, a cecropina D é menos básica (carga líquida: +3) do que as cecropinas A e B (cargas líquidas: +7 e +8, respectivamente). Além disso, a cecropina D é menos ativa contra a maioria das bactérias já testadas (FINK et al., 1989). Em 1982, pesquisadores investigaram proteínas antibacterianas de baixo peso molecular a partir da mariposa H. cecropia. Naquele trabalho, além das cecropinas A e B
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	previamente descritas, outras cecropinas foram descobertas, incluindo as cecropinas C, D, E e F (HULTMARK et al., 1982).
	Existem ainda derivações dessas classificações que podem ser nomeadas dependendo do estudo. Como exemplo, em um trabalho de 2017, pesquisadores investigaram uma cecropina derivada da cecropina A de Aedes aegypti, denominada cecropina A2, um peptídeo catiônico com estrutura α-helicoidal composto por 36 resíduos. No entanto, apesar de compartilhar o mesmo nome, essa cecropina A2 não é necessariamente idêntica a outras cecropinas A2 descritas na literatura (ZHENG et al., 2017). Como exemplo, em outro estudo de 2017, foi testada uma cecropina A, também nomeada cecropina A2, porém extraída de M. domestica (DE WEI et al., 2017). Dessa forma, em ambos os trabalhos as cecropinas foram nomeadas como cecropina A2, mesmo sendo cecropinas diferentes, demonstrando assim um gargalo na classificação das cecropinas já descritas. Além disso, existem classificações que pertencem somente a um grupo, como a cecropina P1, isolada do nematoide Ascaris suum (GU et al., 2022).
	Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo selecionar as melhores cecropinas descritas na literatura em termos de atividade e estabilidade, utilizando abordagens computacionais, e investigar seu potencial no combate às bactérias causadoras da mastite bovina e de doenças infecciosas em humanos. Portanto, os resultados deste estudo podem contribuir para gerar soluções mais eficazes no combate a bactérias relevantes para a saúde animal e humana, bem como para a compreensão e aplicação das cecropinas como bioprodutos.
	A mastite bovina é o principal desafio causado por doenças na produção enfrentado pela indústria global de laticínios, sendo a doença mais cara e prevalente em gado leiteiro em todo o mundo com custo de 32 bilhões de dólares anuais. Além disso, a resistência a antimicrobianos (RAM) vem impactando a saúde humana de forma alarmante, com mais de 2,8 milhões de infecções resistentes anuais e 35.000 mortes associadas, segundo dados dos Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos Estados Unidos da América (EUA). Patógenos prioritários como A. baumannii e P. aeruginosa exemplificam a gravidade do
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	problema, com altas taxas de mortalidade e mecanismos de resistência complexos. Nesse contexto, os PAMs têm mostrado resultados promissores devido ao seu mecanismo de ação ser, usualmente, diferente daqueles exercidos por antibióticos convencionais. Vários PAMs mostraram capacidade de combater a mastite bovina e infecções em humanos (por exemplo, β-defensinas, catelicidinas e bacteriocinas). Porém, dentre as diversas classes de PAMs, as cecropinas ainda não foram amplamente aplicadas nesse contexto. As cecropinas têm se destacado em vários estudos por sua habilidade em combater uma ampla gama de microrganismos, enfatizando sua relevância na imunidade de invertebrados, notadamente em insetos. Além disso, os estudos mais recentes mostram novas cecropinas sendo descobertas, as quais apresentam atividade antibacteriana. Entretanto, o processo de descoberta e teste de novos PAMs ainda demanda muitos recursos, sendo laborioso e de alto custo. Nesse contexto, o presente projeto busca utilizar análises evolutivas, extração de padrões de aminoácidos, extração de características físico-químicas e estruturais, e análises de dinâmica molecular para selecionar, através de métodos computacionais, as melhores cecropinas disponíveis para combater a mastite bovina e cepas isoladas de infecções em humanos. Essa seleção será baseada em sequências e estruturas de todas as cecropinas naturais descritas na literatura até o momento. Além disso, com base nessas informações, será possível identificar as determinantes para uma atividade específica (por exemplo, atividade contra bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas). Dessa forma, esperamos identificar quais cecropinas têm o melhor desempenho frente às infecções animais e humanas supracitadas.
	
	28
	Determinar através de abordagens computacionais quais as cecropinas com o maior potencial em combater bactérias de relevância na saúde animal e humana.
	i. Identificar e extrair as cecropinas naturais depositadas nos bancos de dados públicos;
	ii. Identificar as cecropinas naturais testadas e extrair os dados de atividade antibacteriana;
	iii. Separar as cecropinas em grupos distintos com base em análise filogenética;
	iv. Extrair as propriedades físico-químicas e estruturais das cecropinas;
	v. Selecionar as melhores cecropinas com base em análises computacionais;
	vi. Analisar o comportamento das cecropinas selecionadas por meio de simulação com membrana de bactéria Gram-positiva e Gram-negativa.
	vii. Sintetizar os peptídeos selecionados;
	viii. Caracterizar as cecropinas por dicroísmo circular;
	ix. Determinar o potencial antibacteriano das cecropinas sintetizadas;
	x. Determinar o potencial o potencial hemolítico, citotóxico e de modulação de óxido nítrico.
