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RESUMO

REZENDE, Samilla Beatriz. Influéncia de D-Argininas e D-Lisinas em peptideos
antimicrobianos desenhados computacionalmente. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Catélica Dom Bosco,
Campo Grande, 2021.

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém sido destacados como uma alternativa a
antibioticoterapia convencional. Contudo, alguns obstaculos ainda devem ser
ultrapassados para que os PAMs sejam administrados a nivel clinico, incluindo sua
rapida eliminacdo e degradacdo proteolitica. A otimizacdo de PAMSs através da
incorporacdo de D-aminoécidos (D-aa) em sequéncias L-aminoacidos (L-aa) pode gerar
peptideos diastereoisdmeros com maior resisténcia a proteases, sendo uma estratégia
para superar as limitacdes dos PAMs em um contexto clinico. Assim, o objetivo deste
trabalho consistiu em avaliar a influéncia de D-Argininas (D-Arg) e D-Lisinas (D-Lis)
em trés peptideos antimicrobianos desenhados computacionalmente, denominados
PaDBS1R2, R6 e R7. Dois grupos de peptideos foram utilizados, incluindo um grupo
parental L-aa (Grupo 1) e um grupo contendo todos os residuos de arginina e lisina em
sua orientacdo D-aa (grupo |IlI, diastereoisdmeros). Todos o0s peptideos foram
sintetizados e submetidos a testes de estabilidade em soro proveniente de plasma
humano. Ademais, foram realizados ensaios contra cepas susceptiveis e resistentes.
Ensaios hemoliticos e citotoxicos utilizando células de mamiferos saudaveis também
foram realizados. A avaliacdo estrutural de ambos os grupos foi realizada atraves de
experimentos de dicroismo circular (DC) e ressonancia magnética nuclear (RMN). Nos
ensaios de estabilidade, apds 60 min de incuba¢do com soro humano, os peptideos do
Grupo Il apresentaram maior resisténcia a protedlise (>55%) quando comparados ao
Grupo | (0%). Contudo, do ponto de vista de atividades bioldgicas, apenas os peptideos
do Grupo | apresentaram amplo espectro de atividade antibacteriana de 32 a 2 umoL™,
enquanto os peptideos diastereoisdmeros tiveram suas atividades drasticamente
comprometidas. Para ambos os grupos, ndo foram observadas atividades hemoliticas ou
citotoxicas até 100 umol L?. As anélises estruturais revelaram que o Grupo | adotou
estrutura de a-hélice em 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) 30% (v/v) e em micelas de dodecil
sulfato de sédio (SDS). No entanto, o Grupo Il perdeu completamente sua estrutura
secundaria. Em suma, a inversdo de quiralidade proporcionou uma maior estabilidade
em plasma nos peptideos do Grupo Il a custo da perda estrutural que, por consequéncia,
ocasionou na deplecdo da atividade dos peptideos. Dessa forma, estudos futuros sédo
encorajados para nao s6 avaliar a influéncia, mas modular a insercdo de D-Arg e D-Lis
nas sequéncias alvo para otimizacdo da estrutura-funcao em peptideo diastereoisdmeros.

Palavras  chave: peptideos antimicrobianos, = D-aminoacidos,  peptideos
diastereoisémeros, resisténcia bacteriana



ABSTRACT
REZENDE, Samilla Beatriz. Influence of D-Arginines and D-Lysines in
computationally designed antimicrobial peptides. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia, Universidade Catélica Dom Bosco,
Campo Grande, 2021.

Antimicrobial peptides (AMPs) have been highlighted as an alternative to conventional
antibiotic therapies. However, some obstacles still have to be overcome for AMPs to be
administered at the clinical level, including their rapid elimination and proteolytic
degradation. The optimization of AMPs through the incorporation of D-amino acid
residues (D-aa) into L-amino acid sequences (L-aa) can generate diastereomeric
peptides, with greater resistance to proteases, being a strategy to overcome AMP’s
limitations in the clinical context. Thus, the aim of this work was to evaluate the
influence of D-Arginines (D-Arg) and D-Lysines (D-Lys) in three computationally
designed antimicrobial peptides, named PaDBS1R2, R6, and R7. Two groups of
peptides were used, including a parental group L-aa (Group I) and a group containing
all arginine and lysine residues in their D-aa orientation (group Il, diastereoisomers).
All peptides were synthesized and submitted to stability assays in serum from human
plasma. In addition, biological assays were performed against susceptible and resistant
bacterial strains. Hemolytic and cytotoxic assays using healthy mammalian cells were
also carried out. The structural evaluation of both groups was carried out through
circular dichroism (CD) and nuclear magnetic resonance (NMR) experiments. In the
stability tests, after 60 min of incubation with human serum, peptides from Group 1l
showed higher resistance to proteolysis (> 55%) when compared to Group | (0%).
However, from the point of view of biological activities, only peptides from Group |
presented a broad spectrum of antibacterial activity from 32 to 2 umol L, whereas the
diastereoisomeric peptides had their activities drastically compromised. For both groups,
no hemolytic or cytotoxic activities were observed up to 100 umol L™?. Structural
analyses revealed that Group I adopted an a-helix structure in 2,2,2-trifluoroethanol
30% (TFE) (v/v) and sodium dodecyl sulfate (SDS) micelles. However, Group Il has
completely lost its secondary structure. In summary, the inversion of chirality provided
greater stability in serum for peptides from Group Il at the cost of structural loss that,
consequently, led to the depletion of antimicrobial activity. Thus, future studies are
encouraged not to only evaluate the influence but also to modulate the insertion of D-
Arg and D-Lys in target sequences to optimize structure-function in diasterecisomer
peptides.

Keywords: antimicrobial peptides, D-amino acids, diastereoisomeric peptides, bacterial
resistance



1. INTRODUCAO

1.1.  Infeccdes bacterianas

As infeccbes nosocomiais causadas por cepas bacterianas resistentes a
antibidticos representam uma grave ameaca a humanidade (HAY et al., 2018). De
acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), niveis alarmantes de resisténcia
antimicrobiana foram relatados em paises de todos os niveis de renda (UNITED, 2019).
Sendo assim, projeta-se que essa resisténcia aos antibidticos de segunda e terceira
geracdo aumente em 70% até 2030 (TAYLER et al., 2019). Nesse contexto, 0
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por essas cepas desempenha um grande
papel na saude pubica, em ambito social e na economia mundial (CORNEJO et al.,
2017).

Cepas bacterianas resistentes pertencentes ao grupo ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp.) se destacam por estar na lista de
prioridade para o desenvolvimento de terapias antimicrobianas (SHRIVASTAVA et al.,
2018). As cepas deste grupo sdo conhecidas por possuir diversos mecanismos de
resisténcia a variadas classes de antibidticos, o que as caracterizam como cepas
multirresistentes ou “superbactérias” (ALANIS, 2005).

Dentre os mecanismos de resisténcia mais comumente relatados podemos citar a
acdo direta de B-lactamases (Figura 1), bem como a modificagcdo de enzimas bacterianas
para a inativacdo de diversas classes de antibidticos como as cefalosporinas, penicilina,
aminoglicosideos, gentamicina e estreptomicina (ZAMAN et al., 2017) (Figura 1). Isto
é possivel dada a regulacdo negativa das porinas ou pela substituicdo de porinas por
canais mais seletivos (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012). Ademais, cepas resistentes
podem modular a expressdo de bombas de efluxo bacterianas para o transporte ativo de
diversos antibioticos para fora da célula, sendo este um dos principais contribuintes para
a resisténcia intrinseca de bactérias (Figura 1) (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012). A
mutacdo genética e aquisicdo de elementos genéticos moveis (EGMSs) nos patdgenos
também representam elementos associados a resisténcia (BEATSON; WALKER, 2014).
Um exemplo de resisténcia mutacional é o desenvolvimento de resisténcia a rifamicina
(RIF), uma vez que a mesma bloqueia a transcricéo bacteriana por inibicdo da enzima

de polimerase de acido ribonucleico (RNA) dependente do acido desoxirribonucleico

16



(DNA) (MUNITA et al., 2016). Dessa forma, tais mutagdes resultam na diminuicdo da
afinidade do farmaco por seu alvo, o qual geralmente poupa a atividade catalitica da
polimerase, permitindo a transcricdo (FLOSS; YU, 2005).

Outra estratégia de sobrevivéncia dessas bactérias € o desenvolvimento de
consorcios organizados conhecidos como biofilmes. Os biofilmes podem ser definidos
como uma associacdo estruturada uni ou polimicrobiana, possuindo uma matriz
extracelular de polissacarideo(s), proteinas e DNA (DE LA FUENTE-NUNEZ et al.,
2013). A formagdo dessas comunidades se inicia a partir de células bacterianas
planctdnicas (livre-nadantes) que se aderem as superficies formando coldnias que, apds
um tempo, comegam a secretar uma matriz extracelular criando, assim, uma barreira
fisica tolerante aos agentes antimicrobianos (KOSTAKIOTI et al., 2013; MAGANA et
al., 2018; ROMLING; BALSALOBRE, 2012). Além disso, os biofilmes desempenham
um papel proeminente em infecgdes cronicas, sendo responsaveis por mais de 80% das
infeccdes nosocomiais cronicas elevando, assim, as taxas de hospitalizacdo (MAGANA
etal., 2018; ROMLING; BALSALOBRE, 2012).

Em vista de todos esses mecanismos de resisténcia apresentados, uma das
alternativas para o combate a essas cepas é a utilizacdo de peptideos antimicrobianos

(PAM), os quais serdo discutidos em maiores detalhes nos topicos a seguir.
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Figura 1. Mecanismos de resisténcia mais comumente relatados em cepas do grupo
ESKAPE. Representacdo esquematica de alguns dos mecanismos mais comumente
relatados em cepas Gram-negativas, incluindo (i) a atuagdo das enzimas B-lactamases
para a hidrolise do anel B-lactamico de antibidticos, (ii) a alteracdo do alvo por meio de
mutacbes em genes especificos, (iii) formacdo de biofilme, (iv) a inibicdo da acéo
antibiotica através de enzimas inibidoras, (v) superexpressao de bombas de efluxo, bem
como (vi) modificacbes nas propriedades fisico-quimicas da superficie celular,

impedindo a entrada dos antibidticos. Figura do autor.

1.2.  Peptideos antimicrobianos (PAMS)

Os PAMs possuem propriedades multifuncionais que estdo intrinsecamente
relacionadas a sua diversidade e perfil estrutural, tornando-os moléculas promissoras
dispostas de diversos mecanismos de acdo (TORRES et al., 2018). Portanto, esta classe
de peptideos surgiu como uma nova proposta para o desenvolvimento de farmacos, uma
vez que podem atuar no combate a patdgenos humanos como bactérias, virus, fungos e

protozoarios (MAHLAPUU et al., 2020). Em sua maioria 0s PAMs sdo constituidos por
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L-aminodcidos, apresentando estruturas secundarias com a presenga de a-hélice e folha
B, ou por uma mistura de ambas. Essa classe de peptideos é conhecida por representar
estruturas anfipaticas com conjuntos de regides hidrofdbicas e carregadas positivamente,
contendo cerca de 10 a 50 residuos de amino&cidos arranjados de forma linear ou ciclica
(SIRTORI et al., 2008). Contudo, crescentes relatos vém descrevendo a descoberta,
bem como a construcdo de PAMs curtos e de estrutura altamente instavel apresentando,
assim, inimeros estados de transicdo ambiente dependente (FJELL et al., 2012).

