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Resumo

ANALISE ESTRUTURAL E AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DE
PEPTIDEOS ANALOGOS DA STIGMURINA
RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos e aos antineoplasicos é considerada um problema de salde
publica mundial sendo necessaria a busca por novas moléculas que sejam mais eficazes ou que
suplementem as terapias ja existentes. Neste contexto, a Stigmurina, um peptideo nativo da
peconha do escorpido Tityus stigmurus, apresentou atividade antibacteriana sobre bactérias
gram-positivas, com efeito antiproliferativo em diferentes células cancerigenas, baixa
toxicidade em eritrécitos humanos e atividade tripanocida sobre Trypanossoma cruzi. Com o
intuito de ampliar o potencial do peptideo nativo, peptideos analogos a Stigmurina, foram
planejados e analisados quanto a estrutura e diferentes atividades bioldgicas. A analise
estrutural dos peptideos analogos, denominados de StigA8 e StigA18, foi obtida por predicédo
estrutural, modelagem molecular e dicroismo circular (DC), sendo a biocompatibilidade in vitro
avaliada em hemécias humanas, fibroblastos murinos e in vivo em larvas de Galleria
mellonella. A atividade antibacteriana contra cepas gram-positivas e gram-negativas foi
realizada por microdiluicdo em caldo e a acdo antibiofilme em placa de cultura de células e por
Microscopia Eletrénica de Varredura, bem como, o efeito antibacteriano in vivo sobre as larvas
de G. mellonella infectadas com Staphylococcus aureus. A acgao antiparasitaria dos peptideos
anélogos sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi foi avaliada por contagem
das células viaveis e o efeito antiproliferativo em linhagens de células cancerigenas foi avaliado
pelo método de reducdo do sal brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio
(MTT). Experimentos in silico mostraram que StigA8 e StigA18 apresentaram maiores indices
de cationicidade (+4 e +5, respectivamente) e momento hidrofébico (0,652 e 0,708,
respectivamente) em relacdo & molécula prototipo (+2 e 0,571, respectivamente), enquanto que
experimentos de DC revelaram uma conformagdo majoritariamente em a-hélice em ambientes
gue mimetizam membranas bioldgicas. Além disso, revelaram atividade hemolitica de 11,5-
22% em uma faixa de concentracdo de 9,37-150 uM, com indice de citotoxicidade de 50% nos
fibroblastos em 20 uM e 12,3 uM para StigA8 e StigAl8, respectivamente. Adicionalmente,
ndo foram observados sinais de toxicidade sobre as larvas na dose de 120 mg/kg. Ambos 0s
peptideos andlogos apresentaram uma expressiva atividade antibacteriana em bactérias gram-
positivas e gram-negativas em concentracdes que variaram de 0,93-9,37 UM, com acdo
antibiofilme contra S. aureus em concentracdes de 7,5-12,5 UM, causando danos como
destruicdo de matriz, invagina¢cdes na membrana celular, rugosidades e redugéo do didametro
celular em 12,5 uM. StigA8 e StigA18 revelaram efeito antibacteriano in vivo, aumentando a
sobrevida das larvas na dose de 120 mg/kg em 75% e 60%, respectivamente, no pico da
infeccdo. Atividade tripanocida sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi foi
observada em 6,25 UM para ambos os peptideos e potencial antiproliferativo a partir da
concentracdo de 2 pM para StigA8 e 4 uM para StigAl18. Diante disso, StigA8 e StigA18
constituem moléculas com potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos
antimicrobianos e anticancer.

Palavras-chave: Tityus stigmurus, Escorpido, Peptideos Antimicrobianos, Peptideos
Multifuncionais, Peptideos Catibnicos.



Abstract

STRUCTURAL ANALYSIS AND EVALUATION OF BIOLOGICAL ACTIVITIES
OF STIGMURINA ANALOGS PEPTIDES

ABSTRACT

Resistance to antimicrobials and antineoplastic agents is considered a worldwide public
health problem and the search for new molecules that are more effective or that supplement
existing therapies is necessary. In this context, Stigmurin, a peptide native to the venom of
the yellow scorpion Tityus stigmurus, showed antibacterial activity on gram-positive
bacteria, with antiproliferative effect on different cancer cells, low toxicity in human
erythrocytes,and trypanocidal activity on Trypanossoma cruzi. In order to expand the
potential of the native peptide, analogs to Stigmurin were designed and analyzed for structure
and different biological activities. The structural analysis of the analog peptides, named
StigA8 and StigA18, was obtained by structural prediction, molecular modeling, and circular
dichroism. In vitro biocompatibility was evaluated in human red blood cells, murine
fibroblasts, and in vivo on Galleria mellonella larvae. The antibacterial activity against gram-
positive and gram-negative strains was performed by microdilution in broth, the antibiofilm
activity in cell culture plate and analyzed by scanning electron microscopy, as well as the
antibacterial effect in vivo on G. mellonella larvae infected with Staphylococcus aureus. The
antiparasitic action of analog peptides on the epimastigote and trypomastigote forms of T.
cruzi was evaluated by counting viable cells and the antiproliferative effect in cancer cell
lines was evaluated by the 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium (MTT)
salt reduction method. StigA8 and StigA18 showed higher rates of cationicity (+4 and +5,
respectively) and hydrophobic moment (0.652 and 0.708, respectively) in relation to the lead
molecule (+2 and 0.571, respectively) and a conformation mostly in a-helix in environments
that mimic biological membranes. In addition, the peptides showed hemolytic activity of
11.5-22% in a concentration range of 9.37-150 uM, with a cytotoxicity index of 50% in
murine fibroblasts at a concentration of 20 uM and 12.3 puM for StigA8 and StigAl8,
respectively. In addition, no signs of toxicity were observed on G. mellonella larvae at a dose
of 120 mg/kg. Both analog peptides showed significant antibacterial activity in strains of
gram-positive and gram-negative bacteria in concentrations ranging from 0.93-9.37 uM, with
antibiofilm action against S. aureus in concentrations of 7.5-12.5 uM, causing damage such
as matrix destruction, cell membrane invaginations, roughness, and reduction of the cell
diameter by 12.5 uM. StigA8 and StigA18 showed antibacterial effect in vivo, increasing
larval survival at 120 mg/kg by 75% and 60%, respectively, at the peak of infection.
Trypanocidal activity on the epimastigote and trypomastigote forms of T. cruzi was observed
at 6.25 uM for both peptides and antiproliferative potential from the concentration of 2 uM
for StigA8 and 4 uM for StigA18. Therefore, StigA8 and StigA18 are molecules with the
potential for the development of new antimicrobial and anticancer drugs.