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	As sequências de cecropinas naturais foram obtidas das bases de dados Antimicrobial Peptide Database (APD), Yet Another Database of Antimicrobial Peptide (YADAMP), Database of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides (DBAASP) e National Center for Biotechnology Information (NCBI). Um total de 550 sequências foi inicialmente identificado. Posteriormente, foram eliminadas as redundâncias entre os bancos de dados, resultando em 263 sequências únicas. A partir dessas sequências, foi realizado um levantamento das que apresentavam atividade biológica documentada. Do total inicial de 263 sequências, verificou-se que 107 delas possuíam atividade biológica documentada. Um alinhamento foi então conduzido utilizando o servidor T-Coffee e aprimorado através do servidor TCS, resultando em 93 sequências após a remoção das que prejudicavam o alinhamento. Com essas 93 sequências, uma árvore filogenética foi construída utilizando o servidor IQ-TREE. No entanto, apesar dos esforços, não foi possível extrair padrões de aminoácidos dos grupos taxonômicos através do servidor PRATT 2.1. Uma análise subsequente revelou que as sequências provenientes do NCBI poderiam não estar devidamente anotadas sendo, portanto, excluídas e resultando em um total de 44 sequências identificadas. Com esse conjunto de cecropinas naturais, um novo alinhamento foi realizado utilizando o servidor T-Coffee e seguido do refinamento pelo servidor TCS. Após essa etapa, obteve-se um total de 41 sequências alinhadas adequadamente. Uma árvore de similaridade foi gerada pelo método neighbor-joining utilizando o software MEGA 10.2.6, com o objetivo de classificar as sequências em grupos distintos. A partir dos resultados da árvore de similaridade, foram extraídos padrões de aminoácidos para cada grupo de sequências representado na árvore utilizando o servidor PRATT 2.1.
	Foi realizado um levantamento da atividade dessas cecropinas em µM utilizando estudos que testaram as cecropinas frente a bactérias patogênicas para humanos em um total de 22 bactérias (uma vez que não há cecropinas avaliadas frente a bactérias provenientes de animais). Após isso, as informações físico-químicas foram obtidas. Essas informações incluem a hidrofobicidade e o momento hidrofóbico, os quais foram calculados por meio do servidor Heliquest. Além disso, a flexibilidade foi avaliada ao somar a flexibilidade individual de cada aminoácido e extrair a média desses valores, seguindo a abordagem de Bhaskaran and Ponnusway (1988). Por fim, também foi registrado o ângulo de quebra de hélice. O ângulo de quebra de hélice foi mensurado utilizando os quatro resíduos antes e quatro resíduos depois do resíduo que se encontrava no meio da quebra de hélice. Esta medição foi realizada pelo software PyMol versão 2.3.
	A partir dos dados de características físico-químicas e estruturais, foram aplicados dois testes de correlação de Pearson utilizando o software R/Rstudio versão 2022.02.1 com o objetivo de verificar se algumas das características apresentavam correlação com os dados de atividade. As características analisadas foram: momento hidrofóbico, hidrofobicidade, ângulo, flexibilidade e potencial eletrostático. No primeiro teste, foram considerados os dados de atividade para as seis bactérias mais testadas (variando entre seis e doze cecropinas), visto que, para as demais bactérias, o número de sequências testadas era insuficiente para a realização do teste estatístico. O segundo teste teve como objetivo confirmar os resultados obtidos no primeiro, sendo realizado apenas com as duas espécies de bactérias cujas cecropinas testadas apresentaram maior correlação estatística.
	A partir dos dados de atividade, foram selecionadas cinco cecropinas, incluindo as cecropinas A2 e A7 de Anopheles gambiae, cecropina A3 de Ae. aegypti, cecropina A6 de Spodoptera litura e cecropina Md de M. domestica, para simulações de dinâmica molecular em água. As simulações foram realizadas com o software GROMACS v.5.0.4, utilizando o campo de força GROMOS96 43a1, à temperatura de 310 K (Kelvin), por 100 ns (nanosegundos), em triplicata. As dinâmicas ocorreram em caixas cúbicas, sob força iônica de 0,15 M NaCl. A geometria das moléculas de água foi restringida pelo algoritmo SETTLE (MIYAMOTO & KOLLMAN, 1992), enquanto o algoritmo LINCS foi utilizado para restringir todos os comprimentos de ligação. O método Particle Mesh Ewald (PME) foi aplicado para correções eletrostáticas, com raio de corte de 1,4 nm, valor também empregado para as interações de van der Waals. A lista de vizinhos foi atualizada a cada 10 etapas de simulação de 2 fs. A minimização de energia foi realizada por meio do algoritmo de descida mais íngreme, com 50.000 passos. Após o término das simulações, foram calculados o Root Mean Square Deviation (RMSD) e o Root Mean Square Fluctuation (RMSF) de cada réplica, a fim de avaliar a estabilidade das cecropinas. Além disso, foram calculadas as ocupâncias para
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	identificar quais ligações de hidrogênio se mantiveram mais estáveis durante as dinâmicas moleculares (CARDOSO et al., 2022).