Os PAMs sdo comumente relatados por sua capacidade de interagir com
membranas microbianas, através de interacBes eletrostaticas e ndo especificas
(HURDLE et al., 2011). A presenca de residuos como arginina, lisina e histidina (pH
dependente) influenciam diretamente no carater catibnico dos PAMs, bem como no
ancoramento inicial peptideo-membrana (HANCOCK; SCOTT, 2000; TRAVKOVA et
al., 2017). No entanto, ¢ importante destacar que, por serem de natureza complexa,
esses mecanismos de interacdo peptideo-membrana dependem também da composicao
de lipidios e fluidez da membrana, além da atividade metabdlica do organismo alvo
(SANI; SEPAROVIC, 2016).

Dentre os mecanismos de acdo mais bem descritos para os PAMSs, podemos citar
a formacdo de poros em membranas bioldgicas, resultando na saida de ions e
metabolitos do meio intracelular para o extracelular, despolarizacdo de membrana,
interrupcao de processos respiratorios e, consequentemente, a morte celular (KUMAR
et al., 2018). Nesse contexto, os modelos de mecanismos de acdo mais conhecidos e

elucidados séo: barril toroidal, barril estavel e modelo carpete (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de acdo mais comumente relatados para PAMs.
Representacdo esquematica dos mecanismos associados a membranas reportados para
PAMs liticos, incluindo barril toroidal, barril estavel e modelo carpete. Ademais,
estudos tém destacado o potencial de alguns PAMs em atravessar as membranas
bacterianas para exercer atividades intracelulares, incluindo a sintese de DNA/RNA,

proteinas, bem como inibicdo da acédo de proteinas chaperonas. Figura do autor.

Em adicdo aos mecanismos relacionados a permeabilizagdo/rompimento de
membranas bioldgicas, trabalhos tém relatado a influéncia dos PAMs em processos
macromoleculares, incluindo sua interferéncia na biossintese de membrana externa, na
divisdo celular, além de outras atividades cujos alvos sdo a sintese de RNA e proteinas
(FJELL et al., 2012). Nesse sentido, os PAMs ndo liticos sdo identificados pela sua
capacidade de inativar bactérias interrompendo processos celulares vitais, sendo que
podem atravessar a membrana bacteriana para interferir na sintese de DNA, RNA,
parede celular e proteinas (CARDOSO et al., 2019).

Apesar de todas as caracteristicas citadas acima, alguns PAMs podem apresentar
algumas limitacGes em relacdo ao seu potencial terapéutico. Dentre elas, podemos citar
as propriedades hemoliticas, degradacdo por proteases, biodisponibilidade, instabilidade
estrutural, bem como citotoxicidade frente células de mamiferos, o que impacta
diretamente na viabilidade do desenvolvimento de um possivel farmaco (MAHLAPUU

et al., 2020). Nesse contexto, a otimizacdo de PAMSs representa uma area da biologia
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sintética que visa o desenvolvimento de moléculas antimicrobianas mais efetivas e que
possam ser usadas como potenciais farmacos (TORRES; DE LA FUENTE-NUNEZ,
2019). Sendo assim, para superar essas limitacOes, pesquisas tém sido realizadas afim
de otimizar e modular a estrutura dos PAMs, contudo mantendo sua bioatividade
original. Dentre as estratégias de melhoramento de PAMs, podemos citar as
modificagbes quimicas como, por exemplo, glicosilacdo, ciclizacdo, PEGuilagdo,
utilizacdo de dendrimeros, grampeamento e inversdo de quiralidade de residuos chave.

Essas estratégias sao conhecidas como “peptidomiméticos”.

1.3.  Peptidomiméticos

O termo “peptidomimético” foi introduzido na década de 80. Atualmente, ja é
um conceito bem estabelecido na descoberta de medicamentos para abordar os
peptideos bioativos, que estdo sendo levados em consideragdo para o desenvolvimento
de novos farmacos também chamados de “medicamentos peptidomiméticos”
(TRABOCCHI, 2020). Com os avangos tecnoldgicos atuais & possivel produzir
peptideos sintéticos juntamente com estratégias para otimizar compostos lideres a partir
de peptideos naturais e sintéticos.

Devido aos avancos na otimizagdo das sequéncias e estruturas de PAMs por
estratégias computacionais, ha um aumento crescente de novas sequéncias depositadas
em bancos de dados. No entanto, embora esses novos PAMs demonstrem um potencial
promissor frente a cepas e biofilmes bacterianos, essas moléculas precisam superar
inimeros obstaculos devido & sua instabilidade metabolica, resultando em baixa
biodisponibilidade oral e intravenosa (TRABOCCHI, 2020). Em vista disso, 0s
peptidomiméticos foram concebidos para atender a essas limitagdes, pois séo
desenvolvidos para apresentar estabilidade metabdlica, biodisponibilidade eficiente, alta
afinidade e seletividade em peptideos bioativos (LENCI; TRABOCCHI, 2020).

Através da otimizacdo de peptideos por modificacdes fisico-quimicas é possivel
modular a relacdo estrutura-funcdo visando o melhoramento da atividade bioldgica
(Tabela 1). Algumas abordagens peptidomiméticas vém sendo aplicadas para aumentar
a diversidade dos PAMSs, bem como estender sua gama de funcionalidades, incluindo
glicosilacdo (Figura 3), que interfere na rigidez dos PAMs (BEDNARSKA et al., 2017).
Estratégias de PEGuilacdo também estdo sendo utilizadas para evitar a réapida

eliminacdo de PAMs, atraves da adigdo de uma ou mais cadeias de polietilenoglicol
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(PEG) (SOUSA et al., 2018). Podemos citar também a ciclizacdo e o grampeamento
(stapling) de PAMs, favorecendo a estabilizagdo da estrutura secundéria e,
consequentemente, preservando determinada conformagéo bioativa (Figura 3) (CHE,
2019; MIGON et al., 2018). Além disso, PAMSs organizados em dendrimeros tém sido
utilizados no ajuste e aperfeicoamento de peptideos antimicrobianos através da sua
multimerizagéo e favorecendo, assim, a biodisponibilidade e liberagdo controlada dessa
classe de antimicrobianos no organismo hospedeiro infectado (SCORCIAPINO et al.,
2017). Ademais, a utilizacdo e incorporacao de D-aminoécidos, em sua maioria, prové
resisténcia a protedlise e propriedades bioldgicas preservadas, independentemente do
reconhecimento quiral (CARDOSO; CANDIDO; et al., 2018; LI et al., 2019).

Em vista de todas estas estratégias de otimizacdo de PAMs como alternativa na
luta contra as cepas resistentes. O foco desse trabalho foi a incorporagdo de D-
aminoacidos em sequéncias de L-aminoacidos com o objetivo de promover a resisténcia
a protedlise e preservar as propriedades antimicrobianas dos mesmos. O conceito,
aplicacdo e custo-beneficio de PAMs contendo D-aminoacidos serdo abordados em

detalhes nos topicos a seguir.
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Tabela 1. Representagdo de estratégias peptidomiméticas, que estdo sendo utilizadas no
combate as doencas causadas por cepas bacterianas.

Peptidomiméticos

Glicosilacéo

PEGuilacéo

Ciclizacéo

Grafting

Grampeamento

D-enantiomeros e
PAMs RI

Peptideos Atividade Referéncias
Antibacteriana
[T9,KT7]indolicidina E.coli, S. (DWIVEDI et al.,
[BGlc-T9,K7]indolicidina  typhimurium, S. 2019)
enterica,
S. aureus, S.
saprophyticus, B.
subtilis, M. luteus e M.
smegmatis
PDGu(7)-block- MRSA (clinical (ZHANG et al.,
PBLK(13) isolates) 2019)
Peptideo  B-bloqueador K. pneumoniae, A. (Sletal., 2020)
(PAS8-b-PDM12) baumannii, P.
aeruginosa e

PEG-CaLL
CyO2 — cycloviolacina 2
Kalata B1, circulina A/B

conotoxina o-MVIIA

[G1K,K8R]cGm

C1/c2

RV3

esculetina_ 2EM :
Ac-DS-14W, Ac-DS-
12W, Ac-DS-3W, Ac-
DS-5W , Su-DS-5W,
H-DS-5W

6K-F17 : S-6K-F17 ,S-
6K-F17-2G, S-6K-F17-
3G, S-6K-F17-3GN
Mag(i+4)1,15

D-LAK120, D-LAK120-
H, D-LAK120-A, D-
LAK120-P13, D-
LAK120-HP13, D-

Enterobacter spp

S. aureus, E. coli, e B.
anthracis

S. aureus

E. coli, P. aeruginosa,
S. aureus e C. albicans
E. coli, P. aeurginosa,
S. aureus e duas cepas
fangicas, incluindo C.
kefyr e C. tropicalis

E. coli, S. aureus

S. aureus

E. coli, S. pullorum, S.
typhimurium, P.
aeruginosa, S.
choleraesuis, S. aureus,
MRSA, S.

epidermidis e E.
faecalis

B. subtilis, S. aureus, S.
epidermis, E.coli,

S.  dysentariae, S.
typhimurium, K.
pneumonia e P
aeruginosa

E. coli

resistente a colistina A.
baumannii

M. smegmatis e M.
marinum (isolados
clinicos)

(MORRIS et al.,
2012)
(FENSTERSEIFER
et al., 2015)
(STROMSTEDT et
al., 2017)
(HEMU; P TAM,
2017)

(TROEIRA
HENRIQUES et
al., 2017)
(ANDREEYV et al.,
2016)
(WANG et
2021)

al.,

(DINH et al., 2015)

(STONE et
2018)

al.,

(MOURTADA et
al., 2019)
(LAN et al., 2014)
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Dendrimeros

LAK120-AP13
DJK-5

DJK-5, DJK-6

(RW)4D

G3KL

P. aeruginosa

P. aeruginosa , E. coli,

A. baumannii,
pneumoniae e
enterica

E. coli e S. aureus

A. baumannii e
aeruginosa

(KLODZINSKA et

al., 2019)

(DE LA
FUENTE-NUNEZ
et al., 2015)

(LIU et al,
2007)

(PIRES et al.,
2015)
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Figura 3. Estratégias peptidomiméticas utilizadas atualmente no desenvolvimento
de PAMs candidatos a farmacos. Representacdo esquematica da otimiza¢do dos
PAMs através das estratégias peptidomiméticas. Dentre elas podemos citar a inversao
de quiralidade (insercdo de D-aminodcidos em sequéncias L-aminoacidos); a
glicosilacdo de PAMs (insercdo de agucares nas sequéncias de PAMSs), podendo ser
ligagdo aos atomos de oxigénio (tipo-O), nitrogénio (tipo-N), carbono (tipo-C) ou
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enxofre (tipo-S); a PEGuilacdo (adicdo de cadeias de polietilenoglicol (PEG) as cadeias
laterais de PAMs); PAMs grampeados (insercdo de um grampo composto por
hidrocarbonetos, o qual estabiliza uma determinada estrutura bioativa); a ciclizagéo,
onde as extremidades (NHz) e (COOH) se encontram conectadas formando uma
estrutura circular, podendo também ocorrer entre as cadeias laterais de PAMSs; a
formacdo de dendrimeros (agregados de polimero radialmente ramificados a partir de
um nucleo central, onde hd a multimerizacdo do PAMs alvo); e, por fim, as estratégias
de grafting, onde epitopos (por exemplo, PAMs) com uma determinada atividade
biol6gica podem ser inseridos dentro de um arcabouco estavel (por exemplo, estruturas
estabilizadas por cisteinas) visando uma maior biodisponibilidade no hospedeiro
infectado. Figura do autor.