Keywords: Tityus stigmurus, Scorpion, Antimicrobial Peptides, Multifunctional Peptides,
Cationic Peptides.
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1 INTRODUCAO

1.1 Resisténcia medicamentosa no tratamento de infec¢Bes bacterianas, parasitarias e no

cancer

O uso indiscriminado dos medicamentos antimicrobianos ao longo dos anos, levou
a selecdo de microrganismos resistentes, desencadeando infecgdes de dificil tratamento no
ambito hospitalar e na comunidade. Além disso, a producdo de novos antibidticos néo
acompanha a evolucdo do desenvolvimento da resisténcia aos farmacos usuais, tornando a
resisténcia microbiana um problema de satde publica mundial (BARRIERE, 2015; BOUCHER
et al., 2013; FERRI et al., 2017). Um grupo especifico de bactérias do ambito hospitalar,
desenvolveram resisténcia a multiplos medicamentos, até mesmo aos de ultima escolha. Séo
conhecidas como bactérias ESKAPE, nome que representa as inicias das espécies Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp (MULANI et al., 2019). Essas bactérias estdo
entre as que causam maior impacto clinico e econémico, pois estdo associadas com altas taxas
de mortalidade e aumento dos custos com tratamento em hospitais publicos e privados
(FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2017).

A resisténcia bacteriana aos diferentes antibioticos pode ser constitutiva, ou seja,
presente No microrganismo sem a exposi¢ao ao antimicrobiano, ou induzivel, quando ocorre
pela exposicdo ao agente antimicrobiano (YEAMAN; YOUNT, 2003). Algumas cepas de
bactérias gram-negativas como do género Serratia, Proteus e Providencia, apresentaram de
forma constitutiva, resisténcia ao peptideo catiénico polimixina B, medicamento que assim
como a colistina, sdo peptideos sintéticos utilizados na préatica clinica como ultima escolha para
o tratamento de infec¢Bes multirresistentes causadas por bactérias gram-negativas (CAl; LEE;
KWA, 2015), enquanto que cepas de P. aeruginosa ao entrar em contato com esse
medicamento, induziram a ativacdo de enzimas que modificaram a composi¢do do lipideo A
dos lipopolissacarideos (LPS) de membrana, impedindo a interagdo eficaz do antibiético com
as superficies bacterianas (MOSKOWITZ; ERNST; MILLER, 2004; VILJANEN; VAARA,
1984). Foi observado também, a inducdo da transcricdo de genes que codificam proteases
capazes de degradar o antibidtico lactoferrina B em cepas de E. coli e S. aureus (ULVATNE,
2002); modificacdo da membrana e de parede celular em bactérias gram-positivas como
Streptococcus agalactiae, Listeria monocytogenes e Clostridium difficile, pela adicdo de

residuos de D-alanina aos &cidos teicoicos, reduzindo a carga superficial aniénica do
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microrganismo e consequentemente, a sensibilidade aos antibioticos (ABACHIN et al., 2002;
MCBRIDE; SONENSHEIN, 2011; POYART et al., 2003); além do desenvolvimento de
sistemas de bomba de efluxo (YEAMAN; YOUNT, 2003) e producdo de céapsulas
polissacaridicas protetoras para evitar o contato do antibidtico com a superficie do
microrganismo (CAMPOS et al., 2004).

Além das infeccdes bacterianas, as doengas tropicais negligenciadas causadas por
infeccOes parasitarias, também sdo consideradas um problema de satde publica global. Dentre
elas, pode se destacar a doenca de Chagas, que atinge diversos paises da América do Sul,
América Central e parte da América do Norte. Essa doenca € causada pelo protozoario
Trypanossoma cruzi, quando ocorre o repasto sanguineo pelo vetor triatomineo no hospedeiro,
infectando seres humanos e outros mamiferos (RASSI; RASSI; MARCONDES DE
REZENDE, 2012), podendo desencadear comorbidades no paciente, tanto na fase aguda
(aumento de o6rgdos como figado e baco) como na fase crbnica da doenca (processos
inflamatorios recorrentes e cardiomiopatias). Atualmente, e hd mais de 50 anos no Brasil, 0
tratamento de escolha para a doenca de Chagas é o benznidazol. Contudo, o perfil de seguranca
desse medicamento € controverso, apresentando efeitos adversos importantes nos pacientes,
como a perda de peso excessiva, erupgdes cutaneas, astenia e dores de cabeca. Ademais,
apresenta algumas limitagdes no que diz respeito a baixa solubilidade em meio aquoso e
dificuldade de atravessar as barreiras bioldgicas, limitando o sucesso da terapia (PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018).