	Para verificar como as cinco cecropinas selecionadas interagem com membranas bacterianas, foram realizadas dinâmicas moleculares em modelos de membranas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, totalizando dez simulações — cinco para cada tipo de bactéria, com uma cecropina por simulação. Os sistemas de membrana foram montados no servidor CHARMM-GUI utilizando proporções consensuais descritas na literatura, com 60% de POPE (fosfatidil-etanolamina), 35% de POPG (fosfatidil-glicerol) e 5% de CL (cardiolipina) para membranas Gram-positivas; e 65% de POPE, 25% de POPG e 10% de CL para as Gram-negativas. Foi utilizado o campo de força CHARMM36, e as cecropinas foram colocadas a ~27 nm das bicamadas lipídicas. As simulações foram conduzidas com o software GROMACS versão 5.0.4. Todas as simulações ocorreram sob força iônica de 0,15 M de NaCl. A geometria das moléculas de água foi mantida com o algoritmo SETTLE (MIYAMOTO, 1992), e o algoritmo LINCS (HESS, 1997) foi empregado para preservar a integridade dos comprimentos das ligações atômicas. Para as correções eletrostáticas, foi utilizado o método Particle Mesh Ewald (PME) (EWALD, 1921), com raio de corte de 1 nm, valor também aplicado às interações de van der Waals. A lista de vizinhos para cada átomo foi atualizada a cada 10 passos de simulação, com duração de 2 fs cada. A minimização de energia foi realizada pelo algoritmo de descida mais íngreme (50.000 passos). Posteriormente, os sistemas passaram por processo de equilibração de temperatura e pressão, sendo estabilizados em 310 K e 1 bar por 100 ps, utilizando o termostato de reescalonamento de velocidade (NVT) (BUSSI, 2007) e o barostato Parrinello-Rahman (NPT) (PARRINELLO, 1981), respectivamente. Após a obtenção de sistemas equilibrados e com energia minimizada, foram conduzidas simulações de dinâmica molecular com duração de 1000 ns. Após o término das dinâmicas, os dados foram analisados por RMSD, RMSF e ocupância das ligações de hidrogênio, sendo esta última extraída com o software VMD 1.9.3.
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	4.8 Caracterização estrutural por dicroísmo circular
	As cinco cecropinas selecionadas foram caracterizadas por dicroísmo circular (DC). As análises foram realizadas com as cecropinas a 50 µM em diferentes ambientes: água ultrapura, solução tampão fosfato de potássio (10 mM), 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) a 30% (v/v) em água e dodecil sulfato de sódio (SDS) a 50 mM. Os espectros de DC foram obtidos na faixa de 185 a 260 nm no UV, a 25 °C, utilizando um espectropolarímetro JASCO (J-810/815) equipado com controlador de temperatura do tipo Peltier, com velocidade de varredura de 50 nm min⁻¹. A resolução espectral foi de 0,1 nm, com tempo de resposta de 1 s e cinco acumulações de varredura por amostra. Todos os espectros foram analisados com o algoritmo de transformada rápida de Fourier (Fast Fourier) da JASCO, com correção da linha de base.
	4.9 Avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida mínima (CBM)
	A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada frente a cepas bacterianas associadas à mastite bovina e isolados clínicos humanos, incluindo cepas susceptíveis e resistentes, disponíveis no Laboratório de Microbiologia do S-Inova Biotech da Universidade Católica Dom Bosco (UCDB). Os ensaios foram realizados utilizando o método de microdiluição em caldo, conforme o protocolo M7-A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards, em microplacas de 96 poços. As suspensões bacterianas foram previamente ajustadas para 2–5 × 10⁶ unidades formadoras de colônias (UFC) mL-1, e aplicadas nos poços contendo os peptídeos em teste entre as concentrações de 64 à 0,5 µM . As microplacas foram incubadas a 37 °C, e a leitura da densidade óptica (DO₆₀₀ nm) foi realizada após 24 horas. Em seguida, uma alíquota de 10 µL de células provenientes dos poços da CIM foi diluída (1:10, v/v), semeada em meio Mueller-Hinton ágar (MHA) e incubada
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	a 37 °C por 24 horas. Após esse período, a CBM foi definida como a menor concentração na qual não foi observada formação de colônias bacterianas viáveis em MHA.
	4.10 Avaliação da atividade hemolítica
	Os ensaios hemolíticos foram realizados nos laboratórios do S-Inova Biotech da UCDB sob o CEUA 008/2024, utilizando eritrócitos de murinos saudáveis. O sangue venoso fresco foi coletado por punção e armazenado em tubos contendo solução salina estéril a 0,9% (NaCl). As soluções de peptídeos foram preparadas a partir de diluições seriadas em solução salina. Para o controle negativo, foi utilizada a solução salina com eritrócitos, enquanto Triton X-100 a 1% foi empregado como controle positivo de lise total dos eritrócitos. Todas as soluções foram realizadas entre as concentrações de 64 à 0,5 µM. Após incubação, as taxas de hemólise foram quantificadas por espectrofotometria, medindo-se a absorbância a um comprimento de onda de 415 nm.
	4.11 Avaliação do potencial citotóxico
	O potencial citotóxico dos peptídeos de estudo foi avaliado frente a diferentes linhagens celulares disponíveis nos laboratórios do S-Inova Biotech – UCDB. As células foram inicialmente incubadas por 24 horas para promover a aderência e tratadas com meios frescos no dia seguinte, antes da adição de peptídeos. As células com peptídeos foram incubadas por 24 horas. Após este período 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazólio brometo (MTT) foi adicionado (10 μL; 5 mg mL -1 em PBS) e as células foram incubadas por mais 4 horas. O sobrenadante foi removido, e 100 μL de solução de isopropanol contendo HCl foram adicionados. A viabilidade celular foi aferida a 600 nm. Triton X-100 a 0,1% (v/v) foi utilizado como controle positivo.