1.4. PAMSs contendo D-AAs

Do ponto de vista funcional, modificacbes pds-traducionais e modificacdes
quimicas em peptideos/proteinas contendo D-aminoacidos confere a essas moléculas
uma estereoquimica pouco usual, muitas vezes relacionada a maior resisténcia a
processos cataliticos realizados por enzimas (proteases), sendo essa resisténcia uma
propriedade desejada em termos de investimento na inddstria farmacologica
(CARDOSO; CANDIDO; et al., 2018). Em relacdo a estrutura, as propriedades fisico-
quimicas sdo conservadas entre L- e D-enantibmeros, uma vez que cada configuracao
pode girar a luz polarizada em um plano oposto (CHEN et al., 2006). Sendo assim,
podem ser observadas modificagdes na orientacdo espacial e topologia das cadeias
laterais entre esses tipos de aminoécidos dentro de uma cadeia peptidica (LIU et al.,
2016).

A substituicdo de L-aminoacidos por variagfes estereoquimicas tem sido usada
hd muito tempo como uma alternativa promissora para prevenir a degradacao
proteolitica (GRIECO et al., 2013). Andlises estruturais experimentais mostraram que
residuos de D-aminoacido podem atuar como quebradores de a-hélice e folha-f em
peptideos, contribuindo para uma orientacdo espacial oposta quando comparados aos
seus L-peptideos, favorecendo assim a estabilidade proteolitica e, consequentemente,
biodisponibilidade in vivo (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2015; GRIECO et al.,
2013). Por outro lado, tais mudangas espaciais podem comprometer as atividades dos

PAMs. Dessa forma, Goodman e Chorev (1979) propuseram a sintese de peptideos
26



retro-inverso (RI), também conhecidos como peptideos totalmente D-retro ou peptideos
retro-enantibmeros, por serem compostos de D-aminoécidos em uma ordem reversa a
sequéncias em L-aminoacidos (GOODMAN; CHOREV, 1979).

Outra limitacdo dos PAMs constituidos totalmente por D-aminoacidos inclui o
custo elevado de producéo, o que pode desencorajar a sua aplicacdo em ensaios clinicos
que necessitam de maiores quantidade de peptideo (CARDOSO; CANDIDO; et al.,
2018). Nesse sentido, PAMs parcialmente constituidos por D-aminoacidos sao
denominados diastereocisdmeros, e ja foram relatados como ocorrendo naturalmente
(CARDOSO; CANDIDO; et al., 2018). Dessa forma, estas alteracdes e fusdes podem
garantir a estabilidade estrutural, orientacdo espacial, topologia da cadeia lateral e
consequentemente, a bioatividade desses peptideos (CARDOSO; CANDIDO; et al.,
2018).

Nesse contexto, além de utilizar a técnica de substituicdo de L- por D-
aminoacido em sequéncias peptidicas, é necessario se obter a orientacdo do melhor local
para efetuar a insercdo, pois essas alteragdes podem influenciar na conformacéo
estrutural e funcional dos peptideos. Estratégias de modificagdes pontuais em PAMSs
diastereoisdmeros tém mostrado resultados promissores, como € o caso da temporina L
(GRIECO et al., 2013) e gramacidina 14 (KONDEJEWSKI et al., 1999), as quais
demonstram a influéncia positiva da substituicdo de L- por D-aminoacidos para a
obtencdo de um melhor indice terapéutico. Essas modificacdes pontuais de residuos de
D-aminoécidos em PAMs diastereoisdmeros podem, em alguns casos, nao interferir
drasticamente em seu arranjo estrutural comparado ao PAM parental (SCUDIERO et al.,
2013). Somado a isso, do ponto de vista industrial, os PAMs diastereoisdmeros se
mostram estratégias mais viaveis em termos de custo de producéo, bem como o tempo
aplicado neste processo, quando comparados a PAMs inteiramente constituidos de D-

aminodcidos, seja em sua sequéncia original ou retro-inversa.
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Figura 4. Insercdo de D-aminoacidos em sequéncias L-aminoacidos. Representacao
das estratégias de insercdo de D-aminoacidos em sequéncias de L-aminoacidos.
Inicialmente, a partir de uma sequéncia composta inteiramente por L-aminoacido
podemos gerar sua imagem espelhada composta inteiramente por D-aminoacidos.
Ademais, a topologia e orientacdo espacial de peptideos L-aminoacidos podem ser
preservadas em peptideo D-aminoéacido a partir da sintese deste em sua ordem inversa,
gerando peptideos retro-inverso. Por fim, peptideos diastereoisomeros sdo obtidos a

partir de uma mistura de L- e D-aminoacidos em uma mesma sequéncia peptidica.

1.5.  PAMS desenhados computacionalmente

Com o aumento das infeccbes provenientes por bactérias resistentes, as
estratégias uma vez utilizadas para o desenvolvimento de farmacos tém se tornado
obsoletas em curto espaco de tempo. Dessa forma, novas alternativas precisam ser
propostas. Os PAMSs naturais sdo, em muitos casos, longos e multifuncionais,
dificultando sua aplicagdo como um antimicrobiano especifico e, assim, destacando a
necessidade de serem otimizados para aplicacdes clinicas (CIUMAC et al., 2019).
Nesse contexto, a producdo de peptideos sintéticos através de estratégias
computacionais pode ser uma op¢do para o desenvolvimento de novos farmacos em
larga escala. Em especial, considerando que essas estratégias podem ser alinhadas aos
avancos proporcionados pelas estratégias peptidomiméticas para otimizacdo de PAMs.

Neste contexto, estratégias avancadas de desenho racional alinhadas a

metodologias computacionais tém sido usadas no desenvolvimento de PAMs mais
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potentes a um custo menor (FJELL et al., 2012). O desenho racional de novos farmacos
tornou-se uma &rea promissora na medicina quimica, visando o desenvolvimento de
produtos altamente especializados contra cepas e com o menor nivel de efeito colateral
(PORTO et al., 2012). Ademais, varias ferramentas computacionais tém sido
desenvolvidas buscando gerar novas variantes de PAMs (CARDOSO et al., 2020).
Dentre vérias dessas ferramentas podemos mencionar métodos empiricos e aprendizado
de méaquina, juntamente com abordagens estocasticas, as quais buscam a otimizacdo de
peptideos através de processos randdmicos (PORTO et al., 2012). Modelos de
aprendizado de maquina podem automatizar processos de otimizacdo de pequenas
sequéncias de PAMs, podendo validar as mesmas experimentalmente. Dentre esses
modelos, o modelo de relacdo quantitativa entre estrutura e atividade (QSAR)
(MITCHELL, 2014) busca a utilizagdo de propriedades fisico-quimicas para prever a
atividade biologica de sequéncias peptidicas (HILPERT et al., 2007). Podemos citar
ainda os métodos evolutivos, os quais se destacam pela utilizagdo de algoritmos
genéticos para desenvolver geracfes contendo sucessivas mutacdes e delecdes em uma
sequéncia alvo, afim de melhorar a identificacdo dos padrdes de atividade antibacteriana
(FJELL et al., 2011).

Ademais, as metodologias de novo geram sequéncias de PAMs sem a utilizacao
de um modelo, apenas utilizando as preferéncias de posicdo dos aminoécidos através
dos calculos estequiométricos, podendo assim garantir as caracteristicas de carga e
anfipaticidade da estrutura predita (PORTO et al., 2012). Métodos como esse,
permitiram a propagacdo de diversas sequéncias com variedade de aminoacidos,
estruturas tridimensionais e mecanismos de acdo (A HISS et al., 2010). Nesse contexto,
modelos linguisticos propostos por Loose et.al (2006), se baseiam ndo apenas nas
propriedades fisico-quimicas de PAMs, mas também buscam otimizar a disposicdo dos
aminodacidos dentro de uma sequéncia primaria (LOOSE et al., 2006). Neste modelo é
proposto que cada aminodcido represente uma ‘“palavra” que compde uma “frase”
(sequéncia) e para que a mesma faca sentido a palavra deve ser colocada na posicao
correta.

Estudos apontam que a funcionalidade de peptideos/proteinas esta associada
com a disposicéo particular dos residuos de aminoacidos ao longo da sequéncia (CHEN;
BAHAR, 2004). Em vista disso, quando uma estrutura ou padrdo funcional é

identificado a partir de uma sequéncia modelo, esse padrdo pode ser utilizado inserindo-
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0 em uma sequéncia alvo com o objetivo de gerar novas funcbes (CARDOSO et al.,
2020). Nesse contexto, Porto et al (2018) desenvolveu um algoritmo, denominado Joker,
baseado no modelo linguistico, e que utiliza a insercdo de padrdes (PORTO;
FENSTERSEIFER; et al., 2018). O algoritmo Joker realiza modificagfes nas
sequéncias dos peptideos a partir da insercdo de um padréo de interesse (por exemplo,
padrdo de o-hélice ou padrdo antimicrobiano), utilizando um sistema de janela
deslizante (PORTO; FENSTERSEIFER; et al., 2018). Os passos seguidos pelos autores
do algoritmo Joker incluiram, incialmente, a busca por padrdes de aminoacidos no
Antimicrobial Peptide Database (APD) (WANG et al., 2016). Foram obtidas 248
sequéncias de PAMs a-helicoidais, contendo 18 residuos de aminoécidos (formacao de
um minimo de trés voltas de a-hélice), as quais foram utilizadas para a identificacdo de
possiveis padroes de aminoacidos (PORTO; FENSTERSEIFER; et al., 2018). Como
resultado, o padrdo de a-hélice (KK[ILV]x(3)[AILV]) foi identificado e, posteriormente,
inserido em um conjunto de sequéncias “cegas” (blind set) ndo antimicrobianas e
depositadas no banco de dados de proteinas ndo-redundantes do National Center for
Biotechnology Information (NR-NCBI).