Outra doenca que esté intimamente relacionada a resisténcia medicamentosa é o
cancer, sendo uma das principais causas de morte no mundo, com projeces de aumento de
mortalidade, a medida que a populacéo envelhece ou é submetida a diferentes fatores de risco
como estresse, tabagismo, sedentarismo e obesidade (TORRE et al., 2016). No tratamento
anticancer, as principais terapias aplicadas sdo a remocao cirurgica do tumor, radioterapia e
quimioterapia citotoxica, sendo nas Ultimas décadas empregados também, tratamentos
alternativos, como a hormonioterapia (utilizando moduladores dos horménios relacionados a
proliferacdo e diferenciacdo celular) e a imunoterapia (utilizando anticorpos monoclonais)
(GRANIER et al., 2016; NICOLINI et al., 2020; TAN; WOLFF, 2007).

No entanto, o desenvolvimento da resisténcia aos diferentes tratamentos surge
principalmente por aqueles pacientes que fazem uso por tempo prolongado. O principal
mecanismo de resisténcia aos medicamentos anticancer é a superexpressao dos transportadores
ABC (bombas de efluxo), apresentando também outros mecanismos, como a capacidade de

reduzir a absorcao dos medicamentos pelo receptor de influxo, ativacdo de sistemas enzimaticos
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para aumentar a metabolizacdo (glutationa-S-transferase e familias do CYP-450), bloqueio das
vias apoptéticas e regulacdo epigenética, além de mutacdes nos diferentes alvos dos
medicamentos, podendo esses mecanismos ocorrerem de forma isolada ou em conjunto,
desencadeando uma mdltipla resisténcia aos medicamentos (ASSARAF et al., 2019; LI et al.,
2017).

Nesse sentido, a busca por moléculas com propriedades antimicrobianas e
antiproliferativas que sejam mais eficazes ou que suplementem as terapias ja existentes, se faz

cada vez mais necessaria.
1.2 Peptideos Antimicrobianos (PAMS)

1.2.1 Caracteristicas estruturais, fisico-quimicas e mecanismo de acao de
PAMs

Dentre as moléculas que podem exercer diferentes atividades bioldgicas, € possivel
destacar os peptideos antimicrobianos (PAMSs), moléculas pequenas (aproximadamente até 100
aminoacidos), produzidas como primeira linha de defesa nos diferentes seres vivos, como
microrganismos, aracnideos, plantas, anfibios, aves, peixes e mamiferos, sendo fontes
promissoras na busca por essas biomoléculas (LAZZARO; ZASLOFF; ROLFF, 2020; WANG;
WANG, 2016; ZHANG; GALLO, 2016).

Os PAMs podem ser classificados de acordo com a sua estrutura secundaria em: a.-
hélice, B-folha, estrutura mista (o-hélice e f—folha) e estrutura randémica, ilustradas na Figura
1 (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; KOEHBACH; CRAIK, 2019), sendo os peptideos
em o-hélice um dos mais caracterizados (HARRISON et al., 2014; MIHAJLOVIC;
LAZARIDIS, 2012; SANI; SEPAROVIC, 2016).
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Figura 1 — Classificacdo de peptideos antimicrobianos quanto a estrutura secundaria. Estrutura em a-hélice
de LL-37 (A); randdmica de Indolicidina (B); p—folha de Gomesina; e mista de Formicina (D). Fonte: adaptado
de Koehbach; Craik, (2019).

Nos peptideos a-helicoidais, a presenca de aminoacidos de carater polar e apolar
distribuidos ao longo da cadeia polipeptidica nos PAMs , sdo enovelados em torno de um eixo
imaginario a formar uma hélice estabilizada por interacdes de hidrogénio intramoleculares,
apresentando as cadeias laterais voltadas para o exterior da hélice, permitindo a interagdo com
diferentes membranas celulares para exercer suas atividades biologicas (DATHE;
WIEPRECHT, 1999; HUANG et al., 2012, 2014). Nos peptideos estruturados em B-folha, a
cadeia de aminoacidos forma uma fita distendida em que as cadeias laterais se organizam de
maneira a estarem de forma alternada, acima e abaixo do plano da fita. Quando ocorre a
interacdo entre uma fita e outra adjacente no mesmo sentido, formam-se as p-folha paralelas,
quando a interacdo entre as fitas ocorre no sentido contrario, formam-se as f-folha antiparalelas,
ambas estabilizadas por interacdes de hidrogénio (D’SOUZA et al., 2017; LAXIO ARENAS;
KAFFY; ONGERI, 2019).

