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RESUMO

Atualmente, as infeccdes bacterianas tém sido preocupacédo de governos e alvo de
estudos, pois este € um problema em todo o mundo. As pessoas que mais sofrem sao
aguelas imunossuprimidas, sendo afetadas por super bactérias como Enterococcus faecalis
e Escherichia coli que provocam graves danos a salude. Com o avanco da tecnologia e a
prospeccdo de novas drogas, 0s peptideos antimicrobianos (PAM) sdo candidatos a
combater esses microrganismos e curar pessoas. Visando o melhoramento molecular dos
PAMs, a metodologia de Desenho Racional de Peptideos visa melhorar a atividade
antibacteriana dessas moléculas e reduzindo efeitos adversos ao paciente. Os Butylatus s&o
0 resultado do desenho racional da toxina TsAP-1, do escorpido Tytius serrulatus. Em
relacdo aos resultados in silico, os peptideos Butylatus apresentaram caracteristicas de
peptideos antimicrobianos, baixa energia de interagcdo nas membranas miméticas, boa
estabilidade estrutural na membrana. Além disso, a atividade in vitro observada foi que os
peptideos apresentam atividade antimicrobiana e baixa atividade hemolitica. A partir desses
resultados, € possivel considerar os peptideos Butylatus como candidatos a produtos

biotecnoldgicos de interesse para a industria farmacéutica e hospitalar.

Palavras-chave: Bactérias patogénicas; Desenho  racional, Peptideos

antimicrobianos; Estudo in silico.



ABSTRACT

Currently, bacterial infections have been government concern and targeted studies as
this is a problem worldwide. The people who suffer most are those immunosuppressed,
being affected by super bacteria like Enterococcus faecalis and Escherichia coli that cause
serious damage to health. With the advancement of technology and the prospection of new
drugs, antimicrobial peptides (AMP) are candidates to fight these microorganisms and heal
people. Aiming at the molecular improvement of AMPs, the methodology of Rational Peptide
Design aims to improve the antibacterial activity of these molecules and reducing adverse
effects to the patient. The Butylatus are the result of the rational design of the toxin TsAP-1,
of the scorpion Tytius serrulatus. In relation to the in silico results, Butylatus peptides
presented characteristics of antimicrobial peptides, low interaction energy in the mimetic
membranes, and good structural stability in the membrane. In addition, the in vitro activity
observed was that the peptides present antimicrobial activity and low hemolytic activity. From
these results, it is possible to consider Butylatus peptides as candidates for biotechnological
products of interest to the pharmaceutical and hospital industry.

Keywords: Pathogenic bacteria; Rational design; Antimicrobial peptides; In silico
study.



1 INTRODUCAO

1.1 O combate ainfeccdes e o surgimento das resisténcias aos antibioticos

InfeccBes bacterianas tem sido alvo da atencdo dos estudos da comunidade
médica, organizacfes de saude e governos. Este problema global é tratado a partir
de pesquisas de produtos no intuito de eliminar esses patdégenos. Busca-se atingir
esse objetivo por meio de farmacos que sejam eficazes e que causem menos efeitos
adversos aos pacientes. Se por um lado a resisténcia bacteriana aos farmacos
atualmente recomendados contribui para significativo aumento dos 6bitos, por outro
h& gastos exorbitantes em tratamentos (GURGEL; CARVALHO, 2008; PEREIRA et
al.,, 2005; WANNMACHER, 2004). Estima-se que, em breve, estaremos sem
condicBes de tratar infec¢cdes bacterianas devido ao fato de ndo termos mais opgdes
para deter sua resisténcia e multiplicacdo (VIANNA et al.,, 2016). A Figura 1

apresenta uma expectativa de mortes por microrganismos em 2050.

v
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Figura 1 - Expectativa de mortes por micro-organismos em 2050.
Legenda: Mortalidade por 10.000 habitante de 5.000 (em cinza) até mais de 10.000 mortes (em vermelho).
Fonte: (DIRECAO-GERAL DA SAUDE, 2016) (ADAPTADO).

Desde a descoberta dos antibidticos, uma guerra entre humanos e
microrganismos foi iniciada e uma disputa entre 0 mais adaptado teve inicio. Embora
0s seres humanos possuam a ciéncia e o desenvolvimento tecnolégico em maos, a

resisténcia microbiana € tdo nociva e preocupante desde a descoberta dos



antibioticos. Em 1928, Alexander Fleming, descobridor da penicilina e pioneiro na
era dos antibidticos, ja observara em seus experimentos cepas bacterianas ja
resistentes a penicilina e que logo havia uma populacédo resistente a substancia.
Fato que em pouco tempo tomaria propor¢cdes bem maiores com o inicio da
Segunda Guerra Mundial e o uso indiscriminado de antibiéticos por médicos de
campanha nos soldados feridos a fim curar infecgbes oriundas da batalha, assim
logo havia uma cepa resistente a penicilina. Com o tempo, o uso antibiéticos foi
estendido a agricultura e criacdo de animais com o objetivo de aumentar a producao
e reduzir perdas devido a pragas. JA& em meados dos anos 50 a 70 novos
antibioticos entram no mercado, tais como ampicilina e estreptomicina (VENTOLA,
2015; DAVIES; DAVIES, 2010).

Ao passo gque novos antibiéticos entravam no mercado, a resisténcia a eles se
tornava algo comum. Isso vem de encontro com o surgimento de cepas resistentes a
varios tipos de antibiéticos, como Enterococcus faecalis (CONWELL et al., 2017;
HERSHBERGER et al., 2005; KITAGAWA et al., 2016; TRINDADE et al., 2015) e
Escherichia. coli (BLAIR et al., 2015; BROWN; WRIGHT, 2016; HUIJBERS et al.,
2015; RTIMI et al., 2015; STRYJEWSKI; JONES; COREY, 2015) que sédo resistentes
aos antibidticos carbapénicos, que sao atualmente, microrganismos muito nocivos a
saude dos pacientes imunossuprimidos em ambientes hospitalares. Além disto, na
avicultura e pecuaria, cepas bacterianas resistentes a tetraciclinas preocupam
criadores e o6rgdos ligados a salude publica. Deve-se considerar que 0 UuSO
indiscriminado sem orientagdo médica também propicia a selecdo de cepas
resistentes em ambientes urbanos (VENTOLA, 2015; DAVIES; DAVIES, 2010).

A resisténcia bacteriana tem inicio quando cepas bacterianas sdo expostas a
antibidticos e, assim, individuos resistentes sdo selecionados e acabam se
multiplicando. Este mecanismo acontece por mutacdo genética, por expulsdo do
antibidtico do interior celular ou ainda quando bactérias recebem um gene de uma
bactéria resistente. Todos processos impossibilitam a atividade farmacolodgica,
favorecendo a sobrevivéncia e resisténcia bacteriana (GONZALEZ-CANDELAS et
al., 2011). Desta forma, os antibioticos tem cada vez menos a¢ao sobre estes micro-
organismos. O problema € tdo grave que, visando a diminuicdo do surgimento de

cepas multirresistentes, a ANVISA proibiu a compra e distribuicdo de antibioticos



sem receita médica por meio da RDC N° 44 de 2009 (BRASIL. ANVISA, 2009). A
Figura 2 apresenta, de forma simplificada, como a resisténcia bacteriana pode
ocorrer em organismos infectados por bactérias (CHOPRA; ROBERTS, 2001;
VENTOLA, 2015).

Multiplicag
Exposicao ao Selecao de cepas cepas
antibidtico resistentes resisten

Captacao de plasmideo de
resisténcia e incorporacao
ao seu DNA

9 J=
¢ /=

Figura 2 - Mecanismos de selecéo e resisténcia bacteriana.

Legenda: Circulos com cores vermelha e laranja sdo as cepas resistentes ao antibacteriano, os circulos azuis
representam as cepas suscetiveis ao antibacteriano.

Fonte: Autor.

Os mecanismos de infecgao estdo associados a fatores externos (dispositivos
invasivos como proteses articulares, cateteres urinarios, implantes) e internos (déficit
imunoldgico, ma circulagdo, comorbidades). E estimado que cerca de dez milhdes

de pessoas s6 nos Estados Unidos sofrerdo com problemas relacionados ao biofilme



de microbiano somente este ano. Infelizmente, para tal problema, sdo poucas as
alternativas de tratamento e prognéstico quando o paciente é acometido pelo
biofilme microbiano (MICHAEL T. MADIGAN, JOHN M. MARTINKO, KELLY S.

BENDER, DANIEL H. BUCKLEY, 2016).
1.2 A possibilidade dos Peptideos Antimicrobianos

Visando obter novas ferramentas para tratamento de infecgbes bacterianas,
Peptideos Antimicrobianos (PAM) aparecem como uma alternativa proveitosa. Os
PAMs séo peptideos que exercem atividade bacteriostatica, bactericida, lise celular,
prevencao do biofilme, entre outras, nas quais podem ser usadas contra a infeccao
bacteriana (HARRISON et al., 2014).

A interacdo dos PAM se da nas membranas destes organismos, interagindo
com a membrana externa das bactérias. Apés o PAM se fixar na membrana inicia-se
a desestabilizacdo da parede microbiana por meio da formacdo de poros ou a
atividade de enfraguecimento da membrana. As formas de atuacdo dos peptideos
na membrana bacteriana foi estudada ao longo do tempo e elucidadas varias
maneiras de interacdo, como demonstra a Figura 3 (CALISKAN et al., 2013a;
TARAZI, 2015). Contudo, Powers e Hancock (2003), apresentam que a capacidade
antimicrobiana dos peptideos se da pela combinacdo de cationicidade,
hidrofobicidade, formacdo de estrutura secundaria, anfipaticidade, conformacéo,
hidrofobicidade e angulo polar. Para promover a acdo antimicrobiana descrita, o
PAM interage com a membrana da célula alvo por meio de interacfes eletrostaticas,
hidrofobicas e ligacbes de hidrogénio. Para tanto, caracteristicas estruturais e
eletrostaticas precisam ser consideradas pois a mudanca em alguma caracteristica
do peptideo acarreta mudancas no corpo e atividade do peptideo (POWERS;
HANCOCK, 2003).
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Figura 3 - Mecanismos de agcdo de PAMs na membrana bacteriana.

Padrdes classicos de ruptura de membrana, os peptideos se encontram com a membrana interagindo de maneira a
formar um limiar de concentrag&o e penetrar-se em toda membrana formando poros no modelo Barril, solubilizar a membrana
em estruturas de micelas no modelo tapete ou formar poros peptideo-lipideo como é o padrédo poro toroidal. No modelo de
poro toroidal desordenado, a formagao de poros é, de certa forma, aleatéria e envolve um nimero menor de peptideos. A
espessura da bicamada de fosfolipidios pode ser perturbada pela existéncia de peptideos, ou a prépria membrana pode ser
reconstruida de modo a formar dominios ricos em lipideos aniénicos. Em poucos casos, a bicamada sem intermediarios poder
induzida; peptideos podem ser adsorvidos pela membrana bacteriana direcionando fosfolipidios oxidados; peptideos podem
induzir pequenos anions por meio da bicamada, resultando no efluxo, o potencial de membrana pode ser dissipado sem outro
dano aparente, ou, também podemos observar inversamente, no modelo molecular de eletroporagdo, a acumulagéo de
peptideo na monocamada externa que aumenta o potencial da membrana a um limiar que torna a membrana porosa a
transitoriedade de varias moléculas, incluindo o peptideo que causou este efeito (NGUYEN, et al., 2011) (ADAPTADO).