Dentre as sequéncias selecionadas no NR-NCBI, um fragmento de proteina
ribossomal (L39e - MARNKPLGKKLRLAAAFK) proveniente da bactéria
Pyrobaculum aerophilum foi selecionado e submetido a métodos de desenho
automatizado de PAMSs pelo algoritmo Joker (PORTO; FENSTERSEIFER; et al.,
2018). Como resultado, nove sequéncias analogas foram geradas (PaDBS1R1 — R9),
sintetizadas e inicialmente avaliadas acerca de suas propriedades antimicrobianas e
hemoliticas contra cepas bioluminescentes de P. aeruginosa e eritrécitos humanos,
respectivamente (PORTO; FENSTERSEIFER; et al., 2018).

Dessa forma, com base nos resultados preliminares (Tabela 2), os peptideos
PaDBS1R2, R6 e R7 se mostraram os analogos mais promissores. Dentre os peptideos
apresentados, PaDBS1R6 foi extensivamente estudado por Fensterseifer et al. (2019),
onde foi demonstrado em modelos animais de infeccdo cutanea e sistémica uma
atividade tempo-dependente para este peptideo, possivelmente dada a sua degradacao
nesses modelos (FENSTERSEIFER et al., 2019). Dados similares foram também
observados para 0s outros dois melhores peptideos candidatos, PaDBS1R2 e R7,

guando avaliados em modelos animais (dados ainda ndao publicados).
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Portanto, como alternativa para superar as desvantagens dos PAMs em relacdo a
répida degradacdo proteolitica, alta citotoxicidade e aliado ao grande potencial dessas
moléculas frente as cepas multirresistentes, estudos mais aprofundados a respeito da
influéncia de D-amino&cidos em sequéncias diastereoisdmeras sdo propostos afim de

estender e melhorar sua eficacia, visando sua aplicagcdo em nivel clinico.
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Tabela 2. Dados preliminares em relacdo as atividades antibacteriana e hemolitica do peptideo parental PaDBSL1 e seus analogos gerados através do
algoritmo Joker. Propriedades fisico-quimicas como carga, hidrofobicidade e momento hidrofébico foram calculadas atraves do servidor HeliQuest

(https://heliguest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py).

Sequéncias CIM (ug Ensaio hemolitico Propriedades fisico-quimicas
mL-l) *
(KKJILV]X(3)[AILV]) Carga Hidrofobicidade Momento Hidrofobico
(%)
PaDBS1 -MARNKPLGKKLRLAAAFK +6 19,4 0,135
Peptideos

PaDBS1R1 PKILNKILGKILRLAAAFK 6,25 50 +4 61,4 0,631
PaDBS1R2 PMKLLKRLGKKIRLAAAFK 3 >200 +6 40,5 0,446
PaDBS1R3 PMAKLLPRIKKKILAAAFK 12,5 >200 +5 52,4 0,356
PaDBS1R4 PMARKILLRIKLKIAAAFK 50 100 +5 58,3 0,234
PaDBS1R5 PMARNKILGKILRKIAAFK 6,25 >200 +5 43,8 0,431
PaDBS1R6 PMARNKKLLKKLRLKIAFK 1,5 >200 +7 29,9 0,260
PaDBS1R7 PMARNKPKILKRILAKIFK 6,25 >200 +6 40,6 0,464
PaDBS1R8 PMARNKPLKILLRLAAKIK 12,5 >200 +5 46,7 0,360
PaDBS1R9 PMARNKPLGKILRRIAAKI 12,5 >200 +6 22,2 0,389

CIM* - Concentracdo inibitéria minima contra cepas bioluminescentes de P. aeruginosa. Ensaio preliminar para a busca por atividades

antimicrobianas de acordo com o SPOT-array (FRANK, 2002).
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../(https:/heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py).

Dessa forma, afim de aprimorar essas sequéncias, foi proposto neste trabalho a
realizacdo da inversdo da quiralidade dos residuos de arginina e lisina para D-Arginina e
D-Lisina em todas essas sequéncias afim de otimizar e aprimorar esses PAMs,
estendendo sua eficacia nos contextos in vitro e in vivo.

Para isso, todas as argininas e lisinas dessas sequéncias tiveram sua quiralidade
invertida, uma vez que sdo 0s principais sitios ativos de degradacdo por serino proteases.
Este estudo englobou analises de estabilidade em soro proveniente de plasma humano,
bem como ensaios antimicrobianos de concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM), juntamente com testes de atividade hemolitica
e citotoxica. Ademais, analises estruturais foram realizadas através de experimentos de
dicroismo circular (DC) e ressonancia magnética nuclear (RMN), afim de entender a
influéncia dos residuos de arginina e lisina em conformacdo D-aminoécidos, bem como
as interagdes e comportamento apresentado pelos peptideos diastereoisomeros em

comparagdo com suas sequéncias parentais em conformacao L-aminoacido.
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novos antibiéticos como alternativa para combate as
cepas resistentes tem se tornado mais intenso nas Ultimas décadas, como resposta aos
relatos cada vez mais frequentes de patdgenos multirresistentes. Somado a isso, 0s
efeitos colaterais causados por alguns antibidticos que se encontram disponiveis
atualmente no mercado também representam um obstaculo a ser ultrapassado. Dessa
forma, had a necessidade de investimento em estudos mais elaborados acerca das
propriedades fisico-quimicas de tais medicamentos, bem como seus patdgenos alvo e
também sobre o comportamento destes no corpo humano. Neste contexto, os PAMs
configuram moléculas presentes em todos os seres vivos e desempenham um papel
crucial na protecdo contra microrganismos, sendo reconhecidos como a primeira linha
de defesa contra patdgenos. Uma das estratégias de otimizacdo dos PAMs é o uso de D-
aminodcidos, visando o aumento de sua estabilidade e biodisponibilidade tanto em
ambiente in vitro quanto in vivo. Sendo assim, € possivel utilizar D-aminoacidos ao
longo de toda a cadeia de um PAM, seja em sua forma original ou retro-inversa, bem
como o uso de D-amino&cidos juntamente com L-aminoacidos caracterizando, assim, 0S
peptideos diastereoisdmeros. Nesse contexto, a Ultima op¢éo se destaca pelo seu menor
custo e tempo de producédo, aliado a resisténcia a proteélise, reducdo da toxicidade
perante células de mamiferos e, na maior parte dos casos, a preservacdo do potencial
antimicrobiano dos peptideos modificados. Portanto, neste estudo, foi realizada a sintese
quimica dos peptideos PaDBS1R2, R6 e R7 como diastereoisdmeros, onde todos os
residuos positivamente carregados de arginina e lisina em conformacdo L-aminoacidos
foram substituidos por D-aminoacidos. Os peptideos parentais L-aminoacidos foram
utilizados como controle em todos os ensaios propostos. Dessa forma, todos os
peptideos foram submetidos a avaliacdes de estabilidade em soro proveniente de plasma
humano, atividades antibacterianas, hemolitica e citotoxica. Em paralelo, as analises
estruturais de DC e RMN foram realizadas afim de compreender a influéncia da D-Arg
e D-Lis no arranjo estrutural e, consequentemente, na atividade biologica dos peptideos

testados.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Avaliar a influéncia de D-Arg e D-Lis nas atividades bioldgicas e estrutura de
trés PAMs desenhados computacionalmente.

3.2.  Objetivos especificos

I Sintetizar os peptideos PaDBS1R2, R6 e R7 em sua forma L-amino4cido e
diastereoisomeros (D-Arg e D-Lis);

ii. Testar a estabilidade dos peptideos parentais e diastereoisdmeros em soro
proveniente de plasma humano;

iii. Realizar ensaios antimicrobianos, hemolitico e citotoxico;

iv. Caracterizar a estrutura secundaria dos peptideos por DC;

V. Avaliar os deslocamentos quimicos secundarios (Ha) e coeficiente de

temperaturas (NH) dos peptideos por RMN.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Sintese quimica dos peptideos derivados P. aerophilum

Os peptideos PaDBS1R2, R6 e R7 em conformacdo L-aminoacidos e
diastereoisomeros (D-Arg e D-Lis) foram adquiridos da empresa Peptide 2.0
Incorporated (USA), a qual realizou a sintese através da metodologia de fase solida F-
moc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo) com >95% de pureza. A massa dos peptideos foi
determinada através de espectrometro de massa MALDIToF/ToF UltraFlex 111 (Bruker
Daltonics), inicialmente os peptideos liofilizados foram submetidos a solubilizacdo em
agua ultrapura e misturados em solugdo saturada de matriz constituida por acido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico (1:3), em seguida foram depositados em uma placa do tipo
MTP 384 massive para peptideos sintéticos, deixados para cristalizar a temperatura
ambiente. A calibragéo foi realizada utilizando Peptide calibration standard 11 (Bruker

Daltonics) como padrdes de massa molecular.

4.2.  Teste de estabilidade em soro proveniente de plasma humano

Os peptideos foram avaliados quanto a sua estabilidade em soro proveniente de
plasma humano de acordo com o protocolo descrito por Chan e colaboradores (2013).
Cada peptideo foi diluido em 1:10 com 50% de soro em tampdo fosfato-salino (PBS).
Os pontos de incubacgdo foram de 0, 30 e 60 min a 37 °C. As proteinas do soro foram
precipitadas com a adicdo de TFA (4 uL; 10 min, 4 °C) para cada tubo. A estabilidade
de cada ponto de tempo analisada foi calculada como a area da fracdo do peptideo em
soro (tratamento com peptideos) em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE; do
inglés: High performance liquid chromatography HPLC) a 215 nm comparada a

porcentagem de area do tempo zero coletado.

4.3. Avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracéo

bactericida minima (CBM)

A CIM foi determinada frente a cepas bacterianas susceptiveis e resistentes,
incluindo isolados clinicos disponiveis no laboratorio de Microbiologia do S-Inova
Biotech da Universidade Cat6lica Dom Bosco (UCBD). Os ensaios foram realizados
utilizando as cepas de E. coli (ATCC 25922 e K. pneumoniae carbapenemase positiva
(KpC+) 001812446), K. pneumoniae (KpC+ 001825971) e P. aeruginosa (ATCC

27853), assim como o isolado clinico A. baumannii (HRAN 003321216). O método
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utilizado foi o de microdiluicdo em caldo de acordo M7-A6 do National Committee for
Clinical Laboratory Standards (WAYNE, 2011) em microplaca de 96 pocos. A
suspensdo bacteriana ajustada (5 x 10° unidades formadoras de coldnias (UFC) mL™)
foram aplicadas em cada pogo da microplaca contendo os peptideos (concentracao final
de 32 a 2 umol L por pogo). As microplacas foram incubadas a 37 °C e a leitura da
densidade oOptica (D.O. 600 nm) foi realizada apds 24 h. Uma aliquota de 10 pL de
células bacterianas provenientes dos po¢os do ensaio para determinacdo da CIM foi
diluida (1:10, v/v), plaqueada em meio Mueller-Hinton 4gar (MHA) e incubadas a 37 °C
por 24 h. Apds este periodo, a CBM foi determinada como a concentracdo na qual nao
foi possivel realizar a contagem de col6nias bacterianas em MHA.