	4.12 Modulação da produção de óxido nítrico
	A produção de óxido nítrico (ON) foi avaliada em macrófagos ativados com lipopolissacarídeo (LPS), na ausência ou presença dos peptídeos cecropina A2, cecropina A3, cecropina A6, cecropina A7 e cecropina Md, todos utilizados na concentração de 64 µM. Após a ativação, os níveis de ON foram determinados por
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	meio da quantificação de nitrito (NO₂⁻), um metabólito estável do ON, utilizando o ensaio colorimétrico de Griess. Esse método baseia-se na detecção do nitrito acumulado no sobrenadante das culturas celulares, formando um composto colorido cuja intensidade é proporcional à concentração de ON produzido. A absorbância foi medida por espectrofotometria a 540 nm (CARDOSO et al., 2022).
	5. RESULTADOS
	5.1 Análise filogenética e extração de padrões em cecropinas naturais

	5.2 Levantamento da atividade e propriedades físico-químicas e estruturais de cecropinas naturais
	Após a caracterização filogenética e estrutural das cecropinas naturais, foi realizada uma análise funcional com foco em suas atividades antibacterianas. A avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) frente a diferentes patógenos humanos permite verificar a eficácia desses peptídeos antimicrobianos (PAMs) e identificar os mais promissores em termos de potência e espectro de ação. A seguir,
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	são apresentados os resultados do levantamento das CIMs das 23 cecropinas analisadas.
	O levantamento das atividades antibacterianas das 23 cecropinas frente a patógenos humanos revelou que a maioria apresenta CIM igual a 10 µM (Figura 7). Essa atividade foi observada contra bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, evidenciando o amplo espectro de ação dessa classe de PAMs. Dentre as cecropinas analisadas, destacaram-se aquelas originárias das espécies Ae. aegypti (cecropina A3), A. gambiae (cecropinas A2 e A7), M. domestica (cecropina Md) e S. litura (cecropina A6), por apresentarem as menores CIMs. As cecropinas A2 e A7 exibiram a mais alta potência, com atividade inibitória a apenas 0,1 µM frente a Salmonella typhimurium (Gram-negativa) e Streptococcus pyogenes (Gram-positiva). A cecropina A6 também demonstrou alta eficácia, inibindo S. typhimurium a 0,32 µM. A cecropina A3 apresentou CIM de 0,5 µM frente a Xanthomonas campestris (Gram-negativa), enquanto a cecropina de M. domestica foi capaz de inibir Pseudomonas fluorescens (Gram-negativa) a 1 µM.
	
	No presente trabalho, selecionamos cecropinas naturais (A2, A3, A6, A7 e Md) e testamos sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo patógenos relevantes para mastite bovina e infecções humanas. Utilizamos análises in silico, como modelagem estrutural e dinâmica molecular, para avaliar a relação entre as propriedades físico-químicas desses peptídeos (momento hidrofóbico, flexibilidade, ângulo de hélice anfipática e potencial eletrostático) e sua interação com membranas bacterianas. Além disso, realizamos ensaios de concentração inibitória mínima (CIM), citotoxicidade, hemólise e modulação da resposta inflamatória para determinar seu perfil de segurança e eficácia terapêutica.
	Quando analisamos a árvore de similaridade, fica evidente que as cecropinas se organizam de acordo com sua origem filogenética. Ao observar um ramo específico, é possível notar que cecropinas de diferentes tipos são semelhantes em termos de composição e distribuição dos aminoácidos, sugerindo que a classificação atual das cecropinas pode ser aprimorada, uma vez que cecropinas previamente consideradas distintas podem apresentar similaridades. Além disso, por meio do servidor PRATT, foram identificados padrões de aminoácidos para cada grupo taxonômico, indicando que os grupos taxonômicos possuem uma assinatura característica de aminoácidos.
	As análises de DC revelaram que, em solução aquosa, as cecropinas perderam totalmente a conformação de a-hélice, indicando uma transição para estruturas mais desordenadas ou flexíveis. No entanto, os dados de dinâmica molecular em água, realizados em um período de 100 ns, mostraram que as cecropinas mantiveram parcialmente a conformação de a-hélice, especialmente na região central de suas estruturas. Essa aparente discrepância entre os resultados de DC e dinâmica molecular pode ser explicada pela diferença nos tempos de observação. Enquanto o DC reflete o estado final das cecropinas em solução aquosa após um equilíbrio completo, a dinâmica molecular em 100 ns pôde capturar um estado intermediário, no qual as cecropinas ainda não atingiram o desenovelamento total. Isso sugere que, se a simulação de dinâmica molecular fosse estendida para 1.000 ns ou mais, é possível que observássemos uma completa desestruturação das cecropinas, com a perda total da conformação de a-hélice, em concordância com os dados de DC.
	As análises de dinâmica molecular em água, avaliadas através dos parâmetros RMSD e RMSF, complementaram esses achados ao revelar padrões distintos de estabilidade entre as diferentes cecropinas. As cecropinas A3 e A7 destacaram-se por sua maior estabilidade conformacional, sendo que a A3 apresentou flutuações estruturais ainda menores que a A7, indicando uma conformação particularmente rígida. Em contraste, a cecropina A6 mostrou maior instabilidade na região dos resíduos 10-15, provavelmente devido a interações intramoleculares menos eficientes neste segmento. Já as cecropinas A2 e Md mantiveram estruturas relativamente estáveis ao longo da simulação.