A capacidade de interacdo dos PAMs com diversos tipos de membranas celulares,
decorre de certas caracteristicas fisico-quimicas e estruturais intrinsecas a molécula, massa
molecular reduzida, carga superficial positiva (favorecendo as interacdes eletrostaticas com
componentes anidnicos de membranas) e anfipaticidade (favorecendo as interagdes entre essas
moléculas e os fosfolipideos de membrana), ocasionando danos ou a morte celular,
especialmente em microrganismos (EPAND; EPAND, 2009; ORTIZ et al., 2015; WANG,;

WANG, 2016). Além disso, estudos demonstram que o0 aumento da conformacgdo em a-hélice,
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do momento hidrofébico e da cationicidade dessas moléculas, propiciam a ampliacdo da
atividade antimicrobiana (LUNA-RAMIREZ et al., 2014; SANI; SEPAROVIC, 2016).

Ao interagirem com a membrana celular, os PAMs helicoidais podem se agrupar
de forma organizada para poder exercer seu mecanismo de acdo de ruptura e esta interacéo
depende da composicdo de aminoacidos, da concentracdo da molécula no ambiente e da
interacdo do peptideo-peptideo e peptideo-membrana. Assim, essas moléculas tendem a exercer
uma maior acao antimicrobiana quando associadas, do que individualmente (LEE; HALL,;
AGUILAR, 2016; SANI; SEPAROVIC, 2016).

O principal mecanismo de atuagdo dos PAMs a-helicoidais sobre as superficies
celulares se da pela formac&o de poros na membrana, os quais podem ser organizados de acordo
com os modelos a seguir (Figura 2): barril, o qual as unidades dos peptideos se adsorvem no
envoltorio celular e quando em uma concentracao ideal, oligomerizam-se, formando um poro
na membrana com a porcao hidrofébica voltada para a bicamada lipidica e a por¢éo hidrofilica
voltada para o limen do poro; no poro toroidal as unidades dos peptideos se inserem na
membrana, ocasionando a tor¢do das monocamadas fosfolipidicas de modo que as por¢oes
hidrofilicas dos fosfolipideos figuem voltadas para o IUimen do poro e intercaladas pelos
mondmeros de peptideos. Esse modelo possui menor estabilidade quando comparado com o
poro em barril, e ao se desintegrarem, podem permitir a passagem de mondmeros de peptideos
para o interior celular, promovendo a interacdo dessas moléculas com alvos intracelulares,
podendo desencadear inibicdo de atividade enzimatica, de sintese proteica ou de &cidos
nucleicos; no modelo em carpete, unidades peptidicas se adsorvem na membrana celular de
maneira inespecifica e quando em uma concentracdo 6tima, exercem uma agdo “detergente”,
induzindo a formacgdo de micelas compostas pelos fosfolipideos de membrana e peptideos,
provocando rupturas que causam lise celular. A interacdo inicial que ocorre nesse modelo
também é considerada como uma das etapas para a formacéo do poro toroidal (LEE; N. HALL;
AGUILAR, 2016; NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011; YEAMAN; YOUNT, 2003).
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Figura 2 - Principais modelos de mecanismos de acdo em membranas celulares propostos para peptideos
antimicrobianos a-helicoidais. Fonte: adaptado de Lee e colaboradores (2016).

As caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos PAMs, bem como, a diferente
composicdo da membrana de células procarioticas e eucaridticas modulam a toxicidade destes
componentes bioativos.

Nas bacteérias, devido a presenca de componentes carregados negativamente como
0 acido lipotecoico associados a parede de peptidoglicanos (bactérias gram-positivas) e 0s
lipopolissacarideos (LPS) associados a membrana externa (bactérias gram-negativas), ocorre
uma interacdo eletrostatica inicial dos PAMs catibnicos, promovendo a adsor¢do dessas
moléculas e uma perturbacdo na camada superficial do microrganismo. Posteriormente,
ocorrem interagdes do peptideo anfipatico nas camadas mais profundas da membrana da

bactéria, seja por interacdes eletrostaticas devido a presenca de componentes anidnicos na
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membrana, como fosfatidilglicerol e cardiolipina, seja por interagdes hidrofébicas devido a
bicamada fosfolipidica presentes nesses seres unicelulares. Por fim, a forma helicoidal propicia
a molécula otimizar a exposicdo das regides hidrofébicas e hidrofilicas para as interacdes
quimicas com as membranas das bactérias, levando a disturbios eletroliticos e lise celular
(EPAND; EPAND, 2009; HARRISON et al., 2016; SCHMIDT; YONGHONG; HOFFMANN,
2018; SWOBODA et al., 2010).

Nas superficies das membranas de células eucarioticas, diferentemente das células
bacterianas, sdo encontradas moléculas de carater neutro como a fosfatidilcolina e esterois
como o colesterol, enquanto que as moléculas de carater aniénico, como o &cido fosfatidico,
estdo mais concentradas na face interna da membrana, limitando a capacidade de interacdo dos
PAMs sobre essas células (EPAND; EPAND, 2009; MURA et al., 2016; ODDO; HANSEN,
2017). Contudo, células que apresentam anormalidade de multiplicacdo, como as células
cancerigenas, apresentam a estrutura da membrana celular modificada, expressando
componentes de carater aniénico como a fosfatidilserina, &cido siélico, heparan sulfato e
mucinas O-glicosiladas, bem como possuem caracteristicas fisiologicas peculiares com a
presenca de microvilosidades e a capacidade de projecéo celular formando pseudopodes, que
acarreta numa maior superficie de contato para os PAMs interagirem, e consequentemente,
maior acgdo citotdxica sobre as células neoplasicas (GASPAR; VEIGA; CASTANHO, 2013;
ZHANG; YANG; ERICSSON, 2019).