1.3 Estrutura molecular dos PAMs e sua interacdo com estruturas bioldgicas

Peptideos apresentam variedade quanto a sequéncia, estrutura e conformacao,
geralmente possuindo de 12 a 50 residuos de aminoacidos. Podem ser classificados
em quatro familias com base em suas conformacgdes secundarias em a-hélices,
folhas-B, estruturas mistas e ndo a ou -estruturas (estendido) (WANG, 2013) como
apresenta a Figura 4. A familia de peptideos a-hélices sdo compostos pelos que
apresentam hélices anfipaticas em membranas ou em locais semelhantes. A familia
dos peptideos com folhas-B geralmente sédo estabilizados por pontes dissulfeto,

apresentando estrutura rigida (SEO et al., 2012).

Concomitantemente, os PAMs tém tipicamente uma elevada proporcdo (até
50% ou mais) de aminoacidos hidrofébicos (HANCOCK; SAHL, 2006). Essas duas



Gltimas caracteristicas fisico-quimicas permitem que as PAMs se dobrem (por
exemplo, apos a interacdo com membranas) em estruturas secundarias anfipaticas
com os residuos hidrofébicos localizando em um lado da molécula e os residuos
cationicos e polares aparecendo na face oposta (NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011).

Estrutura em a-hélice Estrutura mista
Estrutura estendida Estrutura B-folha

4
3 .)

Figura 4 - Estrutura de PAMs Estrutura de PAMs.

Apresentando regifes hidrofilicas (em azul) e hidrofébicas (em vermelho). 1- Magainin 2 (GESELL; ZASLOFF;
OPELLA, 1997); 2- Defensin-like protein 2 (VRIENS et al., 2015); 3- Indolicidin derivative (ROZEK et al., 2003); 4 -Protegrin-2
(USACHEV et al., 2015).

Fonte: Protein Data Bank - http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do - (codigo de acesso das estruturas respectivamente
P11006; P30230; P33046; P32195).

O momento hidrofébico esta correlacionado ao aumento da toxicidade contra
células que possuem em sua composicao fosfolipidios neutros (YEAMAN, 2003). A
carga liquida positiva (principalmente entre +2 a +9) favorece a interacdo entre os
peptideos e fosfolipidios acidos ionizados, 0s quais sao presentes em membranas
bacterianas. Contudo o excesso de cationicidade pode ser citotoxico e hemolitico
bem como diminuir a acdo antimicrobiana em resposta a repulséo por meio de poros
pelas bactérias (DATHE; WIEPRECHT, 1999). Ja a hidrofobicidade se relaciona
intimamente com a citotoxicidade com células de mamiferos, bactérias Gram-
positivas e diminuicdo de atividade para bactérias Gram-negativas (DATHE;

WIEPRECHT, 1999). Por outro lado, o angulo polar diz respeito a uma relagéo entre


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

as faces polar e ndo polar do peptideo, geralmente em estrutura secundaria. Para
Yeaman & Yount, 2003, esta caracteristica facilitaria a penetracdo na membrana
microbiana além de maior estabilidade e meia-vida dos poros.

Embora os peptideos preservem caracteristicas comuns, sua especificidade
esta diretamente associada a mudancas nos espectros de sua conformacdo. Os
peptideos que demonstram melhores atividades antimicrobianas apresentam carga
de 0 a +7 e permanecendo com hidrofobicidade em torno de 31 a 70%. Além disto,
tém se buscado peptideos pequenos para sintese e comercializacdo em larga
escala (peptideos de 10 a 24 residuos de aminoéacidos) (SADREDINAMIN et al.,
2016).

1.4 Utilizagdo de PAM na clinica médica

Em um cenario de constante resisténcia bacteriana contra antibioticos
atualmente utilizados, principalmente aqueles utilizados para o tratamento de
infecgbes nosocomiais e, analisando a estrutura, natureza e diversidade dos PAM e
a probabilidade de baixa resisténcia dos microrganismos a eles, pois nédo séo
amplamente utilizados na clinica, os PAM tornam-se possiveis candidatos para
tratamentos antibacterianos, antifingicos e antiparasitarios, que pode estender ao
tratamento de cancro e infeccgdes virais (SADREDINAMIN et al., 2016). Um exemplo
€ 0 pexiganan, peptideo desenhado racionalmente a partir da magainina, o qual
demonstrou boa atividade frente a Ulceras de pés diabéticos com cura clinica ou
melhora do estagio Ill em 90% dos pacientes além de produzir quase nenhuma
resisténcia microbiana nas amostras testadas (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014,
QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013; TARAZI, 2015; GE et al., 1999).

1.5 Disposicdo de PAM na natureza e em escorpides

PAM sao sintetizados em varios organismos, tais como serpentes, lagartas,
anuros e escorpides (HARRISON et al., 2014, 2016; HEINEN et al., 2014; LADRAM,
2016; VAN HOEK, 2014). Estudos recentes apresentam que as toxinas de
escorpides possuem propriedades biolégicas eficientes contra bactérias, fungos,
células tumorais, inibicdo de canais idnicos e mediadores da dor (CALISKAN et al.,
2013b; KING; HARDY, 2013; QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013). Uma breve
representacéo da atividade das toxinas em estado bruto € apresentada na Tabela 1.

A Figura 5 apresenta as familias proteicas presentes em toxinas de escorpides.



Figura 5 - Disposicdo de peptideos purificados
correspondem ao peptideo na legenda a direita do gréafico
Fonte: VenomZone e UniProt*.

1 AVIT (Procineticina)
uCRISP
u Glicosil Hidrolases (GH) 13
B Glicosil Hidrolases (GH) 22
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u Peptidase 51
Fosfolipase A2
® Toxina De Escorpido Do Canal De Na+ Subfamilia
® Toxina De Escorpido Do Canal De Na+ Subfamilia p
® Toxinas Sem Ponte Dissulfeto
B Toxina De Escorpido Do Canal De K+
Kunitz
Metaloproteinases
Familia N&o Nomeada

a partir de toxinas de escorpifes. Legenda: As cores



Tabela 1 - Peptideos de escorpides, sua carga liquida e acdo biolégica.

Escorpido Peptideo Carga Atividade bioldgica Referencial teérico
Tityus serrulatus TsAP-1 +1 Anti-Gram+, antifingico, antitumoral (GUO et al., 2013)
Tityus serrulatus TsAP-2 +1 Anti-Gram+, antifingico, antitumoral (GUO et al., 2013)
Scorpiops tibetanus StCT1 +1 Anti-Gram+ (YUAN et al., 2010)
Pandinus imperator Pantinin-2 +1 Anti-Gram+, Gram-, antifangico (ZENG et al., 2013)
Mesobuthus martensii BmKbpp +7 Anti-Gram+, Gram-, antifingico, cél. (XU et al., 2014)
Mamiferos
Androctonus aeneas AaeAP1 +2 Anti-Gram+, antifdngico, antitumoral (DU et al., 2015)
Androctonus aeneas AaeAP2 +2 Anti-Gram+, antifdngico, antitumoral (DU et al., 2015)
Tityus discrepans Bactridine 1 +2 Anti-Gram+ e Gram- (DIAZ et al., 2009)
Tityus stigmurus Stigmurin +1 Anti-Gram+, antifingico, cél. de (DE MELO et al., 2015)
mamiferos, antitumoral
Vaejovis mexicanus smithi VmCT1 +2 Anti-Gram+ & Gram- (RAMIREZ-CARRETO et al., 2012)
Vaejovis mexicanus smithi VmCT2 +2 Anti-Gram+ & Gram-, cél. Mamiferos (RAMIREZ-CARRETO et al., 2012)
Chaerilus tricostatus Ctriporin +3 Anti-Gram+, antifungico (FAN et al., 2011)
Heterometrus petersii Hp 1036 +1 Antiviral (HONG et al., 2014)
Heterometrus petersii Hp 1239 +1 Antiviral (HONG et al., 2014)

Fonte: Banco de dados on-line Antimicrobial Protein Data Bank e Med-L.ine.

Nota: Dados trabalhados pelo autor.



10

1.6 Entendendo a biologia de escorpides e sua relacdo com PAM

Escorpibes sao artropodes quelicerados, pertencentes ao Filo Arthropoda
(arthro:articuladas/podos:pés), classe Arachnida (por terem oito pernas) e ordem

Scorpiones. A denominacdo escorpiao é derivada do latim scorpio/scorpionis
(ROBERTS, LARRY S.; LARSON, 2004; SAUDE, 2009; OHMORI et al., 2009).

Ha relatos da existéncia dos escorpides a mais de 400 milhdes de anos. Com a
sua capacidade evolutiva e de adaptacdo foram bem sucedidos nos grandes
cataclismos planetarios. Para tanto, esses animais se adaptaram aos mais diversos
tipos de habitats terrestres, podendo ser encontrados em climas e altitudes variadas.
Contudo, grande parte dos escorpides sédo encontrados em regides de climas
tropicais e subtropicais. Os escorpides brasileiros sédo representados pelas familias
Bothriuridae, Chactidae, Liochelidae e Bothidae. Vivem em terrenos arenosos
aparentemente localizam suas presas sentindo as ondas da superficies que séo
geradas pelos movimentos dos insetos sobre ou dentro da areia. Essas ondas sao
capturadas por sensilas em fenda compostas localizadas no basitarso das pernas
(ROBERTS, LARRY S.; LARSON, 2004; SAUDE, 2009; OHMORI et al., 2009).

Atualmente, as espécies de escorpides tem habitado locais especificos os
quais propiciam adequada sobrevivéncia e reproducdo, assim, sua localizacédo e
padrdo ecoldgico séo previsiveis e bem localizados. Contudo, na familia Buthidae,
em que possuem espécies dentro dos géneros Tityus, Centruroides e Isometrus, que
sdo dotados de alta capacidade de adaptacao, sdo encontrados em diversas regides
do Brasil (ROBERTS, LARRY S.; LARSON, 2004; SAUDE, 2009; OHMORI et al.,
20009).

Naturalmente, os escorpides sao terrestres, sendo encontrados em varios
ambientes urbanos tais como: casas, construcdes, e terrenos baldios, por exemplo.
No mundo, sdo conhecidos 1600 espécies de escorpides, sendo que somente 25
apresentam importancia clinica por causa de suas toxinas. Ja no Brasil, o0 género
predominante é o Tityus, que tem como caracteristica especifica um espinho sob o
ferrdo localizados no télson. Também conhecido como "escorpido-amarelo”, como
pode ser visto na Figura 6, atualmente, o T. serrulatus é o escorpido que mais causa
acidentes no Brasil sendo responsavel por grande parte dos Obitos em criancas por

causas escorpidnicas. Suas caracteristicas sdo: pernas e caudas amareladas e o
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tronco escuro. Possui serrilhas no 3° e 4° anéis da cauda, o que d4 nome a esta
espécie. Mede até 7 centimetros de comprimento. Além disso, reproduz-se por
partenogénese, nao precisando, necessariamente, de um macho para reprodugéo,
tendo dois partos, em média por ano com 20 filhotes cada (ROBERTS, LARRY S.;
LARSON, 2004; SAUDE, 2009; OHMORI et al., 2009).

Figura 6 - Escorpido Tytius serrulatus

Fonte: BORTOLUZZI, QUEROL & QUEROL, 2007

A peconha dos escorpifes apresenta aspecto opalescente e leitoso, sendo
constituida por muco, proteinas basicas neurotoxicas, nucleotideos, aminoacidos e
enzimas. Sua composicao pode variar de acordo com a presa do escorpido, regido
geografica e variacbes genéticas (DIEGO-GARCIA et al., 2013; RATES et al., 2008).