	Nossa análise estatística de correlação revelou correlações significativas entre as propriedades físico-químicas de momento hidrofóbico, flexibilidade e potencial eletrostático. Em um estudo realizado em 2023, foram gerados quatro modelos estruturais para o peptídeo magainina utilizando um algoritmo de predição de flexibilidade e modelagem estrutural in silico. Como resultado, os autores concluíram que a flexibilidade e o momento hidrofóbico são fatores determinantes nas interações destes peptídeos com membranas lipídicas específicas (BALLEZA et al, 2023).
	No que diz respeito à flexibilidade, os resultados obtidos no estudo de Liu et al. (2013) demonstraram que o índice de flexibilidade é relevante. No entanto, ao contrário de outras propriedades estruturais, ela pode aumentar a atividade contra E. coli em peptídeos agrupados de forma rígida ou reduzir a atividade contra E. coli em peptídeos agrupados de forma flexível. O ponto ótimo de flexibilidade ocorre em torno de -0.5, conforme observado no presente estudo. Isso vai de encontro aos dados de atividade extraídos pelo levantamento de dados de atividade em µM, sendo que a cecropina A6 tem a flexibilidade mais próxima de 0,5 (flexibilidade = 0,45), e as demais quatro cecropinas selecionadas tem o valor de flexibilidade em torno de 0,4.
	Em relação ao ângulo, o estudo realizado por Wieprecht et al. (1997) investigou a influência do ângulo formado pela face da hélice carregada positivamente na atividade da membrana. Foram utilizados seis peptídeos anfipáticos em forma de hélice, com ângulos variando entre 80° e 180°. No entanto, a hidrofobicidade, momento hidrofóbico e carga geral positiva foram projetados com base na sequência do peptídeo antibacteriano magainina 2. Os resultados revelaram que a capacidade dos peptídeos em induzir a liberação de corante de vesículas de fosfatidilglicerol (PG) carregadas negativamente diminuiu à medida que o ângulo aumentava. Entretanto, peptídeos com ângulos mais amplos (140-180°) apresentaram uma atividade permeabilizante consideravelmente maior em vesículas de fosfatidilcolina zwitteriônica (PC) e vesículas mistas de PC/PG (3:1) em comparação aos análogos que possuíam ângulos menores (80-120°). Além disso, os análogos com ângulos maiores foram mais ativos em ensaios antibacterianos e hemolíticos. Esses resultados corroboram com nossos dados de dinâmica molecular, tanto em ambiente aquoso quanto em membranas miméticas de bactérias, uma vez que mostram que a cecropina A6, a qual possui o ângulo mais estreito entre as cinco cecropinas, também apresenta menor estabilidade e atividade biológica relatada.
	Em relação à hidrofobicidade, no estudo de Chen et al. (2007) foi observado que a maior hidrofobicidade está relacionada a uma maior atividade hemolítica. Além disso, foi
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	identificada uma faixa de hidrofobicidade ideal na qual uma alta atividade antimicrobiana pode ser alcançada. Tanto uma diminuição quanto um aumento na hidrofobicidade podem comprometer essa atividade ótima. Em um estudo mais recente de 2022, foram utilizados os modelos as-CATH4 e 5 para realizar uma análise de relação estrutura-atividade (SAR). Nesse estudo foi demonstrado que a hidrofobicidade, em vez de outras características, é o parâmetro físico-químico crítico que determina a taxa de mortalidade bacteriana dos PAMs α-helicoidais. Com o aumento da hidrofobicidade, as taxas de ação dos PAMs, a ligação bacteriana, a neutralização de LPS e a permeabilização da membrana externa e interna, também podem aumentar (ZHANG et al. 2022). Além disso, os PAMs mais hidrofóbicos, com taxas de mortalidade bacteriana aumentadas, demonstraram uma melhor potência terapêutica in vivo e uma menor propensão para induzir resistência bacteriana.
	No que diz respeito ao potencial eletrostático, os estudos de Tong et al. (2007) e, mais recentemente, o trabalho de Teixeira (2012) demonstram que, no caso dos PAMs o potencial eletrostático influencia a eletroporação, sendo este um mecanismo em que a formação de poros nas membranas ocorre sob a influência de um campo elétrico externo. Assim, peptídeos que atuam nas membranas dos microrganismos, como as cecropinas, podem ter sua atividade afetada pelo potencial eletrostático.
	No trabalho de Vizioli et al. (2000), foi descrito o isolamento de clones de cDNA e genômico que codificam o peptídeo antibacteriano cecropina do mosquito vetor da malária A. gambiae. Essas cecropinas isoladas foram posteriormente denominadas no banco YADAMP como cecropinas A2 e A7, as quais são as mesmas utilizadas no presente estudo. Naquele trabalho, as cecropinas foram testadas contra 12 bactérias Gram-positivas, 13 bactérias Gram-negativas, seis fungos e quatro leveduras, e observou-se uma maior especificidade por bactérias Gram-negativas. Essa seletividade foi explicada pela ausência de amidação nas cecropinas, uma vez que a cecropina amidada mostrou ser mais eficaz do que a não-amidada apenas contra duas espécies de patógenos, incluindo Alcaligenes faecalis e Salmonella typhimurium. Nossos dados de dinâmica molecular em membrana de bactéria Gram-negativa reforçam os achados desse estudo, uma vez que tanto a cecropina A2 quanto a cecropina A7 demonstraram maior estabilidade e interação com a membrana de bactéria Gram-negativa. No caso da cecropina A2, essa seletividade é ainda mais evidente, mostrando-se como a mais específica para bactérias Gram-negativas entre as cinco cecropinas selecionadas. No trabalho de Vizioli et al. (2000), a cecropina A3 foi testada com bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e mostrou maior eficácia frente às bactérias Gram-negativas, o que difere em parte dos nossos resultados de dinâmica molecular onde a cecropina A3 penetra totalmente a membrana de bactéria Gram-positiva, porém perdendo sua conformação na interação com membrana de bactéria Gram-negativa.