Além da atuacdo em membrana, os PAMs podem exercer atividade sem promover
lise celular, atravessando a membrana e interagindo com componentes intracelulares como
proteinas e &cidos nucleicos, interferindo nos diversos processos celulares (YEAMAN;
YOUNT, 2003).

Sendo assim, peptideos antimicrobianos se apresentam como moléculas
promissoras no tratamento de infec¢cdes microbianas, bem como, no tratamento de doencas

neoplésicas.

1.2.2 PAMs com Atividade Antimicrobiana e Antiproliferativa

Devido ao fato dos PAMs serem encontrados em diversos organismos vivos, como
plantas, bactérias, mamiferos anfibios, aracnideos, dentre outros, esses sdo considerados fontes
promissoras para obtengdo dessas moléculas (KOEHBACH; CRAIK, 2019). Muitos desses
PAMs foram identificados e avaliados quanto as suas atividades bioldgicas, como sera visto a

sequir.
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Como exemplos de PAMs catidnicos com atividade antibacteriana, pode-se
destacar o peptideo Magainin 2, identificado no epitélio do sapo Xenopus laevis, que apresentou
efeito sinérgico com antibioticos utilizados na terapéutica, potencializando a atividade desses
farmacos (DARVEAU et al., 1991); o LL-37, encontrado nos granulos de neutrofilos humanos,
que mostrou atividade contra as bactérias Bacillus megaterium e E. coli (JOHANSSON et al.,
1998); o peptideo Bactenecina, encontrado em granulos de neutroéfilos de tecidos de bovinos,
apresentou atividade bactericida contra E. coli e S. aureus (ROMEO et al., 1988); o DmMAMPL,
defensina identificada na planta da espécie Dahlia merckii que apresentou atividade contra
diferentes cepas de levedura da espécie Saccharomyces cerevisiae (THEVISSEN et al., 2000);
0 TsAP-2 do escorpido Tityus serrulatus que mostrou agdo antimicrobiana contra bactérias da
espécie S. aureus e leveduras da espécie Candida albicans (GUO et al., 2013), entre outros.

Além disso, foram identificados peptideos que atuaram em alvos intracelulares para
exercer sua atividade antibacteriana, como o peptideo Buforin-Il do sapo Bufo bufo
garagriozans, que foi capaz de atravessar a membrana de E. coli e interagir com as moléculas
de DNA dessa bactéria (PARK; KIM; KIM, 1998) e seus analogos sintéticos, BF2-A e BF2-C,
gque aumentaram essa capacidade de interacdo com consequente aumento da atividade
bactericida sem causar lise de membrana (HAO et al., 2013) Para o0 PAM Pyrrhocoricin do
inseto Pyrrhocoris apterus, foi observado a capacidade de se ligar a chaperona DnaK e inibir
sua acdo ATPase e de realizacdo do dobramento correto de proteinas assistidas por essa
chaperona em cepas de E. coli (KRAGOL et al., 2001).Recentemente, foi observado por
microscopia de deplecdo de emissao estimulada (STED) que o peptideo LL-37 € internalizado
por macrofagos infectados com o Mycobacterium tuberculosis, estando localizado nos
endossomas e lisossomas dessas células, e posteriormente lisando a parede intra e extracelular
do microrganismo (DESHPANDE et al., 2020).

Apesar dos peptideos antimicrobianos serem vastamente estudados em relagéo a
atividade antibacteriana, também podem exercer atividade sobre outros microrganismos. PAMs
obtidos de uma fracdo purificada (SaFrl) da secrecdo de anfibio da espécie Siphonops
annulatus apresentaram atividade sobre as formas evolutivas promastigotas de Leishimania
infantum e tripomastigotas de T. cruzi (PINTO et al., 2014); o VmCT1 do escorpido Vaejovis
mexicanus, apresentou atividade sobre as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas
(formas intracelulares) de T. cruzi (PEDRON et al., 2020).

No estudo realizado por Mcgwiree e colaboradores (2003), peptideos sintéticos
(Novispirin, Ovispirin, SMAP-29 e Protegrin-1) baseados na classe das catelicidinas derivados

de PAMs de mamiferos, apresentaram atividade leishmanicida in vitro sobre cepas das formas
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prociclicas (inseto) e circulantes no sangue de Leishmania brucei, protozoario causador da
doenca do sono. As catelicidinas também apresentaram atividade in vivo quando pré-incubadas
com as formas circulantes de L. brucei, diminuindo o crescimento desse parasita quando
administrado em camundongos, bem como, diminuindo a mortalidade dos animais.

Adicionalmente, PAMs de diferentes fontes de seres vivos também podem
apresentar potencial antiproliferativo sobre diferentes linhagens de células cancerigenas.
Gomesin, um peptideo isolado dos hemacitos da aranha Acanthoscurria gomesiana, quando
incorporado a uma formulacdo em creme, apresentou atividade contra tumor soélido de
melanoma murino (B16-F10-Nex2), retardando o crescimento do tumor com o tratamento
topico dos camundongos (RODRIGUES et al., 2008); o Tv1 isolado do veneno do caramujo
Terebra variegata, demonstrou atividade citotdxica in vitro em linhagens de células de cancer
de figado (BNL 1ME A.7R.1) de forma seletiva (ndo apresentou citotoxicidade para células de
figado ndo-tumorigénicas) e por via apoptotica (ANAND et al., 2019); outro exemplo sdo os
peptideos AaeAP1 e AaeAP2, derivados da peconha do escorpido Androctonus aeneas, que
apresentaram atividade antiproliferativa in vitro sobre diferentes linhagens de células
cancerigenas humanas como cancer de mama (MCF-7), prostata (PC-3), melanoma de glandula
mamario (MB435s) e carcinoma pulmonar (H460) (DU et al., 2015), entre outros.