Contudo, a toxina do T. serrulatus, possui as seguintes familias de proteinas
(classificadas por atividade): toxinas de canal de sodio (NaTx), toxinas de canal de
potassio (KTx), toxinas diuréticas, peptideos potencializadores de bradicinina

(BPPs), PAM, enzimas e outras toxinas, como mostra a Figura 7.
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Figura 7 - Composigao da pegonha de escorpides Tityus.
Fonte: Venom Zone (ADAPTADO).

Esta peconha possui caracteristicas que 0s capacitam a serem bons cacadores
e garantem defesa contra possiveis predadores, para tanto, a composi¢cdo de sua
toxina torna-se essencial para este artropode (RATES et al., 2008). E sabido que
sua peconha possui alta afinidade por canais idnicos e atividade antimicrobiana,
antitumoral e antiviral (ALMAAYTAH et al., 2013; DIEGO-GARCIA et al., 2013;
KING; HARDY, 2013; SAROJINI, 2013).

7z

A toxina do escorpido-amarelo € composta por proteinas neurotoxicas que
interagem com alta especificidade em canais i6nicos. Este fato desperta o interesse
de pesquisadores em isolar e caracterizar tais proteinas e peptideos, visando
tratamentos mais eficazes nos casos de envenenamento e a compreensao de
mecanismos fisioldgicos, patolégicos e biolégicos (DE MELO et al., 2015; DIEGO-
GARCIA et al., 2013; PEDRON et al., 2017). Testes com peptideos extraidos da
toxina de escorpides apresentaram efeito bactericida, bacteriostatico e antibiofilme,
sendo pouco nocivo a células humanas e com baixo efeito hemolitico (HWANG et
al., 2013; LEE et al., 2013; RAMIREZ-CARRETO et al., 2012).

Isolando determinadas fragOes da toxina do escorpido T. serrulatus, observou-
se que existem pelo menos dezenove peptideos toxicos, podendo ser classificados
em a e B-toxinas, de acordo com a sua conformacao estrutural. As mais notaveis, no
entanto, sdo a TityusToxinal (Tsl) caracterizada como [-neurotoxina com atividade
toxica para mamiferos e insetos ao interagir fortemente com o sitio quatro de canais
de sédio; Ts2 com agédo de retardo na inativagdo de canais de sédio, sendo uma a-

neurotoxina; a Ts3 € composta por 62 residuos de aminoacidos, massa de 7,240
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kDa e acdo sobre o terceiro canal de sodio induzindo a liberacdo de mediadores
quimicos como a acetilcolina e a catecolaminas, além disso, esta toxina exerce
atividade sobre a despolarizacédo de fibras nitrégicas e liberacdo de o6xido nitrico,
levando ao relaxamento do musculo liso cavernoso (HWANG et al., 2013; LEE et al.,
2013; RAMIREZ-CARRETO et al., 2012).

A Ts15 bloqueia canais de potassio Kvl.2 e Kv1l.3 e observou-se que tal
blogueio é fisico; ja a Ts18 apresenta-se como uma proteina curta e com a¢do em
canais de ions sédio (LIMA, 2014; QUINTERO et al., 2013); outros componentes
menos estudados como peptidases e hialuronidases estéo presentes neste veneno.
Hialuronidases séo enzimas capazes de degradar hialurona, componente presente
na matriz extracelular, facilitando a rapida difusdo das toxinas no organismo da
presa (ALMAAYTAH et al., 2014; DE MELO et al., 2015).

Sobre a atividade antimicrobiana dos peptideos da peconha, observa-se que
existem fatores interdependentes nos componentes estruturais que determinam
essa atividade (TARAZI, 2015; VALDEZ-VELAZQUEZ et al., 2013). Foi observado
gue os peptideos antimicrobianos oriundos da toxina de escorpido desempenham
papel eletrostatico na parede das membranas de bactérias, uma vez que a
membrana apresenta amino-componentes carregados negativamente como
fosfolipidios &cidos e lipopolissacarideos (LPS) (TARAZI, 2015).

Na peconha do escorpido T. serrulatus, o peptideo TsAP-1
(FLSLIPSLVGGSISAFK) apresenta 17 residuos de aminoacidos, carga +1, 78% de
hidrofobicidade, 52% de residuos hidrofobicos e massa de 1161.94 Da. O TsAP-1
este possui concentracdo inibitéria minima (CIM) de crescimento de Staphylococcus
aureus (120uM), Escherichia coli (160 pM) e Candida albicans (160 pM) e
concentragdes bactericidas minimas de S. aureus (>160 pM), E. coli (>160 uM) e C.
albicans (>160 uM), além de ser bioativo contra células tumorais in vitro H157 e
H838 (Carcinoma epidermdide oral humano e adenocarcinoma de cancer de
pulmédo, respectivamente) com valores de inibicdo de 559 puM e 52,5 uM,
respectivamente, atividade hemolitica de 6,48% na concentracdo maxima (160 pM).
Por estas caracteristicas este peptideo foi utilizado para desenho racional de

peptideos analogos sintéticos (GUO et al., 2013).
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1.7 Aplicacdo do Desenho Racional e Modelagem Molecular no

desenvolvimento de moléculas bioativas

A partir de peptideos definidos estruturalmente € possivel realizar mudancgas
locais nos peptideos com o fim de produzir peptideos mais nocivos aos micro-
organismos alvo e, a0 mesmo tempo, menos citotoxicos aos seres humanos. Esta
tecnologia é chamada de planejamento racional de farmacos, a qual € uma
modalidade que vem sendo cada vez mais explorada no mundo todo, visto que h&a
uma enormidade de peptideos com potencial farmacéutico. Além de simular as
interacBes moleculares com grande eficacia, descobrir protétipos (ou compostos de
partida), otimizar a acdo de compostos ja bioativos e a elaboracdo de compostos
candidatos, esta tecnologia é muito menos onerosa e mais rapida (MICHAEL T.
MADIGAN, JOHN M. MARTINKO, KELLY S. BENDER, DANIEL H. BUCKLEY, 2016;
VERLI, 2014).

Os eixos, phi (@) e psi (y), no diagrama de Ramachandran, variam de -180° a
+180°, as regides no interior das &reas demarcadas no grafico sao regides
permitidas. Fica claro, a partir da anéalise do grafico, que a area nédo permitida é
maior do que a permitida. As regides, ndo permitidas sdo possiveis de ocupacao
para a glicina, pois sua cadeia lateral restringe-se a um atomo de hidrogénio,

permitindo mais liberdade para os angulos phi e psi.

O programa PROCHECK indica as glicinas como triangulos, e estas podem
ocupar qualquer regido do diagrama de Ramachandran, visto que sua cadeia lateral
restringe-se a um hidrogénio, que permite maior flexibilidade da cadeia principal. Os
residuos de aminoacidos que ocupam as regifes generosamente permitida e
proibida sdo indicados em amarelo e amarelo palido, respectivamente
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

Para tanto, séo utilizadas técnicas e procedimentos como a modelagem
molecular, Docking, modelagem comparativa e dindmica molecular (VERLI, 2014).
Para operacionalizar esta ferramenta, os programas bioinformaticos baseiam-se nos
processos e mecanismos bioquimicos conhecidos, seja no processo fisiologico,
definicdo da intervencao terapéutica ou elei¢cdo do alvo terapéutico desejado (VERLI,
2014). Para compreender a interacao entre peptideo membrana, é possivel construir

membranas miméticas in silico para projetar as interagfes possiveis. Por meio das



15

membranas miméticas DPPE (1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina) e
DPPG (1,2-Dipalmitosil-glicero-3-fosfatidilglicerol), carregados é possivel estudar as
interacdes e prospectar interacdes eletrostaticas entre peptideo e membrana.

1.7.1 Modelagem Molecular (MM)

A modelagem molecular, de acordo com a IUPAC, busca investigar as
estruturas e propriedades moleculares por meio da quimica computacional e de
técnicas de visualizacao tridimensional (BARREIRO et al., 1997). Desta forma, a MM
tem por objetivo gerar, manipular e/ou representar com precisdo estruturas
moleculares e calcular as propriedades fisico-quimicas delas (VERLI, 2014). Para
continuacao da atuagdo e desenvolvimento desta nova metodologia, o0s empenhos
em tecnologia computacional precisaram avancar também tanto em capacidade de
armazenamento de dados como em sua analise, 0 que, somado ao aprimoramento
na quimica funcional (técnicas como ressonancia magnética nuclear (RMN),
cristalografia de raio-X, bioquimica e biologia molecular) trouxe desenvolvimento em
areas até entdo completamente desconhecidas (COHEN, 1996; VERLI, 2014).

A MM pode ser categorizada em dois grupos:

» Planejamento direto ou dependente do receptor: quando usa a estrutura
tridimensional de uma molécula alvo em um complexo com a micromolécula:
utilizando comparagédo por homologia e conhecimento das sequencias
template - based modelling a qual condiz a alguma estrutura ja existente com

suas propriedades tridimensional identificadas (VERLI, 2014).

» Planejamento indireto ou independente do receptor: que aproveita-se de
estrutura dos ligantes disponiveis: utilizando métodos ab initio e métodos de
novo com sequencias alvos template free modelling para sequencias com

moléculas sem suas caracteristicas tridimensionais resolvidas (VERLI, 2014).

> lterative Threading ASSEmbly Refinement: é um método de bioinforméatica
gue permite prospectar o modelo de estrutura tridimensional de peptideos a
partir de uma sequencia de aminoacidos. Este programa detecta modelos de
estrutura do banco de dados de proteinas pela técnica chamada
reconhecimento de dobras (ou threading). Os modelos de estrutura de

comprimento total s&o construidos pela remontagem de fragmentos
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estruturais de modelos de threading utilizando simula¢gbes de Monte Carlo de
troca de réplica. O I-TASSER é um dos métodos de previsdo de estrutura de
proteina mais bem sucedidos nos experimentos Critical Assessment of protein
Structure Prediction (CASP) em toda a comunidade cientifica (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; ZHANG, 2008).

1.7.1.1 Modelagem Molecular comparativa por homologia

Neste processo, ha o alinhamento da sequencia de aminoacidos de interesse
com a sequencia do banco de dados de outras proteinas com estrutura
tridimensional previamente elucidada e armazenada no Protein Data Bank (PDB). As
comparacdes realizadas sdo possiveis pois no processo evolutivo das familias
proteicas existem regidbes conservadas as quais podem ser preditoras de suas
atividades e estrutura. Para construcdo de um peptideo a partir de modelagem
comparativa € necessario seguir um processo que se configura em elucidacdo da
sequencias resolvidas tridimensionalmente e mostrar identidade entre as sequencias
de pelo menos 25% (VERLI, 2014).

Para alguns pesquisadores, existe uma série de passos a seguir para o
refinamento de um peptideo pelo método de homologia.

1) Utilizar o banco de dados PDB para encontrar proteinas ou peptideos
homélogos;

2) Alinhar as sequencias template e a de interesse;

3) Identificar residuos na molécula de interesse da estrutura de interesse que
sdo iguais as do template;

4) Modelar regides variaveis;

5) Modelar regides de interesse na nova molécula;

6) Refinar a estrutura do peptideo de interesse empregando métodos de

refinamento com o uso de energia potencial.