	No trabalho de Choi et al. (2000) foram determinadas as propriedades antibacterianas e as sequências de cDNA de dois tipos de peptídeos antibacterianos da hemolinfa de lagartas comuns imunizadas, larvas de S. litura sendo uma delas a cecropina A6. As cecropinas de S. litura foram amplamente eficazes contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os nossos dados de dinâmica molecular em membrana de bactéria Gram-positiva e Gram-negativa mostram que a cecropina A6 interage com ambas as membranas de forma similar, porém em comparação com as demais cecropinas a cecropina A6 apresentou uma menor afinidade no complexo molecular peptídeo-membrana.
	Para a cecropina Md de M. domestica os resultados de dinâmica molecular em membrana de bactéria Gram-positiva e Gram-negativa indicam que esta é a cecropina menos seletiva dentre a cinco testadas, não conseguindo penetrar de forma eficaz em ambas as membranas. Esses resultados estão em concordância com as descobertas de Jin et al. (2006), que realizaram a clonagem do gene da cecropina Md para expressão na levedura metilotrófica Pichia pastoris, e conduziram testes com a cecropina Md purificada contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. Os ensaios antimicrobianos demonstraram que a cecropina Md tinha amplo espectro de propriedades antimicrobianas, não sendo seletiva para fungos ou bactérias.
	Conforme mencionado anteriormente, a mastite bovina é causada predominantemente por ação de bactérias Gram-negativas, tais como E. coli, Klebsiella spp. Enterobacter spp. (OLIVEIRA et al., 2013, ZHENG et al 2022) e por Gram-positivas como a S. aureus, S. agalactiae e Mycoplasma spp. (GARCIA, 2004, SHARUN et al., 2021). No presente trabalho, foram realizados testes de CIM com duas cepas de S. aureus (isolado clínico de mastite e ATCC), duas cepas de Klebsiella (Klebsiella sp. isolado clínico de mastite e K. pneumoniae ATCC) e uma cepa de E. coli ATCC, além de bactérias que de risco a saúde humana como A. baumannii e P. aeruginosa também isolados clínicos humanos. As cecropinas não demonstraram atividade inibitória contra as cepas de S. aureus (isolado clínico e ATCC) em nenhuma das concentrações testadas. Esse resultado pode ser explicado pela diferença entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas na espessura da camada de peptidoglicano que envolve a membrana citoplasmática. Bactérias Gram-positivas exibem uma camada de fios de peptidoglicano que pode atingir um tamanho entre 30 e 100 nm, enquanto bactérias Gram-negativas têm uma camada de apenas alguns nanômetros o que pode ter dificultado a ação dessas cecropinas (ROHDE, 2019). Em contraste, para as cepas de Klebsiella sp. e K. pneumoniae, as cecropinas A2, A6 e A7 demonstraram atividade antimicrobiana significativa, mantendo valores de CIM
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	próximos ao controle em concentrações de até 2 µM para Klebsiella sp. e 0,5 µM para K. pneumoniae. Para E. coli ATCC, a cecropina Md mostrou capacidade de inibir o crescimento bacteriano até 8 µM, enquanto a cecropina A3 foi eficaz até 1 µM, enquanto as cecropinas A2, A6 e A7 apresentaram atividade em todas as concentrações testadas. Esses resultados indicam que as cecropinas testadas, em especial as cecropinas A2 e A7, tem capacidade de combater bactérias causadoras da mastite bovina.
	Em relação a A. baumannii, as cecropinas A2, A6 e A7 mantiveram valores de CIM próximos ao controle em todas as concentrações testadas, indicando uma atividade antimicrobiana consistente. Esse resultado é promissor, considerando que A. baumannii é um patógeno frequentemente associado a infecções nosocomiais e resistência a múltiplos fármacos (MOTBAINOR, et al, 2020). Para P. aeruginosa, as cecropinas A2, A6 e A7 as cecropinas A2, A6 e A7 apresentaram níveis de CIM semelhantes ao controle em todas as concentrações testadas, indicando uma atividade antimicrobiana estável e eficaz. A P. aeruginosa é outro patógeno de grande relevância clínica, conhecido por sua resistência intrínseca a diversos antibióticos, o que dificulta o tratamento (MOTBAINOR, et al, 2020). A eficácia das cecropinas contra essa bactéria sugere que esses peptídeos podem ser uma alternativa terapêutica viável para infecções causadas por P. aeruginosa.
	Ao comparar os dados de CIM com os resultados do teste de correlação de Pearson, observa-se que não há uma relação direta entre os valores absolutos das propriedades analisadas e os valores de CIM. No entanto, os dados sugerem uma relação inversa à indicada pela correlação de Pearson. Em K. pneumoniae, onde as cecropinas demonstraram atividade inibitória observa-se que, com exceção da cecropina A6, aquelas com maior momento hidrofóbico apresentam maior atividade. Contrastando com a correlação de Pearson, que indica uma relação positiva entre o momento hidrofóbico e os valores de CIM sugerindo que, quanto menor os valores de momento hidrofóbico maior seria atividade, ou seja, a correlação entre momento hidrofóbico e atividade antibacteriana é mostrada nos dados de CIM, porém a direção dessa correlação é diferente do sugerido pela correlação de Pearson.