Diante disso, os PAMs se mostram como moléculas com alto potencial para o
desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos e antineoplasicos, sendo a busca por estas
moléculas nos diferentes seres vivos uma fonte promissora de obtengdo, como por exemplo 0s

escorpides, como sera discutido a seguir.

1.3 Escorpido Tityus stigmurus como fonte de biomoléculas

Os escorpifes sdo animais que habitam a terra ha mais de 400 milhGes de anos,
estando amplamente distribuidos nos mais diversos biomas (savanas, florestas tropicais,
subtropicais e desertos), ausentes somente nas regifes da Antartica. Apesar da elevada
plasticidade ecoldgica, sua morfologia se manteve quase que inalterada ao longo do tempo
(ABDEL-RAHMAN et al., 2009; ABDEL-RAHMAN; HARRISON; STRONG, 2015;
ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; PRENDINI; WHEELER, 2005). Eles estdo inseridos na
classe Arachinida e agrupados na ordem Scorpiones, contando com cerca de 14 familias, 183
géneros e aproximadamente 2.500 espécies catalogadas (REIN, 2020).

Na América do Sul, os maiores causadores de acidentes escorpidnicos pertencem a
familia Buthidae, na qual existem mais de 1180 espécies descritas (OJANGUREN-
AFFILASTRO et al., 2017; REIN, 2020). Especificamente no Brasil, 0 género Tityus é o mais
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abundante, com 22 espécies catalogadas (ESPOSITO et al., 2017; NENCIONI et al., 2018;
WARD; ELLSWORTH; NYSTROM, 2018), sendo Tityus serrulatus, Tityus bahiensis, Tityus
obscurus e Tityus stigmurus consideradas as espécies de maior importancia medica, devido ao
numero de acidentes, bem como pela gravidade que causam nas vitimas (BUCARETCHI et al.,
1995, 2014; WARD; ELLSWORTH; NYSTROM, 2018). De acordo com Furtado e
colaboradores (2020), no Sistema de Informacdo de Doencas por Notificacdo (SINAN) entre
0s anos de 2014-2018, ocorreram mais de 547.000 casos de acidentes envolvendo escorpides,
que resultaram em 466 casos fatais.

Quanto a morfologia, de forma geral, 0s escorpides possuem seu corpo dividido em
duas regiBes: o prossoma, também chamado de carapaca (ndo segmentada), que partem um par
de queliceras (para trituracdo de alimentos), um par de pedipalpos (para imobilizacdo da presa)
e quatro pares de pernas; e 0 opstossoma, o qual é subdividido em mesossoma (corpo) e
segmento metassomal (cauda), sendo este Ultimo penta segmentado com o télson (6rgdo
inoculador da peconha, o qual € constituido da glandula, aculeo e dente subacular) na sua
porcéo final (Figura 3) (BERGERON; BINGHAM, 2012; BRAZIL; PORTO, 2010).

De forma especifica, o Tityus stigmurus (Thorell, 1876) (Scorpiones: Buthidae), é
uma especie nativa de escorpido que predomina no nordeste do Brasil, especialmente na regido
da Caatinga, sendo responsavel pela maioria dos acidentes envolvendo escorpides nessa regiao,
podendo resultar em casos fatais, sobretudo em criancas (ALBUQUERQUE et al., 2013;
ARAUJO et al., 2017; FURTADO et al., 2020).

Popularmente, T. stigmurus (6-6,5 cm de comprimento) é conhecido como
escorpido amarelo por apresentar uma coloracdo amarelo-palha predominante (Figura 3),
contudo, possui algumas caracteristicas as quais lhe sdo particulares como: extremidades dos
pedipalpos e aculeo avermelhados; em seu prossoma € possivel encontrar trés pares de olhos
laterais e um par de olhos oculares medianos, além de uma mancha preta em forma de triangulo
invertido (base na regido anterior). Além disso, possui trés faixas dorsais longitudinais ao longo
do mesossoma, duas posicionadas mais lateralmente e uma ao centro. As principais diferencas
morfoldgicas entre escorpides masculinos e femininos sdo evidentes na regido do metassoma,
que parecem mais volumosas nas fémeas. O télson tem um aculeo longo, com curvatura
acentuada e um dente subaculear espindide, com orificios que expelem o veneno produzido
pelas glandulas (LOURENCO; VON EICKSTEDT, 1988; SANTOS et al., 2014; SOUZA et
al., 2009; VON EICKSTEDT, 1984).
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&

Figura 3 - Morfologia do escorpido Tityus stigmurus (Thorell, 1876) (Scopiones: Buthidae). Fonte: adaptado
de Furtado e colaboradores (2020).