Para realizar estes processos, atualmente, existem programas on-line que
permitem realizar a modelagem molecular comparativa ou por homologia como o
MODELLER e 0 I-TASSER, por exemplo (ESWAR et al., 2008).
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1.7.2 Docking (Docagem ou atracamento molecular) e Dinamica molecular

A Docagem Molecular, também chamada de Acoplamento molecular,
Ancoragem molecular ou Docking, na area da modelagem molecular, € um método
que prevé a orientacdo preferencial de uma molécula a uma outra, quando ligados
entre si para formar um complexo estavel. O conhecimento da orientacdo preferida
por sua vez pode ser utilizado para prever a forca de associagdo ou a afinidade de

ligacdo entre duas moléculas, por exemplo, utilizando fun¢des de scoring.

A técnica de docagem molecular tem como objetivos encontrar a posi¢cao mais
razoavel para ancoragem da molécula de interesse com o alvo, de forma que seja
possivel a predicdo das estruturas espaciais do complexo receptor-ligante como
também da energia livre de formacdo. A capacidade de precisdo da docagem
possibilita a previsdo da conformacao de ligantes de pequenas moléculas no espaco
de ligacdo do sitio de ligacdo. Ja a dinamica molecular € uma técnica de simulacao
computacional que retrata as movimentacdes, de acordo com o tempo, das posi¢oes
e velocidades dos atomos que constituem cada residuo do peptideo (VERLI, 2014).

Para garantir o bom desenvolvimento da predicdo nas simulagbes
computacionais entre o receptor-ligante por Docking e dinamica molecular existem
duas técnicas alternativas, a primeira se concentra em identificar sitios ativos
preferenciais de ligacdo e a indicacdo de possiveis modificacdes especificas no
ligante, resultando no conhecimento a respeito de grau de afinidade e especificidade
entre eles, ja 0 segundo é o resultado do estudo da geometria para aplicacdo dos

métodos computacionais mais sofisticados tendo em vista a quantificacdo energética
livre do complexo de ligacao receptor-ligante (VERLI, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Desenhar racionalmente peptideos analogos ao peptideo TsAP-1, isolado da
toxina do escorpido Tityus serrulatus, ligando atributos fisico-quimicos a atividade

antimicrobiana.
2.2 Especificos:

e Compreender caracteristicas fisico-quimicas conformacionais dos peptideos

desenhados racionalmente;
e Estudar o comportamento estrutural dos Butylatus por meio de Docking;

e Avaliar a bioatividade dos peptideos desenhados racionalmente contra

microrganismos suscetiveis;

e Avaliar efeitos hemoliticos dos peptideos controle e dos desenhados

racionalmente;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho racional e predicdo dos analogos do peptideo TsAP-1

O peptideo TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK), oriundo do escorpidao Tytius
serrulatus, (GUO et al., 2013) escorpido brasileiro conhecido escorpido-amarelo, foi
utilizado como template para que os peptideos fossem desenhados racionalmente
por meio da observacdo da estrutura primaria de aminoacidos e pela predicdo de
sua conformacdo em a-hélice, entdo, os residuos de aminoacidos foram
reorganizados utilizando o diagrama em hélice do servidor HeliQuest (GAUTIER et
al., 2008) para realizar o desenho racional com a intencdo de melhorar
caracteristicas fisico-quimicas (hidrofobicidade, carga liquida e massa tedrica) do

peptideo TsAP-1, que é o controle para comparacdo dos analogos.

A partir da visualizagdo da estrutura tridimensional, o objetivo do desenho
racional foi de aumentar a atividade bactericida com manutencdo ou diminuicdo da
acao hemolitica. Para isto, foram retirados residuos de aminoacidos serina, glicina e
prolina com posterior alocacdo de aminoacidos carregados positivamente e insercao
de alaninas com o fim de manter o peptideo carregado positivamente e favorecer a
formacdo de a-hélice, respectivamente. Os residuos hidrofébicos foram alocados de
maneira a nao deixar os peptideos Butylatus com hidrofobicidade acima de 78%,
que é a do controle. Para garantir a visualizacdo das predicdes dos peptideos

desenhados foram utilizados o servidor Protein Data Bank (PDB).

Utilizou-se o servidor Antimicrobial Peptide Database (APD) para conhecer a
porcentagem de residuos hidrofobicos e massa tedrica do peptideo TsAP-1 e os
desenhados racionalmente. Para conhecer a similaridade entre o peptideo molde e
seus analogos foi utilizado o programa Clustal Omega verséo 1.2.4 (SIEVERS et
al., 2011) no formato com numeros. Para prever a atividade antimicrobiana, foi
utilizado o servidor CAMPr3 (WAGHU et al., 2016) o qual utiliza banco de dados
National Center for Biotechnology Information (NCBI), UniProtkB e PDB
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(http://aps.unmc.edu/AP/main.php) selecionando peptideos com as palavras-chave:
antimicrobianos, antibacterianos, antifingicos, antivirais e antiparasitarios
considerando informacbes sobre a sequéncia, estrutura, definicdo proteica,
atividade, taxonomia do organismo de origem e organismos alvos (WAGHU et al.,
2016).

3.2 Sintese, Espectrometria de massa e quantificacdo do produto

Os peptideos TsAP-1 e os analogos foram sintetizados pela empresa
Aminotech, com uma pureza de 95% (apds remocédo de TFA), pelo método da fase
sélida utilizando o quimico N-9-fluorenilmetiloxicarbonilo (F-moc) em resina de amida
Rink. O peptideo sintético foi solubilizado em &cido trifluoroacético aquoso a 0,1%
(TFA) e filtrado com um filtro Millex de 0,22 ym 25 mm (Millipore-Merck, Billerica,
MA). As concentracdes de peptideos sintéticos para todas as experiéncias in vitro e
foram determinadas utilizando a medicdo por absorbancia a 205, 215 e 225 nm
(FALCAO et al., 2016).

3.3 Andélises estruturais in silico
3.3.1 Alinhamento e modelagem molecular

A construcdo dos modelos tridimensionais do peptideo controle e dos
peptideos andlogos foi realizada por similaridade por meio do servidor I-TASSER
utilizando o banco de dados PDB (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Para realizar a
validacdo dos modelos desenvolvidos utilizou-se o programa PROCHECK14, o qual
apresenta a geometria peptidica, a esterioguimica e a distribuicdo energética
pontuando angulos diedros considerando forcas covalentes e andlise do grafico de
Ramachandran. Além deste, por meio do programa ProSA-web calculou-se o nivel
de qualidade dos peptideos gerados baseado em resultados previamente dados
dentro de intervalos de proteinas nativas por meio do Z-score (WIEDERSTEIN;
SIPPL, 2007).

3.3.2 Estudo em Docking (Docagem Molecular)

O programa AutoDock 4.2 foi utilizado para elucidar modos possiveis de
interacdo entre os peptideos desenhados racionalmente e o peptideo controle em
uma membrana mimética bacteriana Gram-negativa e Gram-positiva. As membranas

foram construidas utilizando o servidor CHARMM-GUI, na proporgéo de 9:1 de 1,2-



21

dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (DPPE) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidilglicerol (DPPG). A bicamada foi construida em uma caixa retangular, onde
moléculas de 4gua foram adicionadas, bem como neutralizando ions por métodos de
substituicdo. A caixa da grade foi calculada com 40 x 40 x 25 pontos e espacamento
de 1,0 A centrado na superficie da membrana. Depois disso, cinquenta quadros de
encaixe foram feitos e as estruturas geradas foram classificadas de acordo com
seus valores de afinidade. O programa PyMOL foi utilizado para visualizar as
estruturas tridimensionais dos peptideos modelados bem como as interacdes
peptideo-membrana respeitando a distancia de 2,8 a 3,6 A para todos os atomos
ancorados com a membrana (CARDOSO et al., 2016)

3.4 Quantificacao dos peptideos

Os peptideos sintetizados foram quantificados de acordo com a metodologia de
Murphy e Kies (MURPHY, J. B.; KIES, 1960) pela absor¢cédo de luz UV, utilizando a

média entre as seguintes férmulas:

a. (ABS215 - ABS225) X 0,144 = k
b. ABS205 X 0,031=T

c. (k+T)=C
2

Onde, ABS ¢ a absorbancia e C é igual a concentracdo do peptideo em mg/mL
nos comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm. As constantes sédo representadas
por 0,144 e 0,031.

3.5 Analise funcional in vitro
3.5.1 Ensaio hemolitico

A atividade hemolitica do peptideo TsAP-1 e os analogos foi avaliada utilizando
eritrécitos de camundongo. Os eritrécitos foram lavados trés vezes com tampao
fosfato 50 mM, pH 7,4. A solucao peptidica foi adicionada a suspenséo de eritrocitos
(1%, em volume), em uma concentracéo final variando de 256 a 8 pg.mL™ em um
volume final de 100 pL. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por
60 min. A liberacdo de hemoglobina foi monitorizada medindo a absorbancia do
sobrenadante a 540 nm. O controle de hemdlise zero (branco) foi determinado com

eritrocitos suspensos na presenca de tampéo fosfato 50 mM, pH 7,4 e para controle
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positivo (100% de lise de eritrécitos); utilizou-se uma solucéo de 1% (em volume) de
Triton X-100 dissolvido em agua milli-Q em vez da solucéo peptidica. Os ensaios
hemoliticos foram realizados em triplicata (CARDOSO et al., 2016).

3.5.2 Ensaios antibacterianos

Escherichia coli (ATCC 8739), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), sensiveis
a meticilina foram utilizados para ensaios antimicrobianos. As espécies bacterianas
foram cultivadas em 1,0 mL de Mueller-Hinton (MH) por 24 horas a 37°C sob
agitacado em tubos de ensaio. Apos isto, cada peptideo sintético foi incubado com 5 x
10° UFC.mL™ de bactéria. Os controles negativos e positivos do ensaio foram
bactérias em meio MH e varias diluicdes de ciprofloxacina, respectivamente, com
volume final de 100 uL. Foi considerado atividade inibitéria quando o peptideo
apresentou >90% de inibicdo do crescimento bacteriano quando comparado ao
controle. O crescimento bacteriano foi medido em 595 um apds 24 horas de
incubagéo na placa, realizado de acordo com os protocolos descritos pelo Comité
Nacional de Padrées de Laboratério Clinico (NCLS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenho racional e sintese de analogos do TsAP1

Neste trabalho, foram propostos analogos do peptideo TsAP-1
(FLSLIPSLVGGSISAFK) e sintetizados quimicamente. Os analogos foram chamados
de Butylatus-1 (KAFKFIFKFAAAI), Butylatus-2 (KAFRFLRKFAAAI), Butylatus-3
(KLAKFIFKLFAAAF), Butylatus-4 (RLARFIRRLFAAAR) de acordo com a sequéncia
de desenho destes. O nome foi construido a partir do género, familia e espécie do
escorpido Tityus serrulatus: Buthidae, Tityus serrulatus. Para facilitar a leitura, os
peptideos serdo nomeados B1, B2, B3 e B4 de acordo com seu nome. A Figura 8
apresenta o0 peptideo controle TsAP-1 e os peptideos Butylatus desenhados
racionalmente. Considerando o arcabouco do peptideo controle, com uma face

hidrofilica e uma face hidrofébica.
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Figura 8- Disposicéo helicoidal dos residuos de amino&cidos.
Legenda: (A) TsAP-1, (B) Butylatus-1, (C) Butylatus-2, (D) Butylatus-3 e (E) Butylatus-4.
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As caracteristicas fisico-quimicas s&o importantes para predizer aspectos
relacionados a performance dos peptideos e para ter ideia de seu potencial
antibacteriano. Os peptideos podem ser visualizadas na Tabela 2

(http://aps.unmc.edu/AP/main.php).
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Tabela 2 - Comparagéo entre as sequéncias dos peptideos estudados.