4.4. Avaliagédo da atividade hemolitica

Os ensaios hemoliticos foram realizados com eritrocitos de murinos saudaveis,
como descrito anteriormente (CARDOSO; CANDIDO; et al., 2018). O sangue venoso
fresco dos murinos foi coletado e armazenado em tubos contendo solugdo salina (0,9%
NaCl). O estoque de peptideos foi preparado a partir de diluicdes seriadas, onde a
concentracdo inicial utilizada foi de 100 umol L. A solugdo salina contendo eritrocitos
foi utilizada como controle negativo, enquanto que 1% de Triton X-100 (100% de lise
dos eritrocitos) foi utilizado como controle positivo. As taxas de hemolise foram
aferidas a 415 nm, sendo calculadas de acordo com a equacéo abaixo:

%Hemolise = (amostra - salina) / (Triton 1% - salina) x 100

45. Ensaio de viabilidade celular

O potencial citotoxico dos peptideos de estudo foi avaliado frente a diferentes
linhagens celulares, incluindo macréfagos de murino (RAW 264,7 e macrofagos
recrutados de camundongos). Os ensaios de citotoxicidade celular foram realizados de
acordo com Chan e colaboradores (2015). As células foram incubadas durante 24 h
(aderéncia) e tratadas com meios frescos no dia seguinte, antes da adicdo de peptideos
(de 1,5 a 100 umol L™). As células com peptideos foram incubadas por 24 h. Apés este
periodo 3-(4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazolio brometo (MTT) foi adicionado
(10 puL; 5 mg mL? em PBS), e as células foram incubadas por mais 4 h. O sobrenadante
foi removido e, em seguida, 100 pL. de DMSO foram adicionados. A viabilidade celular

foi aferida a 600 nm. Triton X-100 0,1% (v/v) foi utilizado como controle positivo.
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4.6. Caracterizacdo das estruturas secundarias por dicroismo circular
(DC)

A preferéncia conformacional para os peptideos a 30 umol L™ foi investigada em
diferentes ambientes, incluindo &gua ultrapura, solu¢do tampéo fosfato de potassio (10
mmol L7), 2,2,2 trifluoroetanol (TFE) 30% (v/v) em agua e dodecil sulfato de sddio
(SDS) 50 mmol L. Os experimentos foram realizados em um espectropolarimetro
JASCO (J-810) equipado com um controlador de temperatura do tipo Peltier. Os
espectros foram obtidos em temperatura de 25 °C. As medidas foram realizadas de 185
a 260 nm a uma velocidade de varredura de 50 nm min™. A resolucéo foi de 0,1 nm com
tempo de resposta de 1 s em cinco acumulagdes de varredura para cada amostra. Todos
0s espectros foram analisados usando o algoritmo Fast Fourier de Jasco e a linha de

base corrigida.

4.7.  Avaliagdo dos deslocamentos quimicos secundarios por ressonancia

magnética nuclear (RMN)

Espectros de RMN foram obtidos para todas as sequéncias utilizadas no presente
trabalho. Cada peptideo, individualmente, foi avaliado em 60% (v/v) H20, 30% (v/v)
TFE-g3, e 10% (v/v) DO (Cambridge Laboratorios de isotopos) a uma concentragdo de
1 mmol L (pH 4,3). 4,4- acido dimetil-4-silapentano-1-sulfonico (DSS) foi usado
como uma referéncia de deslocamento quimico para calibracdo espectral. Espectros
unidimensionais *H e bidimensionais, incluindo (Espectroscopia de Correlagdo Total)
TOCSY, (Efeito Nuclear Overhauser) NOESY, foram adquiridos a 298 K em um
espectrometro Bruker Avance de 600 MHz. Os espectros foram processados usando o
programa TopSpin 2.1 (Bruker) e atribuidos com o software CCPNMR v.2.4. Os valores
de deslocamento quimico secundarios para Ho foram obtidos através da subtracdo dos
valores mapeados dos espectros de RMN, com valores de *H descritos por (WISHART
et al., 1995). Dessa forma foram obtidos os resultados dos deslocamentos quimicos para
cada peptideo testado. Experimentos de coeficiente de temperaturas foram realizados
em 70% (v/v) D20 e 30% (v/v) TFE-g3 (pH 4,3). Os espectros foram registrados de 283
a 308 K, em intervalos de 5 K.
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5. RESULTADOS

5.1.  Grupos de estudo, propriedades fisico-quimicas e sintese

Com base nas sequéncias dos peptideos PaDBS1R2, R6 e R7 em L-aminoé&cido
(denominado de Grupo 1), foram realizadas as inversdes de quiralidade em todos os
residuos de arginina e lisina, 0s quais sdo carregados positivamente e, dessa forma, alvo
de degradacdo por serino proteases (por exemplo, tripsina e quimotripsina). Sendo
assim, foi gerado um novo grupo com trés sequéncias de diastereoisémeros,

denominado Grupo Il (Tabela 3).

Tabela 3. Representacdo das sequéncias utilizadas, onde o Grupo | consiste de
sequéncias em L-amino&cido, seguido do Grupo Il com alteracbes em todos os residuos

de arginina e lisina para D-aminoécido.

Peptideo L- aa D-Arg / D-Lis
Grupo | Grupo Il
PaDBS1R2 PMKLLKRLGKKIRLAAAFK PMKLLKRLGKKIRLAAAFK
PaDBS1R6 PMARNKKLLKKLRLKIAFK PMARNKKLLKKLRLKIAFK
PaDBS1R7 PMARNKPKILKRILAKIFK PMARNKPKILKRILAKIFK

Residuos em negrito (Grupo Il) representam D-aminoacidos.

As caracteristicas fisico-quimicas de cada peptideo como carga, hidrofobicidade
e momento hidrofobico foram calculadas pelo servidor HelliQuest (GAUTIER et al.,
2008), como apresentado anteriormente na Tabela 2. Como resultado, o valor de
hidrofobicidade calculado para o peptideo PaDBS1R6 foi menor em comparacdo com
PaDBS1R2 e R7, assim como o valor do momento hidrofébico. Essas caracteristicas
indicam que dentro de um diagrama o-helicoidal, o peptideo PaDBS1R6 € 0 menos
anfipatico em comparacdo aos outros peptideos de estudo (Figura 5). Por outro lado,
PaDBS1R6 é o peptideo mais catidnico, uma vez que sua carga é +7, sendo +6 para 0s
outros dois peptideos. Ademais, todos os peptideos apresentaram um percentual de
hidrofobicidade abaixo de 50%, o que é desejavel para PAMs ndo toxicos frente a
celulas humanas saudaveis.

Todos os peptideos foram sintetizados pela técnica de fase sélida (Fmoc), com
massa molecular confirmada por espectrometria de massas (MALDI-ToF,

providenciados pela empresa Peptide 2.0). Para os peptideos do Grupo I, incluindo
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PaDBS1R2, R6 e R7, foram observadas massas moleculares iguais a 2184,01 Da,
2298,27 Da e 2266,44 Da, respectivamente (Anexos 1 a 3). Para o Grupo Il
(diastereoisdbmeros contendo D-Arg/D-Lis), nessa mesma ordem, foram observadas
massas moleculares iguais a 2183,27 Da, 2298,02 Da e 2266,99 Da (Anexos 4 a 6),
sendo o grau de pureza para todas as analises acima de 95%.

Fragmento Original

MARNKPLGKKLRLAAAFK
AN
I =1

PaDBS1R2 PaDBS1R6 PaDBS1R7

PMKLLKRLGKKIRLAAAFK PMARNKKLLEKKLRLKIAFK PMARNKPKILKRILAKIFK

Figura 5. Diagramas de hélice para o peptideo parental PaDBS1 e seus analogos
PaDBS1R2, R6 e R7 gerados pelo algoritmo Joker. Os diagramas mostram a
distribuicdo dos residuos de aminoacidos ao longo de uma estrutura a-helicoidal para os
peptideos. Os residuos carregados positivamente estdo apresentados em cor azul, 0s ndo
carregados em cinza e 0s residuos ndo polares em amarelo. O vetor do momento
hidrofobico é representado por setas que partem do centro dos diagramas, uma vez que

o valor estimado do momento hidrofobico é proporcional ao tamanho das setas.
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5.2. Estabilidade em soro proveniente de plasma humano

Inicialmente, os grupos de peptideos foram avaliados quanto a sua estabilidade

em soro proveniente de plasma humano. Como observado na (Tabela 4) os peptideos L-

aminoécido sofreram degradacdo acima de 70% j& no tempo inicial, sendo totalmente

degradados apds 30 e 60 min de incubacdo. Ja para os peptideos diastereoisbmeros

pertencentes ao Grupo Il (PaDBS1R2, R6 e R7) foi observada uma estabilidade média

de 48%, 65% e 56%, respectivamente, nos tempos de incubacdo de 0 a 60 min. Dessa

forma, podemos afirmar que, ap6s a inser¢do dos residuos de D-Arg e D-Lis, as

sequéncias do Grupo Il se tornaram mais resistentes ao ambiente proteolitico avaliado,

demonstrando que nosso primeiro objetivo foi alcancado. Contudo, é valido destacar a

necessidade de realizar este mesmo experimento em maiores tempos de incubagao, afim

de avaliar a linearidade e cinética dessa resisténcia a protedlise.

Tabela 4. Teste de estabilidade em soro proveniente de plasma humano para os peptideos do

Grupo | (L-aminoéacido) e os peptideos do Grupo Il (diastereoisdmeros). Residuos em negrito

(Grupo I1) representam D-aminoé&cidos.

Peptideo Estabilidade no Plasma (%0)
Grupo | — L-aa 0 min 30 min 60 min
PaDBS1R2 PMKLLKRLGKKIRLAAAFK 28,3 0 0
PaDBS1R6 PMARNKKLLKKLRLKIAFK 23,2 0 0
PaDBS1R7 PMARNKPKILKRILAKIFK 0 0 0
Grupo Il — D-Arg/D-Lis

PaDBS1R2 PMKLLKRLGKKIRLAAAFK 46,7 43,6 53,7
PaDBS1R6 PMARNKKLLKKLRLKIAFK 60,8 67,1 69,0
PaDBS1R7 PMARNKPKILKRILAKIFK 62,4 46,3 56,6
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5.3. Ensaios antibacterianos

Os ensaios de CIM foram realizados com os Grupo | e Il (Tabela 5), frente a
cepas bacterianas suspcetiveis e resistentes previamente descritas na metodologia. Os
peptideos PaDBS1R2, R6 e R7 do Grupo | foram capazes de inibir as cepas de E. coli
(ATCC 25922) a 4, 8 e 16 umol L, respectivamente. Quando esses mesmos peptideos
foram avaliados contra cepas de E. coli (KpC+ 001812446) foram observados CIMs de
2,4 e 8 umol L. Ja contra as cepas de A. baumannii (isolado clinico 003321216),
PaDBS1R2 e R6 inibiram o crescimento bacteriano a 8 umol L, enquanto o peptideo
PaDBS1R7 realizou essa mesma funcéo a 4 umol L. Os maiores valores de CIM foram
obtidos frente a P. aeruginosa (ATCC 27853), sendo eles 8, 16, 32 umol L para
PaDBS1R2, R6 e R7, respectivamente. Por outro lado, ndo foram observadas atividades
contra K. pneumoniae (KpC+ 001825971) na concentracdo mais alta testada (32 umol
L?1). Os ensaios de CBM também realizados com o Grupo | mostraram que esses
peptideos ndo soO inibem o crescimento, mas como também erradicam as cepas testadas
de 4 a 32 pmol L, como observado na Tabela 4.