1.3.1 Composic¢édo da pegonha do T. stigmurus

A pecgonha dos escorpifes é resultante de uma mistura complexa de moléculas
bioldgicas produzidas ao longo de um processo evolutivo, para captura de presas e sua defesa
contra predadores (JERAM, 1998), causando quadros de toxicidade tanto para animais
vertebrados como para invertebrados (CUPO, 2015a, 2015b; SILVA et al., 2016).

Dentre esse arsenal de moléculas encontradas na pegonha dos escorpides, podemos
destacar a presenca de proteinas e peptideos, que contribuem para a evolugdo do quadro de
envenenamento, como por exemplo, as neurotoxinas, fosfolipases, mucoproteinas e
hialuronidases, além de outros componentes como nucleotideos e aminas biogénicas
(ALMEIDA et al., 2012; BORDON et al., 2015; FUZITA et al., 2015; MILLE et al., 2015;
PESSINI et al., 2001). Com relacdo aos peptideos, eles normalmente sdo divididos em dois
grupos: peptideos com ligacdo dissulfeto (PPDs) e peptideos sem ligacdo dissulfeto (PSPDs)
(ZENG; CORZO; HAHIN, 2005; ZHIJIAN et al., 2006).

Os PPDs de escorpido estdo mais associados as acdes neurotdxicas do
envenenamento, pois atuam alterando a permeabilidade dos canais iénicos nas células
excitaveis e ndo excitaveis, seja bloqueando ou diminuindo a atividade desses canais. Podem

ser classificados como toxinas os peptideos que atuam em canais i6nicos de sédio, potassio,



29

1 Introducéao

calcio ou cloro (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; BHAVYA et al., 2016; QUINTERO-
HERNANDEZ et al., 2013; ZHIJIAN et al., 2006).

Os peptideos que atuam em canais de sodio possuem de 58 a 76 residuos de
aminoacidos, estabilizados por quatro ligacGes dissulfeto, sendo classificados em a-toxinas
(prolongam o tempo de despolarizagéo do canal idnico) e B-toxinas (alteram o limiar de ativagéo
do canal idnico), sendo as principais toxinas relacionadas aos sintomas desenvolvidos no
envenenamento por escorpido (BHAVYA et al., 2016; COLOGNA et al., 2009; QUINTERO-
HERNANDEZ et al., 2013; ZHIJIAN et al., 2006; ZHU et al., 2013). Os peptideos que atuam
em canais de potéssio, possuem uma maior variabilidade em sua sequéncia primaria, com 20-
70 residuos de aminoacidos em sua composicdo, estabilizadas por trés ou quatro pontes
dissulfeto (MARTIN-EAUCLAIRE et al., 2016; ZHIJIAN et al., 2006). Essas toxinas ainda
podem ser classificadas como toxinas a-KTx, B-KTx, y-KTx e k-KTx, de acordo com a
similaridade da sequéncia primaria, massa molecular e padrdo de ligacbes dissulfeto que
apresentam (MARTIN-EAUCLAIRE et al., 2016; NIRTHANAN et al., 2005; SANTIBANEZ-
LOPEZ; POSSANI, 2015; TYTGAT et al., 1999).

Com relacéo aos peptideos de escorpido que atuam em canais de cloro e calcio, 0s
estudos ainda sdo escassos, sendo pouco identificados e caracterizados na literatura
(BOURINET; ZAMPONI, 2016). Os PPDs que atuam em canais de cloro variam de 30-40
residuos de aminodcidos em sua estrutura, as quais sdo estabilizadas por quatro ligacdes
dissulfeto. Entretanto, os PPDs que atuam em canais de célcio, devido a sua maior variacdo da
sequéncia primaria e massa molecular, podem assumir diversas conformac@es e com nimero
variavel de ligacdes dissulfeto (BHAVYA et al., 2016; SANTIBANEZ-LOPEZ; POSSANI,
2015; ZHIJIAN et al., 2006).

Os PSPDs de escorpides, possuem uma grande diversidade genética e funcional,
revelando diferentes atividades bioldgicas, como antimicrobiana (contra bacterias, fungos,
virus e parasitas), inseticida, hipotensora, antiproliferativa, hemolitica, imunomoduladora, entre
outras, embora a atividade antimicrobiana seja comumente a mais relatada (ALMAAYTAH,;
ALBALAS, 2014; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; RODRIGUEZ DE LA VEGA,
SCHWARTZ; POSSANI, 2010).

Esses peptideos geralmente apresentam de 13-56 residuos de aminoacidos em sua
estrutura primaria, com um carater anfipatico, hidrofobicidade variando de 30-50% e uma carga
superficial positiva que pode variar de 2-9 (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; HANCOCK,
2001; HARRISON et al., 2014). Tais caracteristicas sdo observadas devido a presenca de

residuos basicos (que se ionizam positivamente em pH fisioldgico) e residuos hidrofobicos na
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sequéncia primaria dessas moléculas, o que permite a formacao de uma face hidrofilica e uma
face hidrofébica da molécula (HANCOCK, 2001, 1997; WANG; WANG, 2016).