Peptideo controle TsAP-1 e os analogos B1, B2, B3 e B4, destacando em vermelho os residuos conservados do controle; propriedades fisico-quimicas
e predigcdo das probabilidades para antimicrobianos por meio de analises: Maquina de vetores de suporte (SVM), Random Forest (RF), andlise discriminante
(DA) e rede neural artificial (ANN).

Andlise computacional TsAP-1 B-1 B-2 B-3 B-4
Sequéncia FLSLIPSLVGGSISAFK KAFKFIFKFAAAI KAFRFLRKFAAAI KLAKFIFKLFAAAF RLARFIRRLFAAAR
Residuos 17 13 13 14 14
Carga +1 +3 +4 +3 +5
Hidrofobicidade 78% 70% 47% 76% 35%
Momento hidrofébico 0.471 0.566 0.635 0.554 0.637
SVM 0.915 0.807 0.891 0.838 0.997
RF 0.9585 0.856 0.864 0.848 0.8015
AD 0.985 0.983 0.967 0.986 0.979
ANN PAM PAM PAM PAM PAM

Massa tedrica 1736,1 1501,9 1483,8 1615,0 1717,1
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A partir do arcabouco do peptideo controle, o qual apresenta uma face
hidrofilica e uma face hidrofébica, os peptideos Butylatus foram entdo desenhados.
O peptideo B1 foi desenhado mantendo a face hidrofilica com lisinas, com o objetivo
de manter a face hidrofilica e aumentar a carga liquida do peptideo, e a face
hidrofébica permaneceu com residuos fenilalaninas e isoleucinas buscando manter a
estrutura helicoidal espelhada do peptideo, ainda, adicionando aminoéacidos alaninas
para favorecer a formacédo de a-hélice. O B2 manteve a face hidrofilica com duas
alaninas e duas argininas, com objetivo de aumentar sua carga liquida, ja sua face
hidrofébica manteve os residuos fenilalaninas, leucina e fenilalanina, com alocacao
de alaninas para favorecer formacédo de a-hélice. O peptideo B3 permaneceu com
uma face hidrofilica composta por lisinas, e sua face hidrofébica composta por
fenilalaninas, leucinas e isoleucina mantendo a hidrofobicidade deste peptideo alta,
e, também, adicionando alaninas para favorecer a formacdo de a-hélice. Ja o
peptideo B4 manteve sua face hidrofilica com cinco argininas com o fim de aumentar
muito sua carga em relacdo ao peptideo controle TsAP-1, e sua face hidrofébica foi
composta por fenilalaninas, leucinas e isoleucina, com adicdo de alaninas para

favorecer a formacédo de a-hélice.

Como pode ser observado na Tabela 2, os peptideo Butylatus-1, Butylatus-2,
Butylatus-3 e Butylatus-4 apresentaram redu¢édo na hidrofobicidade e aumento da
carga liquida quando comparados ao peptideo controle, contudo se mantiveram no
limiar de antimicrobianos da literatura, como foi proposto. Embora Dathe &
Wieprecht (1999), Yeaman & Yount (2003) e Sadredinamin et al. (2016) difiram a
respeito das caracteristicas de um PAM, os peptideos Butylatus se encaixam como
potenciais antimicrobianos por possuirem hidrofobicidade, carga liquida e poucos
residuos de aminoacidos de acordo com as trés literaturas. Além disso, embora
existam peptideos com carga baixa, hidrofobicidade mais alta e muitos residuos,
peptideos com carga entre +1 e +4, hidrofobicidade entre 40 e 60% e até 20
residuos de aminoacidos com estrutura em a-hélice demonstram melhor

performance antibacteriana.

by

Em relacdo a similaridade dos peptideos analogos ao controle, foi mantido

residuos de aminoacidos na sequéncia original, principalmente aqueles hidrofdbicos,
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além de alaninas. A homologia mantida permaneceu sempre igual ou superior a
30%.

Como forma de prever se o0s peptideos desenhados racionalmente
apresentariam atividade antimicrobiana e prospectar sua massa foi utilizado o
servidor CAMPRrs3. Por meio de um banco de dados é possivel conhecer, com grande
precisdo, a probabilidade da molécula apresentar atividade antimicrobiana.
Conforme analise, por meio da ferramenta "Resultados com classificador de analise
discriminante”, o controle obteve 98,5% de chance de ser antimicrobiano, os
analogos Butylatus-1, Butylatus-2, Butylatus-3 e Butylatus-4, obtiveram 98,3, 96,7,
98,6% e 98,0% respectivamente, e 1501,87, 1483,81, 1615,03 e 1717,1 Da
respectivamente, o que é considerado uma margem de seguranca para prosseguir
com os estudos, tanto para os padrdes de atividade antimicrobiana como de massa,
visto que € de comum acordo na comunidade cientifica atividade antimicrobiana
prevista de no minimo 85% (THOMAS et al., 2009; WAGHU et al., 2016).

Apéds o desenho racional foi iniciado avaliag@es funcionais e estruturais para 0s

analogos dos peptideos Butylatus.
4.1.1 Alinhamento e modelagem molecular

A predicdo estrutural foi realizado por meio do programa I-TASSER, o qual
utiliza o banco de dados PDB. Para isso, esse programa busca na biblioteca do PDB
proteinas molde (templates) para projetar a estrutura tridimensional do peptideo
desenhado racionalmente. Em seguida, o I-TASSER utiliza simulagbes de Monte
Carlo para encadear regides alinhadas construidas por ab initio. O terceiro passo € a
simulacdo da montagem do peptideo pelo SPICKER onde restricdes espaciais serdo
agrupadas dos modelos do LOMETS e PDB pelo servidor TM-align com posterior
orientacdo das simulacfes. Desta forma, é possivel reduzir choques estéricos na
cadeia de aminoacidos. Os modelos finalizados com a estrutura atbmica sao
realizadas por meio do programa REMO, o qual traduz particularidades mediante
otimizacao da rede de ligacdes de hidrogénio (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010;
SHEN et al., 2009;).

Os peptideos analisados modelados por meio do I-TASSER foram alinhados

com dez (10) templates de maior significancia nos alinhamentos LOMETS. As
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analises das estruturas tridimensionais podem ser visualizados na Tabela 3 com

seus respectivos dados:

Tabela 3 - Estruturas tridimensionais construidas pelo servidor I-TASSER para o

peptideo controle e os quatro analogos. Visualizac&o pelo programa PyMol.

MODELOS
Parametros
de TsAP-1 B1 B2 B3 B4
qualidade
Predica ?1 -3 3 ¢ 2
redicao ¢ < > ] &
3D ’Q‘j L? v « “
C-score -0,96 -0,11 -0,17 -0,05 -0,13

TM-score (0594014  0,7#0,12  0,69+0,12 0,71+0,12  0,70%0,12
RMSD 2 4+1 8A 05+05A  06+06A  0,5+05A 0,7+0,7A

O N-terminal estéa voltado para baixo enquanto o C-terminal esta para cima das estruturas. Os valores do C-score, TM-
score e RMSD estéo indicados por média e desvio padrdo da média.

Os parametros utilizados sé@o o C-score, TM-score e 0 RMSD. O C-score dizem
respeito ao padrdo que estima a qualidade dos modelos construidos pelo servidor I-
TASSER, considerando a importancia dos alinhamentos e parametros de
convergéncia da estrutura. E considerado significante quando o valor do C-score se
encaixa entre -5 e 2, onde quanto maior valor maior a confianga e vice-versa.
Quando avalia-se o TM-Score propfe-se a mensurar a similaridade estrutural de
duas estruturas. Contudo, o TM-Score atua em conjunto com o RMSD, que é a
distancia média dos pares de aminoacidos das duas estruturas que é sensivel a
erros locais, colabora para diminuir erros nos modelos gerados. Valores de TM-score
>0,5 indicam um modelo topoldgico preciso, enquanto valores de TM <0,17
constituem uma similaridade aleatéria (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010; SHEN et
al., 2009; ZHANG, 2008). O RMSD (Root Mean Square Deviation, ou Desvio Médio
do Quadrado da Raiz, em portugués) prevé o desvio médio dos atomos das
estruturas alinhadas, do controle e os analogos. De forma que, quanto maior este
valor, também sera maior a diferengca de estrutura entre os peptideos que estdo
sendo comparadas (KUFAREVA; ABAGYAN, 2012).

Com base nos dados apresentados na tabela 3, observa-se que os peptideos
desenhados racionalmente bem como o controle, apresentaram resultados no

alinhamento considerados satisfatorios para suas predi¢cdes, de acordo com C-
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score e TM-score (-5 a 2; 0,5 a 1, respectivamente) com previsdo de preciséo

satisfatoria pelo RMSD para modelagem.

Estas predicdes tridimensionais baseadas em 10 (dez) templates oferecem a
ideia de sua conformacéo e, assim, a sua atividade microbiana pode ser simulada

por meio de estudo em Docking.

A partir dos dados de referéncia € possivel observar que os modelos gerados
respeitam os parametros de qualidade do C-score quando todos os valores se

alojam no espaco de -5 a 2 e 0 TM-score permanece maior que 0,5.
4.2 Validacao dos modelos tridimensionais

Uma importante etapa no processo de desenho racional é a avaliacdo das
estruturas preditas, e se torna ainda mais relevante quando os modelos desenhados
apresentam diferencas quanto a acdo (SCHAFFERHANS; KLEBE, 2001).
Atualmente, existem programas on-line que possibilitam a avaliagcdo dos modelos,
tais como: PROCHECK e Aggrescan3D (DAVY et al., 1993; ZAMBRANO et al.,
2018). O objetivo destes programas € avaliar niveis de qualidade e confiabilidade
dessas estruturas geradas. Para tanto, buscam avaliar as propriedades da
organizacdo estrutural (como regularidade estereoquimica), qualidade do
empacotamento de residuos e a fidelidade do enovelamento em conformidade com
0 ambiente quimico dos residuos dos peptideos (HOLTJE, H. D., SIPPL, W.,
ROGNAN D., & FOLKERS, 2003). Segundo Holtje e colaboradores, € necessario
verificar a qualidade estereoquimica das estruturas dos modelos formados e avaliar
a formatacdo de parametros como comprimentos de ligacdes, angulos no meio de
ligacdes, angulos torsionais e a quiralidade dos residuos (HOLTJE, H. D., SIPPL,
W., ROGNAN D., & FOLKERS, 2003).