	Um comportamento semelhante é observado ao comparar os dados de hidrofobicidade e ângulo. De maneira geral, menores valores de hidrofobicidade correspondem a menores valores de CIM, o que sugere uma correlação positiva, em oposição à correlação negativa indicada pelo teste estatístico. Além disso, cecropinas com ângulos mais elevados apresentaram menores valores de CIM, o que contradiz os resultados da correlação de Pearson.
	Os resultados revelam padrões distintos entre as diferentes propriedades analisadas. Enquanto momento hidrofóbico, hidrofobicidade e ângulo apresentaram relações inversas às indicadas pela correlação de Pearson, o potencial eletrostático e a flexibilidade mostraram comportamento diferente. Para K. pneumoniae, tanto a flexibilidade quanto o potencial eletrostático não demonstraram influência significativa nos valores de CIM na correlação de Pearson, conforme confirmado pelos dados experimentais de CIM. As cecropinas apresentaram eficácia variável independentemente de seus valores de flexibilidade (que variaram entre 0,43 e 0,45) e potencial eletrostático (entre 2,11 e 2,58). Por exemplo, a cecropina A7, com baixo potencial eletrostático (2,11), foi eficaz, enquanto a A6, com alto potencial eletrostático (2,58), também mostrou atividade, indicando que esta propriedade isoladamente não determina a eficácia antimicrobiana.
	Estes resultados sugerem que a atividade ótima das cecropinas depende prioritariamente da combinação equilibrada de momento hidrofóbico, hidrofobicidade e ângulo, enquanto flexibilidade e potencial eletrostático parecem ter menor influência no desempenho antimicrobiano contra K. pneumoniae. Esta interpretação está alinhada com a ausência de correlação estatisticamente significativa observada para estas duas propriedades nos testes de Pearson.
	Comparando dos dados de CIM das cecropinas A2, A3, A6, A7 e Md com Ciprolac® (ciprofloxacino/ CIP) que é comumente utilizado no tratamento da mastite bovina, os resultados mostraram a CIP exibiu um espectro de ação mais amplo, com valores de CIM significativamente menores para cepas sensíveis (0,01-0,1 µg/mL ou ≈ 0,03-0,3 µM para E. coli) (FIRSOV et al., 1998, DONG et al., 2019). No entanto, é importante destacar que cepas resistentes de K. pneumoniae podem apresentar CIM para CIP tão elevadas quanto 4 µg/mL (≈ 12 µM), aproximando-se da faixa de concentração onde as cecropinas demonstraram atividade (FIRSOV et al., 1998). Além disso, o presente estudo não avaliou as cecropinas em concentrações mais baixos que 0,5 µM. Contudo, as cecropinas A2 e A7, no trabalho de Vizioli et al (2000), mostraram atividade inibitória a apenas 0,1 µM frente a Salmonella typhimurium (Gram-negativa) e Streptococcus pyogenes (Gram-positiva).
	Um aspecto interessante do CIP é seu efeito em concentrações subinibitórias (sub-CIM), onde demonstra capacidade de inibir a formação de biofilmes e reduzir a expressão de fatores de virulência em E. coli (DONG et al., 2019). Embora este efeito não tenha sido avaliado para as cecropinas no presente estudo, trabalhos com análogos estruturais (como a cecropina C18) sugerem que peptídeos antimicrobianos podem apresentar efeitos sinérgicos quando combinados com antibióticos convencionais (LI et al., 2022).
	Estes resultados sugerem que as cecropinas, particularmente as variantes A2 e A7, representam alternativas promissoras para o tratamento de mastites causadas por patógenos Gram-negativos, especialmente em casos de resistência ao CIP (Dados não publicados). No entanto, sua inatividade contra S. aureus limita sua aplicação como
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	monoterapia (dados não publicados). Estudos futuros deverão explorar: (1) possíveis sinergias entre cecropinas e CIP contra patógenos bovinos, (2) o efeito das cecropinas em sub-CIM sobre a formação de biofilmes, e (3) modificações estruturais que possam ampliar seu espectro para incluir bactérias Gram-positivas (ZHENG et al., 2022; LI et al., 2022). A combinação de abordagens moleculares e farmacológicas pode representar uma estratégia inovadora no controle da mastite bovina, particularmente em cenários de resistência antimicrobiana (DONG et al., 2019; LI et al., 2022).
	Quando observamos os dados de CIM e CBM em relação aos dados de dinâmica molecular em membrana é possível notar uma discrepância no comportamento das cecropinas em relação a S. aureus (Gram-positiva) e bactérias Gram-negativas. Enquanto a dinâmica molecular em membranas de bactérias Gram-positivas não refletiu a inefetividade das cecropinas observada nos testes de CIM e CBM contra S. aureus (isolado clínico e ATCC), a dinâmica molecular em membranas Gram-negativas confirmou a eficácia da cecropina A2, que penetrou e manteve-se estável na membrana, alinhando-se com seus resultados de CIM e CBM.
	No teste hemolítico, observou-se que todas as cecropinas apresentaram baixa atividade hemolítica, com valores inferiores ao limiar de 50% necessário para considerar uma substância como hemolítica (CASTANO, 2000). Esses resultados sugerem um potencial maior terapêutico, uma vez que a toxicidade é uma das principais causas de falhas nos testes pré-clínicos, com estimativas indicando taxas de insucesso de até 90% (AMORIN et al., 2024)(AMORIN et al, 2024).