Nesse estudo, os peptideos do Grupo Il ndo apresentaram atividades
bacteriostaticas na maior concentracido de 32 pmol L, com excecdo do peptideo
PaDBS1R2, o qual inibiu o crescimento de um isolado clinico de A.baumannii (HRAN
003321216) a 32 umol L. Nos ensaios de CBM, no entanto, ndo foi observada
atividade em concentrag@es até 32 umol L. Dessa forma, observamos que apesar da
maior estabilidade em soro, os peptideos diastereoisdmeros do Grupo Il perderam as
atividades contra cepas bacterianas Gram-negativas quando comparado aos seus PAMSs

parentais L-aminoéacido.
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Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) para 0s
peptideos PaDBS1R2, PaDBS1R6, PaDBS1R?7 e seus andlogos diastereoisémeros.

CIM (CBM) - umol L

Grupo | - L-aa Grupo Il - D-Arg/D-Lis

R2 R6 R7 R2ZD R6D R7D

E. coli (KpC+ 001812446) 2 (4) 4 (8) 4 (8) >32 >32 >32
E. coli (ATCC 25922) 4 (4) 8(8) 16(32) >32 >32 >32
A. baumannii (isolado clinico 8 (16) 8 (16) 4 (16) 32 >32 >32
P. aeruginosa (ATCC 27853) 8 (16) 16 (32) 32(32) >32 >32 >32
K. pneumoniae (KpC+ 001825971) >32 >32 >32 >32 >32 >32

5.4. Ensaios hemolitico e citotoxico

As propriedades hemoliticas e citotoxicas dos PAMs geralmente representam um
gargalo relevante no decorrer do tratamento de infeccGes bacterianas. Sendo assim,
ensaios hemoliticos e citotdxicos (Tabela 6) foram realizados para 0 ambos 0s grupos
com a utilizacdo de eritrocitos e macrofagos (RAW 264,7 e macrofagos recrutados de
camundongos) de murinos. Constatou-se que na maior concentragdo de 100 umol L*
tanto os L-aminoacidos quanto os diastereoisdmeros ndao foram hemoliticos. Ademais,
ndo foi observado o comprometimento das linhagens celulares testadas sugerindo, assim,

a seletividade para células bacterianas no caso dos peptideo L-aminoacidos do Grupo I.
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Tabela 6. Atividade hemolitica (%) e citotoxica (ICso) dos peptideos de estudo, frente a

eritrécitos de camundongos, células RAW 267,4 e macrofagos recrutados de camundongos.

Hemolise (%0)

Grupo | - L-aa Grupo Il - D- aa
Peptideos R2 R6 R7 R2D R6D R7.D
Eritrécito de camundongo 13 12,6 12,3 11,4 11,8 14,7
Viabilidade celular (ICso - pmol L)
RAW 267,4 >100 >100 >100 >100 >100  >100
Macrdéfagos recrutados >100 >100 >100 >100 >100  >100

ICs0: Comprometimento da viabilidade celular em 50%.

5.5.  Analises estruturais

Como parte deste projeto, a caracterizacéo da estrutura secundaria dos grupos de
peptideos foi realizada, inicialmente, através das analises de DC (Figura 6). Essas
analises foram realizadas em diferentes ambientes, incluindo &gua ultrapura, solugéo
tampao de fosfato de potassio 10 mmol L™ (pH 7,4), TFE 30% em agua (v/v) e SDS 50
mmol L (micelas). Inicialmente, foi observado que os peptideos L-aminoacido
pertencentes ao Grupo | apresentaram maior propensao para formacdo de a-hélice nos
ambientes TFE 30% e SDS, em comparacdo aos espectros obtidos em agua e tampao.
Os valores de absorcdo de banda ficaram entre 190 (nm) positivo e 208/222 (nm)
negativos em TFE e SDS, carateristicos de formacdo de a-hélice. Quando avaliados em
agua e tampdo, os valores ficaram entre 212 (nm) positivo e 195 (nm) negativo
caracteristicos de formacao de random coil.

Por outro lado, foi observado que os peptideos do Grupo Il contendo D-Arg/D-
Lis ndo formaram estrutura secundaria em nenhum dos ambientes mimeticos avaliados,
uma vez que os valores de absorcdo de banda ficaram entre os valores de 212 (nm)
positivo e 195 (nm) negativo. Dessa forma, concluimos que os peptideos do Grupo I,
quando comparados com seu grupo parental (Grupo I), apresentaram a perda de
estrutural a-helicoidal nos ambientes testados. Essa caracteristica pode estar

intimamente relacionada com a perda de atividade antimicrobiana no Grupo 1.
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Figura 6. Espectros de DC para os peptideos PaDBS1R2, R6 e R7 parentais (L-
aminoacido — Grupo |) e diastereoisdmeros (D-Arg/D-Lis — Grupo Il). Os espectros
de DC foram adquiridos em diferentes ambientes, incluindo agua (preto), tampao
(cinza), TFE 30% (v/v) (vermelho) e 50 mmol L* SDS (azul). Os peptideos L-
aminoacido (Grupo 1) estdo representados de A-C, enquanto o0s analogos

diastereoisémeros (Grupo 1) estéo representados de D-F.

Em associacdo as analises de DC, foram realizados experimentos de RMN para
determinar os pontos de segmentos helicoidais e de random coil nas sequéncias
estudadas. Os grupos tambeém foram submetidos a analises em TFE 30% em agua (V/v).
Nesse contexto, o deslocamento quimico secundario é mensurado de acordo com o
resultado dos valores adquiridos através do assinalamento de Ha, 0s quais sdo
subtraidos da tabela de padronizacdo reportada por Wishart et al. (1995). Logo, esse
resultado é baseado nos valores < -0,1 ou > 0,1 ppm, onde o resultado mais negativo
que -0,1 ppm ocorrerd formacdo de a-hélice; enquanto valores mais positivos que 0,1

ppm indicam a formagé&o de estrutura em folha-p. Foi observado que o Grupo I parental
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demonstrou a formacgdo de estrutura secundaria em a-hélice. As regiGes de segmento a-
helicoidal podem ser observadas para PaDBS1R2 entre os residuos Lis® e Lis® e, em
uma segunda parte, entre os residuos Lis'® e Arg!® (Figura 7A). Ja o peptideo
PaDBS1R6 possui uma regido a-helicoidal bem definida entre os residuos Lis® e 1le®
(Figura 6A). Por fim, o peptideo PaDBS1R7 possui um segmento helicoidal que se
estende da Lis® a 1le'” (Figura 6A).

Em contrapartida, o Grupo Il representado pelos peptideos diastereoisomeros
(Figura 7B) nédo apresentou formacdo de nenhuma estrutura secundéria (valores entre
0,1 e -0,1 ppm), confirmando assim que esses peptideos permaneceram em random coil
no ambiente mimético testado.

Anaélises de coeficiente de temperatura também foram realizadas com o Grupo I,
afim de investigar sua estrutura secundaria em maiores detalhes. Essas analises foram
realizadas para mensurar as ligacdes de hidrogénio estabelecidas pelos protons amidicos
(NH) de 283 a 308 K, com intervalos de 5K. Com base na literatura, os valores de
coeficiente de temperaturas mais positivos que -4,6 ppb K* sio interpretados como uma
maior protecdo daquele dado préton amidico (NH) ao solvente favorecendo, assim, a
formacdo de ligacdes de hidrogénio intrapeptidicas. Esses dados fornecem ainda
informacao acerca da diferenca de flexibilidade entre as estruturas analisadas.

Dessa forma, observou-se (Figura 7C) com esses dados que os residuos Leu?,
Leu®, Lis®, Arg’, List, Arg®, Alal’, Phe!® e Lis!® do peptideo PaDBSIR2 se
mantiveram protegidos do solvente uma vez que o deslocamento de seus NH apresentou
assim valores maiores que -4.6 ppb K (Figura 7C). Ja para o peptideo PaDBS1R7 os
residuos que ficaram protegidos foram Pro’, Lis®, Lis'!, Arg'?, Ala® Lis'® e Lis®
(Figura 7C). Interessantemente, o peptideo PaDBS1R6 (menos anfipatico) nao
apresentou residuos com gradiente mais positivos que -4.6 ppb K. Considerando que
guanto maior o nimero de residuos protegidos do solvente maior o nimero de ligacGes
de hidrogénio intrapeptidicas, podemos inferir que o peptideo PaDBS1R6 sofreu o0s
maiores deslocamentos de NH nas temperaturas avaliadas. Sendo assim, temos a

seguinte ordem de estabilidade temperatura-dependente: PaADBS1R2 > R7 > R6.
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Figura 7. Deslocamentos quimicos secundarios para Ha a partir da subtracao dos
deslocamentos experimentais dos deslocamentos descritos na literatura para
estruturas randémicas descritas por Wishart et al. (1995), bem como analises de
coeficiente de temperatura em TFE 30% (v/v). Em (A) o segmento a-helicoidal para

PaDBS1R2 foi calculado entre os residuos Lis® a Lis® seguido da Lis'® a Arg3. Para o
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peptideo PaDBS1R6 0 seguimento a-helicoidal foi observado entre a Lis® e 1le. Por
fim, o peptideo PaDBS1R7 apresentou um segmento a-helicoidal entre Lis® e Ile!’. (B)
Para os peptideos do Grupo Il apenas trés residuos obtiveram valores maiores que -0,1
ppm e menores que 0,1 ppm caracterizando, assim, auséncia de formagdo de estrutura
secundaria. (C) Coeficiente de temperatura calculado para o Grupo I, onde valores mais
positivos que -4,6 ppb K caracterizam residuos mais protegidos ao solvente e,
consequentemente, envolvidos em ligaces de hidrogénio intrapeptidicas (CIERPICKI;
OTLEWSKI, 2001).