O programa PROCHECK foi utlizado para avaliacdo dos parametros
estereoquimicos (angulos torsionais da cadeia principal ® e W, angulos torsionais
das cadeias laterais, contatos ou impedimentos estéricos), energias das ligacdes de
hidrogénio, planaridade das ligacdes peptidicas, desvios em relacdo a geometria
tetraédrica dos carbonos-a, dentre outros). Para validar os dados estéricos com
qualidade, o programa emite o valor "G-factor”, o qual representa qualidade acima
de -0,5, abaixo deste valor é considerado "nédo-usual” e abaixo de -1,0 é considerado
"altamente ndo-usual® (DAVY et al., 1993).
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Contudo, para melhor avaliacdo das estruturas secundarias, € necessaria a
utilizacao do grafico de Ramachandran. Com esta ferramenta € possivel prever qual
estrutura secundéria o peptideo terd por meio das posicées ¢ (phi) e g (psi) nos
guadrantes desta ferramenta. Para conformacdo em a-hélice, os valores obtidos
deverdo estar agrupados sobre o eixo ¢= -57° e w= -47° J& para estruturas
secundérias em B-folha , os valores deverao estar agrupados no eixo de ¢ = -130° e
y = +140°. Graficamente, isto significa que muitos residuos no quadrante superior
esquerdo terdo propensao a se comportar em B-folha e se este fendmeno ocorrer no
guadrante inferior esquerdo tera propensao a se comportar em a-hélice. Além disso,
o grafico de Ramachandran apresenta um controle de qualidade visual que
evidencia os valores analisados. Em suma, as regides de melhor valor sao
chamadas de regides favorecidas onde o choque entre atomos € minimo; as regides
permitidas sdo onde ha pouca chance de choques estérico; as regides
generosamente indica grande chance de choque estérico e a regido negligenciada,
ou nao permitida, € onde provavelmente havera choque estérico. Considera-se um
modelo de qualidade aqueles em que, pelo menos, 90% dos residuos estejam nas
areas favorecidas e permitidas (HOVMOLLER; ZHOU; OHLSON, 2002;
RAMACHANDRAN, GOPALASAMUDRAM NARAYANA, RAMAKRISHNAN,
CHANDRASEKHARAN; SASISEKHARAN, 1963). Os dados aqui obtidos podem ser

observados na Tabela 4 abaixo:

Tabela 4 - Localizac¢do dos residuos no Grafico de Ramachandran.

GRAFICO DE RAMACHANDRAN (Angulos Psi e Phi)

. . Nao Total em areas
o Favorecidas Permitidas Generosamente " .
RegiGes o o e o permitidas favorecidas e
(%) (%) permitidas (%) (%) permitidas (%)
TsAP-1 83,3 8,3 - 8,3 91,6
Butylatus-1 81,8 18,2 - - 100
Butylatus-2 81,8 18,2 - - 100
Butylatus-3 83,3 8,3 8,3 - 91,6
Butylatus-4 91,7 8,3 - - 100

*Sao considerados valores de qualidade quando a % de residuos em areas favorecidas e permitidas séo maiores que
90%.

Quanto as analises, o peptideo controle apresentou G-factor, do PROCHECK,
de -0,75 e seus residuos apresentam posicionamento, no grafico de Ramachandran,

de 83,3% em posi¢cdes favorecidas, 8,3% em regido permitida e 8,3% em regides
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ndo permitidas. Para o peptideo Butylatus-1, apresentou G-factor, do PROCHECK,
de -0,28 e seus residuos apresentam posicionamento, no grafico de Ramachandran,
de 81,8% e em posicbes favorecidas 18,2%. Para o peptideo Butylatus-2,
apresentou G-factor, do PROCHECK, de -0,16 e seus residuos apresentam
posicionamento, no grafico de Ramachandran, de 81,8% e em posicoes favorecidas
18,2%. Para o peptideo Butylatus-3, apresentou G-factor, do PROCHECK, de -0,17
e seus residuos apresentam posicionamento, no grafico de Ramachandran, de
83,3% em posicdes favorecidas 8,3% e 8,3% em posicdes generosamente
permitidas, contudo disso, o peptideo Butylatus-4 apresentou 91,7% dos residuos

em regides favorecidas e 8,3 em regifes permitidas e G-factor de 0,1.

Na Figura 9, sdo apresentadas as regides na parcela com a maior densidade
de pontos sdo as chamadas regides "permitidas”, também chamadas regides de
baixa energia. Alguns valores de ¢ e y sdo proibidos, uma vez que os atomos
envolvidos chegardo muito perto um do outro, resultando em um choque estérico.
Para uma estrutura experimental de alta qualidade e alta resolugcéo, essas regides
negligenciadas geralmente estao vazias ou quase vazias - muito poucos residuos de
aminoacidos nas proteinas tém seus angulos de torcdo nessas regides. Mas as
vezes existem exclusdes desta regra - esses valores podem ser encontrados e,
provavelmente, resultardo em alguma tensdo na cadeia de polipeptidios. O vermelho
indica regides de baixa energia, regides permitidas por marrom, amarelo, as
chamadas regifes genericamente permitidas e regides de regides amarelo palido
ndo permitidas (HOVMOLLER; ZHOU; OHLSON, 2002; RAMACHANDRAN,
GOPALASAMUDRAM NARAYANA; RAMAKRISHNAN, CHANDRASEKHARAN;
SASISEKHARAN, 1963).

Os dados apresentados pelos programas mostram que o0s peptideos
desenhados racionalmente se encaixam nos padrées de qualidade instituidos pelos
métodos de validacdo apresentados com, pelo menos, 90% dos aminoacidos em
regides favorecidas e permitidas e G-factor maiores que -0,5, predizendo poucas

chances de choques estéricos na cadeia de aminoacidos.
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Figura 9 - Resultado do grafico de Ramachandran para o TsAP-1 e os peptideos B1, B2, B3 e B4 desenhados racionalmente.
Os quadrados negros representam os aminoacidos comuns e os triangulos negros representam o aminodcido glicina e prolina. Legenda: Vermelho: Regido favorecida; Amarelo forte: Amarelo palido; RG:
Regido generosamente permitida; Branco: Regido isolada.
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Segundo andlise por meio do servidor on-line Prosa-web, os valores de Z-score
obtidos para o peptideo controle TsAP-1, Butylatus-1, Butylatus-2, Butylatus-3 e
Butylatus-4 foram de -0,16, -1,25, -1,31, -0,83 e -0,8, respectivamente. Estes
resultados apontam que, comparado ao banco de dados do PDB, estes peptideos
apresentam um padrdo levemente abaixo da média de 1, que é um padrédo de
qualidade do sistema. Contudo, isto ndo significa que os peptideos sédo piores ou
melhores que os do banco de dados, mas que apresentam um padréo diferente do
inicialmente proposto pelo padrdo do banco de dados consultado (ALTMAN, 2000;
MARGULIES et al., 2005; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

4.3 Estudo em Docking (Docagem Molecular)

Os peptideos Butylatus foram analisados quanto a sua interacdo com
membranas bacterianas e estabilidade em a-hélice. Para tanto foi construida uma
membrana composta de DPPE e DPPG, para simular a membrana bacteriana. Os
peptideos entdo foram atracados contra a membrana para permitir 0 contato do

ligante ao alvo.

O Docking Molecular € um procedimento capaz de predizer a melhor forma de
interacdo entre uma molécula e um ligante. O Docking foi operacionalizado em duas
etapas sendo a primeira a predicdo da estrutura e posicionamento e orientacdo do
peptideo com a membrana de acordo com a afinidade da molécula e o segundo

com verificacdo de distancias de ligacéo.

Neste trabalho prop8e-se uma nova forma de andlise da avaliacdo estatistica
por meio de média e desvio padrédo, ponderando que esses dados, do ponto de vista
da energia de maior frequéncia, tem maior probabilidade de levar a um melhor
entendimento da interacdo receptor/membrana. Para isto foram observados as
cinquentas simulacbes dos peptideos com a membrana e observadas as energias

de interacdo mais frequentes em cada simulacéo.

O Docking entre o peptideo controle TsAP-1 e membrana aniénica (Figura 10)
demonstrou média de -5,1 + 0,7 kcal/mol e energia mais frequente foi a de -5,2

kcal/mol. Ja o Docking entre o peptideo controle e membrana catidnica (Figura 11)
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demonstrou média de energia livre de -3,6 £ 0,6 kcal/mol de energia, sendo a

energia mais frequente de -3,8 kcal/mol.
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Figura 10- Interac&o entre o TSAP-1 e amembrana anidnica.
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Figura 11 - Interacdo entre o TSAP-1 e a membrana catidnica.

A partir destes graficos que representam os resultados das interacbes no

Docking, € demonstrado que o peptideo TsAP-1 possui afinidade por membranas
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Gram-positiva e negativa, como ja era esperado. Este peptideo apresenta alta

hidrofobicidade, mesmo possuindo carga liquida baixa para atividade antimicrobiana.

Figura 12 - Interac&o in silico entre TsAP-1 e membranas miméticas anidnicas e catidnicas.
Representacéo tridimensional tedrica das interacdes do peptideo com membrana anidnica (A) e das imagens revelando os
residuos de aminoacidos com interagdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-5,2 kcal/mol) (B).
Representacéo tridimensional teérica das interages do peptideo com membrana catiénica (C) imagens revelando os residuos
de aminoéacidos com intera¢gdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-3,8 kcal/mol) (D).

Os testes in silico apresentados pelo Docking apresentam que seu primeiro
contato com membranas anidnicas € de ordem eletrostatica. Os residuos hidrofilicos
Ser’ e Ser* interagiram com atomos de nitrogénio da cabeca polar dos fosfolipidios
(DPPE? e DPPEY), formando ligagdes de hidrogénio de distancias 2,7 e 3,1 A,
respectivamente. Os residuos apolares Gly*°, Gly*! e Leu?, realizaram interacdes de
ligacBes de hidrogénio por meio de seus respectivos oxigénios com os fosfolipidios
(DPPE®, DPPG* e DPPE’) com distancias de 3,0, 3,0 e 3,5 A, respectivamente, a

principio, a Lys'’ ndo formou interacdes neste estudo de Docking.
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Quando analisa-se a interacdo entre o TsAP-1 e a membrana mimética
catidnica, observa-se que seu primeiro contato foi por meio de uma Phe’ utilizando
nitrogénios (014) em fosfolipidios (DPPG®) com distancia de 3,6 A, respectivamente.
Além disso, a Val® e a Ser® ligaram-se aos fosfolipidios DPPE’ e DPPE®, por
ligac6es de hidrogénio, em distancias de 3,4 e 2,9 A, respectivamente. As interacdes

e distancias do Docking podem ser visualizadas na tabela 5.

O Docking entre o Butylatus-1 e membrana anidnica apresentou energia mais
frequente de -5,9 kcal/mol (frequéncia de 41) com média de 6,0 £ 0,5 (Figura 13).
Com a membrana catibnica observou-se energia mais frequente de -3,7 kcal/mol

(frequéncia de 48) com média de -3,9 + 0,5 (Figura 14).
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Figura 13 - Interacao entre o Butylatus-1 e a membrana ani6nica.
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Figura 14 - Interac&o entre o Butylatus-1 e a membrana catidnica.

Pensando na melhor performance antimicrobiana, o peptideo Butylatus-1 foi
desenhado racionalmente para possuir uma face hidrofébica e outra hidrofilica, de
modo que aconteca interacfes em toda a extensdo da membrana microbiana.
Considerando sua caracteristica catiénica (+3) e hidrofobicidade alta (relacéo
hidrofébica de 69%), pressupde-se que suas primeiras interacdes com a membrana
microbiana acontecam por meio de interacdes eletrostaticas com a cabeca hidrofilica

do fosfolipidio.
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Figura 15 - Interacdo in silico entre Butylatus-1 e membranas miméticas anidnicas e catidnicas.
Representacgéo tridimensional tedrica das interagdes do peptideo com membrana anidnica (A) e das imagens revelando os
residuos de aminoacidos com interagdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-5,9 kcal/mol) (B).
Representacéo tridimensional teérica das interages do peptideo com membrana catiénica (C) imagens revelando os residuos
de aminoécidos com intera¢cdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-3,7 kcal/mol) (D).

A partir do Docking entre o peptideo Butylatus-1 e a membrana mimética
anidnica, observou-se contatos eletrostaticos por meio dos residuos Lys®, Lys®*, Phe®

e lle™. A Lys® ndo formou interacdes neste estudo.