	No ensaio de viabilidade celular todas as cecropinas mostraram diferenças significativas em relação ao controle positivo (células tratadas com Triton X-100), confirmando sua baixa citotoxicidade. Em relação ao ensaio de óxido nítrico, todas as cecropinas demonstraram capacidade de modular a resposta inflamatória, com reduções significativas nos níveis de óxido nítrico em comparação ao grupo estimulado com LPS. As cecropinas A3 e A6 destacaram-se por apresentarem as maiores reduções nos níveis de óxido nítrico, com a A6 mostrando a maior redução, sugerindo um potencial anti-inflamatório. Já as cecropinas A2, A7 e Md também mostraram atividade moduladora, porém em menor intensidade. Em conjunto, os resultados dos testes hemolíticos, de viabilidade celular e de óxido nítrico sugerem que as cecropinas A2 e A7 são as mais promissoras em termos de janela terapêutica, enquanto as cecropinas A3 e A6 destacam-se por seu maior potencial anti-inflamatório. A combinação de baixa toxicidade e atividade anti-inflamatória torna essas cecropinas candidatas para o desenvolvimento de novas terapias em conjunto.
	
	As análises de correlação demonstraram associações significativas entre propriedades físico-químicas, momento hidrofóbico, flexibilidade e potencial eletrostático, em concordância com a literatura prévia. Esses parâmetros influenciam diretamente a interação entre peptídeos antimicrobianos e membranas lipídicas. A flexibilidade, por exemplo, apresenta um ponto ótimo em torno de -0,5 para atividade antibacteriana, enquanto o ângulo da hélice anfipática afeta a permeabilização de membranas bacterianas. Além disso, esses estudos mostram que a hidrofobicidade está associada tanto à atividade antimicrobiana quanto a efeitos hemolíticos, com uma faixa ideal para máxima eficácia. O potencial eletrostático também desempenha um papel crucial, influenciando a ligação e a eletroporação de membranas bacterianas.
	Os resultados dos testes de CIM e CBM, aliados aos dados de dinâmica molecular em membranas, evidenciaram o potencial antimicrobiano das cecropinas A2, A3, A6 e A7, especialmente contra bactérias Gram-negativas. A cecropina A2 destacou-se como a mais eficaz, apresentando CIM de 0,5 µM para K. pneumoniae ATCC, A. baumannii e E. coli ATCC, o que foi corroborado por sua capacidade de penetrar e manter estabilidade na membrana Gram-negativa durante as simulações de dinâmica molecular. A cecropina A7 também demonstrou eficácia, com CIM de 0,5 µM para a maioria das cepas Gram-negativas. Em contraste, a cecropina Md mostrou-se ineficaz na maioria dos casos, apresentando CBM >64 µM para todas as cepas, exceto E. coli ATCC (8 µM). Apesar do desempenho positivo contra bactérias Gram-negativas, nenhuma das cecropinas foi eficaz contra S. aureus, possivelmente devido à complexidade da parede celular dessa bactéria.
	Os resultados de DC confirmaram que as cecropinas adotam conformações de α-hélice em ambientes miméticos de membrana (SDS e TFE), o que está de acordo com as predições estruturais obtidas por modelagem molecular via AlphaFold2. A cecropina A2 novamente se destacou nos testes hemolíticos, apresentando taxas de hemólise entre 5,8% e 9,7%, além de alta viabilidade celular no ensaio de MTT e uma capacidade moderada de modular a produção de óxido nítrico. Esses achados indicam um perfil promissor para aplicações terapêuticas, combinando baixa citotoxicidade e potencial para interagir com células humanas sem causar danos significativos. As cecropinas A3 e A6 também se sobressaíram, especialmente por sua capacidade de modular a resposta inflamatória, resultando em reduções significativas nos níveis de óxido nítrico.
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	A cecropina A7, embora tenha apresentado maior atividade hemolítica (12% a 28%) em comparação com A2, A3 e A6, manteve alta viabilidade celular (98,4% a 100%), indicando baixa citotoxicidade. Já a cecropina Md, apesar de sua maior propensão à hemólise (18% a 28%), demonstrou potencial anti-inflamatório e estabilidade estrutural, embora em menor escala que as cecropinas A2 e A3.
	Esses resultados abrem caminho para futuras investigações sobre o uso dessas moléculas em terapias antimicrobianas e anti-inflamatórias. Em particular, a cecropina A2 surge como um modelo promissor para o desenvolvimento de novas moléculas, cuja estrutura poderia ser otimizada para maior viabilidade comercial, preservando ou aprimorando suas propriedades terapêuticas.
	8. PERSPECTIVAS
	Com base nos resultados obtidos pretendemos realizar a elucidação estrutural das cinco cecropinas selecionadas por ressonância magnética nuclear (RMN), assim como seguir para os testes pré-clínicos em modelo animal com modelo de sepse murino, testes de toxicidade mais específicos (toxicidade aguda, subaguda e crônica, além de testes de genotoxicidade e carcinogenicidade). Buscaremos ainda melhor compreender os mecanismos de ação dessas cecropinas por microscopia de força atômica, dispersão de luz dinâmico e potencial zeta. Além disso pretendemos utilizar a cecropina A2 para gerar de variantes usando sistemas computacionais de LLMs (Large Liguage Models) Multi-Agente e testar in vitro essas variantes.
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