Em adicdo aos dados de deslocamento quimico para NH mais comumente
avaliados em experimentos de coeficiente de temperaturas, neste trabalho tambem
buscamos determinar os deslocamentos quimicos para Hoo em todas as temperaturas
testadas. Como resultado, observamos que mesmo variando a temperatura os peptideos
parentais L-aminodcidos PaDBS1R2 e R7, apresentaram deslocamento para Ho. estaveis
ao longo das variacdes de temperatura (Figura 8A e C), corroborando com o fato desses
peptideos terem apresentado um maior numero de ligacdo intrapeptidicas como
mostrado acima (Figura 7C). Em contrapartida, o peptideo PaDBS1R6 mostrou que
variacOes de temperatura para mais ou menos (a partir de 298K) resultaram em valores
de deslocamento de Ha mais positivos (Figura 8B), caracterizando assim uma
diminuicdo no perfil de a-hélice do peptideo. Nesse sentido, podemos afirmar que o
perfil de a-hélice do PaDBS1R6 esta intimamente relacionado com os coeficientes de

temperatura.
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Figura 8. Deslocamentos quimicos secundarios para Ha a partir da subtracdo dos
deslocamentos experimentais dos deslocamentos descritos na literatura para
estruturas randémicas descritas por Wishart et al (1995), e mapeados em todas as
variacOes de temperatura, para todas as sequéncias de PAMs L-aminoacidos. Em
(A) os valores para o deslocamento em média se mantiveram em regido com valor mais

negativo que -0,1 ppm, indicando formacéo de estrutura secundéaria. (B) o PaDBS1R6
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mostrou tendéncia para formacdo de estrutura secundéria apenas em temperatura
ambiente (298 K), em média sua estrutura se manteve em random coil uma vez que as
temperaturas variaram para mais ou para menos. (C) O mesmo comportamento
observado para PaDBS1R2 foi também observado para PaDBS1R7 mantendo, assim,
uma maior estabilidade de estrutura secundaria, ainda que ocorra variacdo na

temperatura.

6. DISCUSSAO

InfeccBes nosocomiais causadas por cepas bacterianas resistentes a antibidticos
representam uma grave ameaca a humanidade (HAY et al., 2018). Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destacam que a resisténcia antimicrobiana esta
entre uma das trés principais ameacas a saude humana (SHRIVASTAVA et al., 2018).
Cepas bacterianas s@o eficientes na sintese e compartilhamento de genes envolvidos na
resisténcia aos antibioticos (EL-HALFAWY'; VALVANO, 2015). Nesse contexto, essas
cepas podem causar, além dos efeitos negativos na saude publica, graves problemas no
ambito social e também na economia mundial (CORNEJO et al., 2017).

Dessa forma, a busca por novas alternativas pela comunidade cientifica tem sido
cada vez mais incentivada. Os PAMs representam uma das alternativas a
antibioticoterapia convencional, uma vez que possuem multiplas atividades biologicas
no contexto da resisténcia bacteriana. Apesar das vantagens apresentadas pelos PAMs
como fortes candidatos no desenvolvimento de novos farmacos contra as cepas
resistentes, estes podem apresentar algumas desvantagens quando avaliados em
contexto clinico. Dentre eles podemos citar sua instabilidade (ZHAO et al., 2016),
degradacdo proteolitica (PACHON-IBANEZ et al., 2017), curto tempo de meia-vida
devido a rapida eliminacdo (LOMBARDI et al., 2015), bem como baixa seletividade
celular em alguns casos, levando a toxicidade frente a células saudaveis do hospedeiro
(OSHIRO et al., 2019). Esses fatores podem comprometer a biodisponibilidade dos
PAMs resultando, assim, em limitac6es nos tratamentos antibacterianos.

Na tentativa de superar essas limitacGes, estratégias de peptidomiméticos,
incluindo a glicosilacdo, PEGuilacdo, ciclizacdo, grafting, multimerizacao
(dendrimeros), grampeamento, bem como a inser¢do de D-amino4cidos em sequéncias
peptidicas representam alternativas promissoras para a otimizacdo desses PAMs. Dentre

estas opcoes, a Ultima alternativa visa 0 aumento da estabilidade e biodisponibilidade
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dos PAMs, tanto em ambiente in vitro quanto in vivo. Sendo assim, é possivel utilizar
D-aminoacidos ao longo de toda a cadeia de um PAM, seja em sua forma original ou
retro-inversa, bem como o uso de D-aminoécidos juntamente com L-aminoacidos
caracterizando, assim, 0s peptideos diastereoisdmeros.

Nesse contexto, os diastereoisdmeros se destacam pelo seu menor custo e tempo
de producdo, aliado a resisténcia a protedlise, reducdo da toxicidade perante células de
mamiferos e, na maior parte dos casos, a preservacdo do potencial antimicrobiano dos
peptideos modificados. Estudos demonstram que aminoécidos catiénicos sdo de grande
importancia para a atividade antimicrobiana, caracteristica da maioria dos PAMSs
anfipaticos, uma vez que eles sdo 0s responsaveis por interacdes eletrostaticas iniciais
com membranas bacterianas (LOHNER et al., 2008; LUONG et al., 2018). Sendo assim,
arginina e lisina sdo os residuos catiénicos mais comumente encontrados nos PAMs, e
responsaveis por estabilizar o primeiro contato peptideo/membranas anidnicas
(TRAVKOVA et al., 2017). No entanto, as argininas e lisinas também sdo conhecidas
por serem alvos de serino proteases (como a tripsina), sendo clivadas na regido C-
terminal (BOTTGER et al.,, 2017). Dessa forma, os PAMs catidnicos se tornam
altamente susceptiveis a degradacéo proteolitica.

Diante das caracteristicas citadas acima, neste trabalho foi realizada a sintese de
dois grupos de peptideos, incluindo sequéncias L-aminoacidos (parental) e sequéncias
diastereoisémeras, onde todas as argininas e lisinas foram inseridas em sua configuracao
D-aminoécido. Para isso, foram utilizados como sequéncias alvo o0s peptideos
PaDBS1R2, R6 e R7, os quais foram desenhados a partir de uma estratégia
computacional automatizada, denominada  algoritmo Joker (PORTO;
FENSTERSEIFER; et al., 2018). Dessa forma, utilizamos o Grupo | como nosso
controle, uma vez que todas as sequéncias estavam em conformacdo L-aminoacido,
juntamente com o Grupo Il, constituido dos diastereoisdmeros.

No presente estudo, observamos gque nos ensaios em soro proveniente de plasma
humano o Grupo Il constituido de peptideos diastereoisdmeros manteve sua estabilidade
em ambiente proteolitico em mais de 50% comparado com o Grupo I, o qual foi
rapidamente degradado. Estudos conduzidos por, Hong et al (1999) investigaram o
PAM (KLSK) seu D-enantibmero, bem como seis diastereoisomeros analogos. Os
autores constataram que, apesar de todos os peptideos terem aumentado sua estabilidade,

os diastereoisdmeros apresentaram perda de estrutura em a-hélice em comparagdo com
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os D-enantibmeros, 0s quais apresentaram propriedades antimicrobianas conservadas
uma vez que mantiveram sua estrutura secundaria em a-hélice conservada, mesmo que
esta apresentasse uma topologia e orientagdo espacial oposta ao dos parentais L-
aminoacidos (HONG et al., 1999). Lu et al. (2020) realizou a substituicdo de residuos
L-amino&cido por D-aminoéacidos e aminoacidos ndo naturais na tentativa de avaliar a
estabilidade das sequéncias alteradas frente a serino proteases (por exemplo, tripsina),
proteases do plasma e enzimas secretadas por bactérias. Os autores demonstraram que
0s peptideos testados obtiveram um aumento na resisténcia a protedlise, no entanto essa
modificacdo pode estar associada também a potencial risco de perda de atividade, bem
como aumento na citotoxicidade da molécula (LU et al., 2020).

Em nossos ensaios biologicos de CIM e CBM, observamos que os peptideos do
Grupo | inibiram e erradicaram todas as cepas testadas, com exce¢do de uma cepa de K.
pneumoniae KpC+, de 2 a 32 pmol L. Mais especificamente, os dados obtidos para o
peptideo L-aminoacido PaDBS1R6 corroboram os dados apresentados por Fensterseifer
et al. (2019), onde os autores reportaram a seletividade deste peptideo por membranas
caracteristicas de bactérias Gram-negativas (FENSTERSEIFER et al., 2019).

Por outro lado, o Grupo Il constituido pelos analogos diastereoisdmeros nédo
apresentou atividade de CIM na maior concentragdo de 32 umol L? frente as cepas
testadas, com excecdo da cepa de isolado clinico A. baumannii (HRAN 003321216) no
qual o valor de CIM foi de 32 pmol L. Nos ensaios de CBM, no entanto, ndo foi
observada atividade em concentragfes até 32 pmol L. Achados similares foram
reportados por Grieco et al (2013) ao substituir L-aminoacidos do PAM temporina L
por D-aminoacidos. Naquele trabalho, os autores observaram uma diminuicdo de mais
de 75% nas taxas de hemdlise nos peptideos diastereoisdmeros. No entanto, estes
mesmos peptideos tiveram sua atividade antimicrobiana reduzida em até quatro vezes
comparado ao parental temporina L (GRIECO et al., 2013). Ademais, 0s autores
fizeram uso de analises estruturais, constatando que os D-aminoacidos inseridos ao
longo da cadeia da temporina L atuaram como disjuntores de estrutura em a-hélice,
interferindo assim nas respostas dos PAMs frente a cepas bacterianas.

Afim de estudar essas variacdes estruturais ap0s alteracdes fisico-quimicas em
peptideo L-parentais, Kondejewski e colaboradores geraram 14 analogos D-
aminodacidos altamente anfipaticos a partir do PAM ciclico sintético gramicidina 14
(KONDEJEWSKI et al., 1999). Ao investigarem a estrutura através de analises de DC e
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RMN em ambientes hidrofilicos foi relatada uma alta desordem estrutural dos analogos
indicando, assim, uma ruptura da estrutura de folha B caracteristica do PAM L-parental
(KONDEJEWSKI et al., 1999). Esses dados reforcam a importancia do local onde sera
realizada a alteracdo de quiralidade, uma vez que a influéncia de D-amino&cidos em
posicdes ndo estratégicas pode comprometer a atividade do PAM alvo.

No presente estudo, andlises estruturais também foram realizadas uma vez que o
entendimento da estrutura dos PAMs é de grande importancia para uma melhor
compreensdo dos mecanismos de acao da classe de peptideos (relacdo estrutura-funcéo),
auxiliando em estratégias de melhoramento dessas moléculas (CARDOSO; CANDIDO;
et al.,, 2018). As metodologias mais utilizadas para realizar estudos estruturais
experimentais a nivel molecular em PAMs incluem as técnicas de DC e RMN. Ambas
as técnicas possibilitam a utilizacdo de diversos solventes e co-solventes, incluindo agua,
solugdes tampdo, misturas de agua/TFE ou tamp&o/TFE, bem como em ambientes
mimeticos como micelas, vesicula e bicamadas lipidicas. Mais especificamente, o co-
solvente TFE que é capaz de deslocar moléculas de agua ao redor de peptideos,
favorecendo assim a formacao de ligacfes de hidrogénio intrapeptidicas (FIORONI et
al., 2002) responsaveis por estabilizar estruturas em a-hélice, folhas-f ¢ hairpins.
Ademais, € 0 co-solvente organico mais comumente utilizado, uma vez que pode ser
misturado com agua em diferentes proporcées (HANEY et al., 2009). Por outro lado,
estudos com objetivo de simular ambientes anibnicos comumente fazem uso de
detergentes organizados em micelas, como € o caso do SDS.