Segundo as andlises, as Lys' e Lys* utilizam &tomos de nitrogénio em suas
cadeias laterais para interagir eletrostaticamente com oxigénios da cabeca polar dos
fosfolipidios anidnicos (DPPE'® e DPPG?), construindo ligacées de hidrogénio com

distancias de 2,9 e 2,9 e A, respectivamente.

Quando observou-se o Docking entre o Butylatus-1 e a membrana bacteriana
mimética Gram-positiva 0s possiveis contatos iniciais foram confeccionados por

meio dos residuos hidrofilicos Lys*, Lys® e Lys”.
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Os atomos de nitrogénio da Lys* e Lys* ligaram-se ao oxigénio dos fosfolipidios
DPPE’ e DPPG*® com distancias de 3,2 e 3,3 A, respectivamente, e o oxigénio da
Lys® interagiu com o nitrogénio do DPPG® com distancia de 3,6 A, todos por meio de
ligacbes de hidrogénio e ligacdo i6nica. Ademais, os residuos hidrofébicos Phe® e
Phe® interagiram com os fosfolipidios (DPPE") por meio de ligacdes de hidrogénio
com distancias de 3,0 e 2,9 A. As interacbes e distancias do Docking podem ser

visualizadas na tabela 5.

O Docking entre o Butylatus-2 e membrana anionica apresentou energia mais
frequente de -5,6 kcal/mol (frequéncia de 57) com média de 5,58 + 0,5. Com a
membrana catidnica observou-se energia mais frequente de -3,7 kcal/mol

(frequéncia de 49) com média de -4,0 + 0,4.
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Figura 16- Interacdo entre o Butylatus-2 e a membrana anidnica.
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Figura 17- Interac@o entre o Butylatus-2 e a membrana catidnica.

O peptideo Butylatus-2 foi racionalmente projetado para que tivesse menos
residuos, aumento da carga liquida com diminuicdo de sua hidrofobicidade em
relacdo ao controle, além disso com duas argininas e duas lisinas a carga liquida
para observar o comportamento deste peptideo com estes dois residuos catidnicos.
Da mesma forma que os dois primeiros peptideos analisados, as primeiras
interacOes observadas no Docking sugerem que, tanto na membrana catidnica como
na ibnica, acontecem com os residuos Lys e Arg com as cabeca hidrofilica das

membranas.
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Figura 18 - Interacdo in silico entre Butylatus-2 e membranas miméticas anidnica e catidnicas.
Representacgéo tridimensional tedrica das interagfes do peptideo com membrana anidnica (A) e das imagens revelando os
residuos de aminoacidos com interagdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-5,6 kcal/mol) (B).
Representacéo tridimensional tedrica das interag8es do peptideo com membrana catiénica (C) imagens revelando os residuos
de aminoéacidos com intera¢cdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-3,7 kcal/mol) (D).

Com a membrana iénica, a Arg* faz interacées de ligacdo idnica utilizando seus
dois nitrogénios para ligar com fosfolipidios (DPPE™ e DPPE?) com distancias de 3,2
e 3,0 A, respectivamente. A Lys® faz interacdes de ligacdes de hidrogénio utilizando
seus dois nitrogénios para ligar com fosfolipidios (DPPE’ e DPPE®) com distancias
de 3,0 e 3,5 A, respectivamente. Além disso, a Lys' faz ligacdo de ligacBes de
hidrogénio com seu nitrogénio para ligar-se com o oxigénio do fosfolipidio DPPE*
com distancia de 3,1 A. A Phe® também fez uma ligacdo utilizando oxigénio para

ligar-se ao nitrogénio do fosfolipidio DPPE* com distancia de 3,0 A

Quanto ao Docking entre o Butylatus-2 e a membrana bacteriana mimética
Gram-positiva 0s possiveis contatos iniciais foram confeccionados por meio dos
residuos hidrofilicos Arg®, Arg’, por meio de ligacées de hidrogénio, com seus
nitrogénios aos fosfolipidios (DPPE? DPPE®) com distancias de 3,2 e 3,1 A
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respectivamente. A Lys' faz duas ligacdes utilizando dois nitrogénios, uma com o
fosfolipidio (DPPE*®) com distancia de 3,1 A, e outra com o fosfolipidio (DPPG®) com
distancia de 3,0 A. Ja a Lys® utiliza um nitrogénio para ligar-se ao fosfolipidio DPPE’
por meio de ligagdo idnica com distancia de 3,1 A. Além disso a Ala'! e a Leu®, por
ligacdes de hidrogénio e utilizando seus oxigénios, fazem ligagcdes com fosfolipidios
(DPPE®® e DPPE’) com distancias de 2,8 e 3,1 A, respectivamente. As interacdes e

distancias do Docking podem ser visualizadas na tabela 5.

Ja o Docking entre o Butylatus-3 e membrana anidnica expbs que a energia
mais frequente foi de -5,8 kcal/mol (frequéncia de 37) com média e desvio padrao da
média de -5,7 £ 0,6. Com a membrana catibnica observou-se energia mais frequente

de -3,5 kcal/mol (frequéncia de 52) com média de -3,6 = 0,5.
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Figura 19 - Interac&o entre o Butylatus-3 e a membrana anidnica.
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Figura 20- Interac&o entre o Butylatus-3 e a membrana catiénica.

Utilizando o mesmo pensamento de ser antimicrobiano, este peptideo foi
projetado para desempenhar a melhor performance antimicrobiana possivel, o
peptideo Butylatus-3 foi possui uma face hidrofébica composta por leucinas,
fenilalaninas e isoleucina e outra hidrofilica com trés lisinas, de modo que aconteca
interacdes em toda a extensdo da membrana microbiana. Considerando sua
caracteristica catiénica (+3) e alta hidrofobicidade (relacdo hidrofébica de 76%),
pressupfe-se que suas primeiras interacbes com a membrana microbiana
acontecam por meio de interacbes eletrostaticas com a cabeca hidrofilica do

fosfolipidio.

Seguindo a tendéncia dos peptideos anteriormente analisados, o Butylatus-3
teve mais afinidade pela membrana mimética Gram-negativa do que pela Gram-

positiva.
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Figura 21 - Interacdo in silico entre Butylatus-3 e membranas miméticas anidnicas e catidnicas.
Representacgéo tridimensional tedrica das interagfes do peptideo com membrana anidnica (A) e das imagens revelando os
residuos de aminoacidos com interagdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-5,8 kcal/mol) (B).
Representacéo tridimensional teérica das interages do peptideo com membrana catiénica (C) imagens revelando os residuos
de aminoéacidos com intera¢cdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-3,5 kcal/mol) (D).

As interacdes na membrana mimética Gram-negativa se estabeleceram pelas
Lys! e Lys*, com seus nitrogénios, aos oxigénios dos fosfolipidios (DPPG® e DPPE?)
com distancias de 3,5 e 3,0 A. Além disso, a Ala'?, Ala®® e Leu®, com seus
respectivos oxigénios ligaram-se com os nitrogénios dos fosfolipidios (DPPE?,
DPPE* e DPPE®), com distancias de 3,0, 2,9 e 3,2 A, respectivamente.

As interacfes na membrana mimética Gram-positiva se estabeleceram pela
Lys!, com seus nitrogénios, aos oxigénios dos fosfolipidios (DPPG? e DPPE>) com
distancias de 2,7 e 3,4 A, respectivamente. A Lys* proporcionou uma ligacées de
hidrogénio por meio de um nitrogénio ao oxigénio do fosfolipidio DPPE? com
distancia de 3,2 A. Além das lisinas, a Ala**, com seu oxigénio, ligou-se com o

nitrogénio do fosfolipidio DPPE’, com distancia de 3,1 A.
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Quando analisado o Docking entre o Butylatus-4 e a membrana anibnica,
observou-se que a energia mais frequente foi de -5,4 kcal/mol (frequéncia de 36)
com meédia e desvio padrdo da média de -5,5 + 0,8. Com a membrana catibnica
observou-se energia mais frequente de -4,4 kcal/mol (frequéncia de 47) com média
de -4,3+0,7.
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Figura 22 - Interac&o entre o Butylatus-4 e a membrana anidnica.
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Figura 23 - Interac&o entre o Butylatus-4 e a membrana catidnica.
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As interacdes na membrana mimética Gram-negativa se estabeleceram pelas
Arg* e Arg’, com seus nitrogénios e oxigénio, aos oxigénios e nitrogénio dos
fosfolipidios (DPPG*°, DPPE®®, DPPE!, DPPE!, DPPE1) com distancias de 3,1 A.
Além disso, a Ala' e Ala*?>, com seus respectivos oxigénios ligaram-se com 0s
nitrogénios dos fosfolipidios (DPPE** e DPPE®), com distancias de 3,1 e 3,2 A,

respectivamente.

As interacdes na membrana mimética Gram-positiva se estabeleceram pelas
Arg 4 e 7, com seus nitrogénios, aos oxigénios dos fosfolipidios (DPPG®, DPPE?,
DPPE?, DPPE' e DPPE?) com distancias de 3,2, 2,8, 3,1, 3,2 e 3,4 A,
respectivamente. Além das argininas, as Ala'! e Ala'? ligaram-se por meio de seus
oxigénios ao o nitrogénio do fosfolipidio DPPE? e DPPE™, com distancia de 3,0 e 2,8
A, respectivamente. As interagOes e distancias do Docking podem ser visualizadas

na tabela 5.

Figura 24 - Interac&o in silico entre Butylatus-4 e membranas miméticas aniénicas e catiénicas.
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Representacéo tridimensional tedrica das interacdes do peptideo com membrana anidnica (A) e das imagens revelando os
residuos de aminoacidos com interagdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-5,4 kcal/mol) (B).
Representacéo tridimensional teérica das interages do peptideo com membrana catiénica (C) imagens revelando os residuos
de aminoéacidos com intera¢cdes com a membrana por meio da energia de maior frequéncia (-4,4 kcal/mol) (D).

Os Butylatus obtiveram resultados parecidos quando se deparavam com
membranas de Gram-negativas e -positivas, de forma que a energia média de
contato para os Butylatus 1, 2, 3 e 4 foram parecidas para as Gram-negativas
quando comparadas as Gram-positivas. Como ja descrito neste trabalho, os
peptideos desenhados racionalmente apresentam hidrofobicidade entre 47 e 75,9%,
e carga liquida entre 3 e 5, 0 que, em tese, contribuiu para os resultados obtidos. O
primeiro contato dos peptideos foi eletrostatico, a partir das lisinas e argininas,
possibilitando assim o Docking do restante do peptideo. Na perspectiva dos
resultados encontrados, os residuos hidrofilicos Lys e Arg apresentaram o primeiro

contato com a membrana por meio de interacdes de ligacGes de hidrogénio.

Outra observacao importante a respeito dos peptideos analogos desenhados
racionalmente foram os valores de interacdo do Docking, que para membranas
anidbnicas apresentaram valores melhores que o controle. Padrdo este que
permaneceu para a membrana mimética Gram-positiva, com resalva aos peptideos
Butylatus 1 e 4 que mesmo com frequéncia média um pouco abaixo que o controle
ainda permanecem dentro do calculo de desvio padrdo da energia de interacdo. Este
resultado pode ser explicado pelo maior numero de residuos Lys e Arg e a
diminuicdo da hidrofobicidade dos analogos. Esta caracteristica tornou os analogos
mais catidnicos que seu precursor facilitando, assim, interagdes com membranas

bacterianas.

Além disso, o posicionamento dos residuos de aminoacidos dos Butylatus foi
projetado para permitir uma distribuicdo mais eficiente de faces hidrofébicas e
positivamente carregadas, favorecendo a anfipaticidade da molécula, bem como
distribuindo mais uniformemente os residuos de alanina ao longo de todo o
peptideo, aumentando a probabilidade de estruturacdo helicoidal. Estas
caracteristicas dos Butylatus forneceriam uma forgca motriz importante para a
insercéo de a-hélice em bicamadas anibnicas, causando sua perturbacdo e morte

celular.
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Os resultados apresentados pelos peptideos Butylatus no Docking sao
parecidos com o peptideo Pa-MAP 1.9 (CARDOSO et al.,, 2016), o qual obteve
varias interagbes do peptideo com a membrana, principalmente com a membrana
anibnica. Além disto, o Pa-MAP apresenta carga liqguida de +4 e possui dez
interacbes com membrana catidnica e seis interagdes com membrana aniénica e
média de distancia entre o peptideo e a membrana de 3,2 A. Ntumeros parecidos
com os peptideos Butylatus, contudo, os peptideos Butylatus possuem numero
maximo de 14 residuos, quanto o Pa-MAP 1.9 possui 24 residuos. Os peptideos
Butylatus apresentam numero de interacdes entre trés e sete, sendo a média de
distancias destas interagfes séo de 3,1; 3,3; 3,1 e 3,3; dos Butylatus 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. Estes resultados do Docking dos peptideos Butylatus apresentam
gue mesmo com poucos residuos, estes peptideos sdo capazes de realizar
interacbes com as membranas bacterianas. Além disso, as interacdes do peptideo
com a membrana se mostram como préximas, o que pode indicar que os peptideos
Butylatus ancoram bem nas membranas bacterianas. Ou seja, 0s peptideos

Butylatus conseguem ter varias interaces com a membrana e com pouca distancia.
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Tabela 5- Avaliagédo in silico das interacdes entre os peptideos TsAP-1 e Butylatus-1, 2, 3 e 4

com membrana bacteriana mimética catibnica e anionica.

Residuo Atomo Distancia (A) Fosfolipidio* Atomo** Interagéo
Gly-10 o 3,0 DPPE-8 N LH
Gly-11 o 3,0 DPPG-4 N LH
TsAP-1 (G-) Ser-14 Oy 3,2 DPPG-1 N LH
Ser-7 Oy 2,7 DPPE-2 N LH
Leu-4 o 3,3 DPPE-7 N LH
Phe-1 N 3,6 DPPE-5 014 LH
TsAP-1 (G+) Val-9 o 34 DPPE-4 N LH
Ser-12 o 2,9 DPPE-6 N LH
Lys-1 NZ 2,9 DPPE-13 014 LI
Butylatus-1 (G-) Lys-4 NZ 3,0 DPPG-5 oc2 LI
Ala-2 O 3,5 DPPE-16 N LH
Lys-8 O 3,2 DPPE-3 N LH
Lys-8 NZ 3,0 DPPG-3 014 LI
Butylatus-1 (G+) Lys-4 NZ 33 DPPG-15 022 LI
Lys-8 O 3,4 DPPE-3 N LH
Phe-5 O 2,9 DPPE-1 N LH
Arg-4 NH1 3,2 DPPE-15 022 LI
Lys-8 Nz 3,0 DPPG-7 022 LH
Lys-1 Nz 3,1 DPPG-4 014 LH
Butyl -2 (G-
utylatus-2 (G-) Arg-4 NH1 3,0 DPPE-2 013 LI
Phe-3 O 3,0 DPPE-1 N LH
Lys-8 Nz 3,5 DPPE-9 022 LI
Arg-4 NH2 3,2 DPPE-2 014 LH
Arg-7 NH1 3,1 DPPE-6 022 LH
Lys-1 N 3,1 DPPG-15 022 LH
Butylatus-2 (G+) Lys-1 NZ 3,0 DPPG-5 014 LH
Lys-8 N 3,1 DPPE-7 N LH
Ala-11 O 2,8 DPPE-15 N LH
Leu-6 O 3,1 DPPE-7 N LH
Lys-1 N 3,5 DPPE-5 O LH
Lys-4 N 3,0 DPPE-2 O LH
Butylatus-3 (G-) Ala-12 (0] 3,0 DPPE-8 N LH
Ala-13 O 29 DPPE-12 N LH
Leu-9 O 3,2 DPPE-4 N LH
Lys-4 N 3,2 DPPE-2 O LH
Lys-1 N 2,7 DPPE-2 O LH
Butylatus-3 (G+
Hhylatu © Ala-11 O 3,1 DPPG-7 N LH
Lys-1 N 3,4 DPPE-5 O LH
Alall O 3,1 DPPE14 N LH
Alal2 O 3,2 DPPE9 N LH
Butylatus-4 (G-) Arg4 NH1 31 DPPE10 014 LH
Arg4d NH2 3,1 DPPE15 022 LH
Arg4 O 3,1 DPPE1 N LH
Arg7 NH2 3,1 DPPE1 032 LH
Arg4 NH2 2,8 DPPG3 0oC3 LH
Arg4 NH1 3,2 DPPG3 oC LH

Butylatus-4 (G+) Arg7 NH1 3,1 DPPE2 022 LH
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Alal2 o 2,8 DPPE10 N LH
Argl4 NH1 3,4 DPPE25 014 LH

Legenda: LH: ligacBes de hidrogénio, LI: ligag&o ibnica; N: nitrogénio; O: oxigénio; Arg: arginina; Ala: alanina; Lys: lisina; Val:
valina; Ser: serina; Leu: leucina; Phe: fenilalanina; Gly: glicina; Z: &tomo da cadeia principal, y: nome da posi¢édo do atomo, H1:
atomo da cadeia lateral.

*Posicao do fosfolipidio.

**Atomo do fosfolipidio que fez a interagéo.
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4.4 Sintese dos peptideos

os Butylatus foram sintetizados pela empresa Aminotech. Os peptideos foram
sintetizados para realizagdo dos testes antimicrobianos e hemolitico. A confirmacao
das purezas e massas moleculares observadas para os peptideos controle e
Butylatus determinada por MALDI-ToF, que apresentaram valores experimentais de
1736,1; 1501,9; 1483,8; 1615,0 e 1717,1. Valores estes que correspondem as
predi¢bes dos programas de bioinformatica.

45 Bioensaios com bactérias

Os microensaios foram realizados com o objetivo de determinar a acdo dos
peptideos desenhados racionalmente e o controle em reduzir o crescimento
bacteriano. Os resultados obtidos podem ser observados como apresenta a tabela 6.

Tabela 6 - Concentracgao inibitéria minima (CIM) obtida com os peptideos Butylatus e o
controle sintéticos e atividade hemolitica.

TSAP-1*  TSAP-1* B1 B2 B3 B4
E. coli 160 147,5 42,6 43,1 79,3 4,7
E. faecalis 160 147,5 42,6 86,3 79,3 47
Hematocrito 160 1475 1705 172,5 158,5 18,6

Valores em uM
*Peptideo purificado (GUO et al., 2013)
**Peptideo sintetizado

Um dos objetivos deste trabalho foi, por meio do desenho racional, melhorar os
atributos referentes a atividade antimicrobiana que s&o descritos na literatura.
Quando comparados o peptideo controle TsAP-1, observou que sua CIM foi superior
aquelas observadas pelos peptideos Butylatus. As CIM superiores séo justificadas
pelo aumento da carga liquida dos peptideos desenhados racionalmente e alocacao
estratégica de residuos. Quando a atividade hemolitica, foram observados que os
peptideos Butylatus tiveram melhor atividade em menor concentragcdo que o
peptideo controle, atividade que pode ser explicada pelo fato das caracteristicas

mais catidnicas dos peptideos desenhados.

Estes valores apresentados demonstram melhores atividades antibacterianas
gquando comparados a peptideos analogos desenhados racionalmente como, por
exemplo, o Pa-MAP2 (MIGLIOLO et al., 2016) que ndo obteve atividade contra

estirpes Gram-positivas suscetivel e resistente. Além disso, sua citotoxidade frente a
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hematocritos permaneceu muito préxima a sua acao antibacteriana, visto que a dose
bactericida é muito proxima a de toxicidade. Quando comparados a outro peptideo
desenhado racionalmente, o Pexiganan (GE et al.,, 1999) observa-se atividade
parecida com o B4, visto que este peptideo apresentou atividade CIM de 4,7 uM
para E. coli e 4,7 uM E. faecalis, as mesmas espécies testadas neste trabalho.
Contudo os Butylatus sdo menos citotdxicos que este, e apresentaram, de forma
geral, pouca atividade citotoxica em relacéo a atividade antibacteriana.

Ou seja, embora os peptideos Butylatus ndo tenham atingido, de forma geral,
limiares de acéo de total destruicdo das bactérias nas menores concentracdes, sua
acdo citotoxica ndo foi observada em altas concentracdes. Além disso, podemos
observar que os peptideos desenhados racionalmente comparados, Pa-MAP2 e
Pexiganan, apresentam mais que vinte residuos de aminoacidos e massa maior que
os dos peptideos Butylatus, de forma que é possivel afirmar que os Butylatus
conseguem ser mais efetivos com menos residuos de aminoacidos. Esta
caracteristica é fundamental para a producdo em larga escala de farmacos, uma vez
que peptideos menores poderdo ter menos custos a comercializacdo em grande

escala.

Desta forma, ha a possibilidade de correlacionar as informacdes obtidas por
métodos in silico com os resultados obtidos com os resultados in vitro. A partir dos
resultados obtidos in silico, observou-se que as energias de interacdo com
membranas miméticas no Docking foi suficientemente baixas. Os artigos
normalmente trazem os resultados do Docking na menor energia livre obtida nas
simulacdes do Docking. A metodologia deste trabalho traz a maior frequéncia obtida
(CARLSSON; BOUKHARTA; AQVIST, 2008; HAYES et al.,, 2018). Esta baixa
energia de interacdo pode explicar a acdo dos peptideos, uma vez que em baixas
concentracdes foi possivel observar atividade de inibicdo de crescimento bacteriano.
Os residuos carregados positivamente podem ter interagido com as membranas
bacterianas e causado poros nela ou, ainda, enfraquecido a estrutura da membrana,

impedindo que houvesse o crescimento bacteriano.

Mesmo que as interagcdes apontem, de certa forma, para atividade para
aguelas Gram-positivas, pode-se concluir que as perspectivas sdo que os peptideos

Butylatus apresentem ambivaléncia para atividade antimicrobiana. Tal perspectiva
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se relaciona com os resultados in vitro, visto que houve inibicdo do crescimento de
bactérias Gram-negativa e -positiva. Resultados estes que se relacionam, também,
com as perspectivas da literatura, uma vez que peptideos extraidos e remodelados
de escorpibes sao bioativos contra bactérias Gram-positivas e -negativas
(HARRISON et al., 2014; OLIVEIRA; LACERDA, 2014; PERUMAL SAMY et al.,
2017).

Mesmo que os peptideos Butylatus ndo sejam de total aplicacdo na cura da
saude humana, principalmente por via intravenosa, ainda poderao ter relevancia em
outros cenarios como por exemplo a atividade inibitoria de crescimento de bactérias
gue sdo endémicas em criacdo de animais para consumo humano, tratamento de

feridas por meio de uso topico, entre outras.
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5 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A partir das analises dos resultados obtidos por meio de métodos de
bioinformética, considerando o comportamento fisico-quimico dos peptideos
desenhados racionalmente e sua relacdo com as atividades in vitro € possivel
afirmar que estes peptideos estudados sdo candidatos a futuros produtos
antibacterianos, principalmente os peptideos B1 e B4 por apresentarem os melhores

resultados nos testes in silico e in vitro.
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