Neste trabalho, as estruturas do Grupo | e Il foram investigadas através dos
experimentos de DC em &gua ultrapura, tampdo, TFE 30% (v/v) e SDS. Ambos 0s
grupos, quando avaliados em solugcdes em agua e tampdo, apresentaram 0 Mesmo
arranjo estrutural em random coil. Em contrapartida, quando avaliados em TFE e SDS
0s peptideos parentais L-aminoacidos do Grupo | apresentaram estruturas a-helicoidais.
Em contraste, os peptideos diastereoisomeros do Grupo Il ndo apresentaram nenhuma
estrutura secundaria definida. Assim, analisando esses dados juntamente aos resultados
de CIM, pode-se inferir que o Grupo Il apresentou perda de estrutura e,
consequentemente, perda de atividade. Esses dados foram ainda corroborados pelos
estudos de RMN em relagdo aos deslocamentos quimicos de Ha, determinados para
ambos o0s grupos de peptideos em TFE 30% (v/v). As condigdes utilizadas nas analises

estruturais possuem carater altamente hidrofébico e anidnico, ideais para mimetizar
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membranas de bactérias Gram-negativas e mostrando, assim, que as promissoras
atividades observadas para o Grupo | sdo a-hélice dependente. Interessantemente,
contudo, essa perda estrutural até o momento ndo pareceu interferir na auséncia de
atividades hemolitica e citotoxica para 0s peptideos testados, independente das
modificagOes de quiralidade realizadas.

De fato, inimeros trabalhos relatam que a transi¢do de random coil para a-hélice
sdo comumente associadas com a eficdcia dos PAMs e, em alguns casos, até mesmo
sinbnimo de melhoria (HUANG et al., 2014). Por exemplo, Porto et al (2018)
apresentaram um PAM derivado de Psidium guajava (goiaba), o qual durante analises
em condicbes de membrana adotou estrutura em a-hélice, estando isso altamente
correlacionado a sua capacidade de causar ruptura em membranas bacterianas a partir de
hiperpolarizacdo (PORTO; IRAZAZABAL; et al., 2018). Ademais, Cardoso et al
(2016) projetaram o peptideo Pa-MAP 1.9 realizando a distribuicdo das faces
hidrofilicas e hidrofébicas, visando garantir maior anfipaticidade no peptideo
(CARDOSO et al., 2016). Ao distribuir residuos de alanina de forma uniforme ao longo
de toda sua sequéncia os autores alcancaram maiores niveis de segmentos a-helicoidal
(CARDOSO et al., 2016). Tal estrutura permitiu uma maior interacdo com bicamadas
anidnicas, causando a perturbacdo de membranas caracteristicas de bactérias Gram-
negativas.

Dessa forma, mesmo com todas as limitagdes apontadas até aqui podemos
destacar PAMs diastereoisdmeros que apresentaram atividade antimicrobiana eficaz
contra cepas bacterianas. Estudos realizados com peptideos derivados da regido C-
terminal da B-defensina humana (BDH), nomeados de BDH-1 e BDH-3, também tem
mostrado a influéncia de D-aminoacidos nesses peptideos (OLLI et al., 2013). Naquele
trabalho, os peptideos BDH-1 e BDH-3 tiveram a quiralidade de seus residuos de lisina
e isoleucina invertida (OLLI et al.,, 2013). Tais alteracbes, geraram analogos
diastereoisémeros, que desempenharam atividades até oito vezes mais efetivas contra as
cepas de E. coli, S. aureus e Candida albicans em comparacdo aos seus parentais em
conformacdo L-aminoécido (OLLI et al.,, 2013). Além disso, afim de melhorar o
potencial terapéutico de um PAM derivado de pele de sapo (ascaphin-8), Conlon e
colaboradores realizaram substituices dos residuos de aminoéacido Asp*, Gly8, Ala'® e
Leu'® por residuos de Lis em conformacdo D-aminoacido. Dessa forma, os autores

realizaram ensaios de CIM contra cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans, constatando
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que as atividades foram mantidas ap0s as alteracdes (MICHAEL CONLON et al., 2008).
Ademais, Hamamoto e pesquisadores realizaram diversas alteracdes de L-aminoécido
para D-aminoécido em um peptideo rico em arginina (granulisina) composto por 11
residuos de aminoacidos. Dentre as sequéncias geradas, o analogo diastereocisomero
contendo seis alteracdes de quiralidade (RoVoCRpTGpRoSRpWR) se mostrou efetivo
nos ensaios contra as bactérias E. coli, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, S.
aureus, Streptococcus pyogenes, e Enterococcus faecalis, uma vez comparado com sua
sequéncia parental L-granulisina (HAMAMOTO et al., 2002).

Em vista disso, a utilizacdo de peptideos contendo D-amino&cidos pode ser de
grande valia por apresentaram vantagens como bioestabilidade, diversidade estrutural, e
baixo custo de producdo para sequéncias diastereoisdmeras quando comparadas a
peptideos constituidos inteiramente de D-aminoacidos (incluindo peptideos retro-
inversos). Somado a isso, a insercdo de D-aminoacidos em peptideos diastereoisémeros
pode possibilitar o desenvolvimento de diferentes padrdes de L- e D-aminoécidos com
possiveis atividades biolégicas (CARDOSO; CANDIDO; et al., 2018). Nesse contexto,
mais estudos sdo encorajados afim de desvendar os efeitos da modulacdo da inverséo de
quiralidade na estrutura e mecanismos de acdo de PAMSs diastereoisémeros, visando
novas estratégias que possam gerar potenciais farmacos no combate as cepas

multirresistentes.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi objetivado a otimizacdo de PAMSs potencialmente ativos
através da insercdo de residuos de D-Arginina e D-Lisina em sequéncias L-aminoacidos.
Em suma, observamos que os peptideos diastereoisbmeros apresentaram maior
estabilidade em ambiente proteolitico em comparagdo aos peptideos parentais L-
aminoacidos. Esses resultados mostraram que nosso primeiro objetivo de obter uma
maior quantidade de peptideos ativos em soro proveniente de plasma humano foi
alcancado com sucesso. Contudo, experimentos futuros sdo propostos para avaliar tal
estabilidade em maiores intervalos de tempo. Somado a isso, aqui observamos que
mesmo que os diastereoisomeros tenham apresentado maior estabilidade em soro
proveniente de plasma humano, estes perderam completamente sua atividade
antimicrobiana em comparacdo aos peptideos parentais. Isso pode ser explicado pela
perda de estrutura a-helicoidal nos peptideos diastereoisémeros, como observado nos
estudos de DC e RMN. Dessa forma, mais estudos devem ser realizados, visando a
modulacdo da inser¢do de D-aminoacidos nas sequéncias alvo garantindo, assim, suas
propriedades de resisténcia a proteolise, bem como manter ou melhorar suas atividades

frente a cepas bacterianas de interesse clinico.
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8. PERSPECTIVAS

Estudos mais detalhados sobre a cinética da estabilidade em soro proveniente de
plasma humano sdo encorajados assim como a modulagéo da insercdo de D-Argininas e
D-Lisinas nas sequéncias dos trés peptideos desenhados computacionalmente e
investigados neste estudo. Nesse sentido, para estudos futuros tendo como ponto de
partida estd Dissertacdo de Mestrado, novos grupos de peptideos serdo utilizados para
otimizar o desenvolvimento de PAMs diastereoisdmeros biologicamente ativos. Dentre
as estratégias propostas, podemos citar: (i) um grupo gerado através de estratégias in
silico para predizer possiveis sitios de clivagem por diferentes enzimas, reduzindo assim
0 nimero de D-Arg e D-Lis nas sequéncias alvo; (if) um grupo onde as alteracGes de
quiralidade pontuais serdo baseadas em analises de cromatografia liquida/espectrometria
de massas (LC-MS) ap6s a incubacdo de peptideos L-aminoacidos com soro
proveniente de plasma humano; e, por fim, (iii) um grupo onde D-Arg e D-Lis serdo
inseridas fora do padrdo antimicrobiano a-helicoidal utilizado (KK[ILV]x(3)[AILV])
pelo algoritmo Joker para o desenho dos peptideos apresentados neste trabalho. Dessa
forma, sera possivel uma comparacdo mais detalhada da modulacdo de inversdo de
quiralidade gerando peptideos mais estaveis na presenca de proteases e, possivelmente,
com suas atividades antimicrobianas conservadas. Ademais, 0s peptideos estudados até
0 momento e descritos no presente trabalho (L-aminoacidos e os diastereoisomeros com
todas as argininas e lisinas em forma D-aminoacido) seriam utilizados como 0s grupos

controle.
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Anexo 1. Analises de MALDI-TOF para o peptideo PaDBS1R2. A massa molecular

para o PaDBS1R2 foi
monoisotopica de 2184,01 Da. Grau de pureza igual a 98,87%.

confirmada por MALDI-TOF, revelando uma massa
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Anexo 2. Analises MALDI-TOF para o peptideo diastereoisomero PaDBS1R2. A
massa molecular de PaDBS1R2 foi confirmada por MALDI-TOF, revelando uma massa
monoisotopica de 2183,27 Da. Grau de pureza igual a 95,06%.
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Anexo 3. Anélises MALDI-TOF para o peptideo PaDBS1R6. A massa molecular de
PaDBS1R6 foi confirmada por MALDI-TOF, revelando uma massa monoisotopica de

2298,27 Da. Grau de pureza igual a 95,65%.
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Anexo 4. Analises MALDI-TOF para o peptideo diastereoisomero PaDBS1R6. A
massa molecular de PaDBS1R6 foi confirmada por MALDI-TOF, revelando uma massa

monoisotopica de 2298,02 Da. Grau de pureza igual a 97,72%.
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Anexo 5. Anélises MALDI-TOF para o peptideo PaDBS1R7. A massa molecular de
PaDBS1R7 foi confirmada por MALDI-TOF, revelando uma massa monoisotopica de
2266,44 Da. Grau de pureza igual a 98,29%.
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Anexo 6. Analises MALDI-TOF para o peptideo diastereoisomero PaDBS1R7. A
massa molecular de PaDBS1R7 foi confirmada por MALDI-TOF, revelando uma massa

monoisotopica de 2266,99 Da. Grau de pureza de (95,75%).
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Quantitative atrusture-activity relaticnship (QSAN) computational madels, for inatarncs,
have greatly contributed to AMP sequancs optimiation aimed at improved tiokgical
actities. In addition to machine-leaming methoeds, the de nove design, linguistic model,
pattern insartion methods, and genatic algensthms have shown the potential to boast
the autormated design of AMPs. Hawaver, how sucosssful have thase approaches
been in genarating effectve antibacterial drug candidates? Baaring this in mind, this
rgview vill focus on the main computational strategies that have generated AMPs
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