Ademais, outra caracteristica bem marcante nessas moléculas é a presenca da
amidacdo C-terminal conservada em peptideos antimicrobianos naturais, demonstrando a
importancia dessa modificacdo pds-traducional nos PAMs (BULET et al., 1999; DAI et al.,
2008; ZENG et al., 2013). Estudos tém demonstrado que a amidacdo C-terminal esta
intimamente relacionada com a estabilidade dessas moléculas frente a acdo de proteases e a
capacidade de manter a sua estrutura secundaria, e consequentemente de suas atividades
biologicas (BRINCKERHOFF et al., 1999; LEE; TUNG; LIN, 2014). No entanto, no estudo
realizado por Dennison e colaboradores (2009), em que avaliou a atividade antibacteriana e
antiproliferativa de uma série de PAMs amidados na porcdo C-terminal e suas respectivas
isoformas ndo amidadas, foi demonstrado que a auséncia desse grupamento pode acarretar no
aumento, perda ou nao causar nenhum tipo de alteracdo nessas atividades. Sendo assim, apesar
da variavel influéncia da amidagdo na regido C-terminal, esta deve ser levada em consideragdo
na avaliacdo das atividades bioldgicas de peptideos antimicrobianos.

Os PAMs com maiores valores de momento hidrofébico (uH) em comparagdo com
a hidrofobicidade (H), estdo normalmente relacionados com melhores atividades bioldgicas em
células com membranas ani6nicas, isso porque o momento hidrofébico reflete diretamente a
anfipaticidade do peptideo (EISENBERG; WEISS; TERWILLIGER, 1984). Ao contrario,
peptideos muito hidrofobicos tendem a perder a capacidade de interacao inicial com membranas
anibnicas, além de tenderem a interacdo entre 0s seus mondmeros, acarretando agregacao
peptidica e menor atividade. Esse fato foi observado para os peptideos catiénicos e a-helicoidais
AcrAP1 (uH =0,437; H=0,902) e AcrAP2 (uH=0,474; H=0,856) do escorpido Androctonus
crassicauda, em que seus analogos AcrAPla e AcrAP2a apresentaram maiores valores de pH
(0,640 e 0,639, respectivamente) e menores valores de hidrofobicidade (0,681 e 0,676) em
relacdo aos peptideos nativos, refletindo diretamente em uma maior atividade antimicrobiana e
menor atividade hemolitica desses peptideos andlogos (DU et al., 2014). Semelhante fato foi
observado entre o peptideo nativo AamAP1 (uH=0,435; H=0,904) do escorpido Androctonus
amoeruxi e o0 seu analogo A3 (uH=0,517; H=0,746) (ALMAAYTAH et al., 2018).

Vaérios sdo os exemplos de PAMs de escorpifes com potencial aplicacdo para o
desenvolvimento de farmacos antimicrobianos. O Hadrurin do escorpido mexicano Hadrurus
aztecus, apresentou atividade contra cepas de bactérias gram-positivas e gram-negativas,
revelando uma alta atividade hemolitica (TORRES-LARIOS et al., 2000); Panidin 1 e 2 do

escorpido africano Pandinus imperator apresentaram atividade contra bactérias gram-positivas
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e gram-negativas, com acdo sobre as leveduras da espécie Candida albicans para o Panidin 2.
Contudo, Panidin 2 demonstrou alta atividade hemolitica em eritrécitos de carneiro,
diferentemente de Panidin 1 (CORZO et al., 2001). Alguns PAMs, como o caso do Ctriporin
do escorpido Chaerilus tricostatus, tém apresentado atividade contra cepas resistentes a
antibidticos, revelando atividade contra cepas de S. aureus resistentes a meticilina e penicilina
(FAN et al., 2011). O Vejovine, peptideo do escorpido mexicano V. mexicanus possui acao
antibacteriana contra as cepas multirresistentes de bactérias gram-negativas, tais como, P.
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Enterobacter cloacae e Acinetobacter baumanii
(HERNANDEZ-APONTE et al., 2011).

Adicionalmente, Meucin-24 e 25 do escorpido Mesobuthus eupeus apresentaram
acdo contra protozoarios, em que inibiram o crescimento das formas trofozoiticas do
Plasmodium falciparum (GAO et al.,, 2010); o Mauriporin do escorpido marroquino
Androctonus mauritanicus apresentou a¢do citotdxica para células do cancer de préstata e baixa
atividade hemolitica em eritrécitos de mamiferos (ALMAAYTAH et al., 2013) e 0 Hp1090 do
escorpido Heterometrus petersii que revelou atividade virucida contra o virus da hepatite C,
bem como inibiu a infecdo in vitro (YAN et al., 2011).

A seguir, dados compilados com as informagdes sobre as moléculas identificadas e
caracterizadas na pegonha do escorpido T. stigmurus, do artigo de revisdao intitulado “Biology,
venom composition, and scorpionism induced by brazilian scorpion Tityus stigmurus (Thorell,
1876) (Scorpiones: Buthidae): A mini-review” de Furtado e colaboradores (2020), serdo
relatados.

Empregando a abordagem de anélise transcriptdmica, Almeida e colaboradores
(2012), apresentaram o perfil de expresséo génica da glandula produtora de pegonha ndo
estimulada do escorpido T. stigmurus. A biblioteca de cDNA possibilitou a identificacdo dos
grupos de moléculas e suas respectivas porcentagens de abundancia no total de transcritos,

como podemos visualizar, resumidamente, na Tabela 1:
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Tabela 1 - Grupos de moléculas presentes no veneno do escorpido T. stigmurus

Grupo de moléculas Abundancia no total de transcritos (%)
Peptideos anidnicos 27,22
Peptideos antimicrobianos 25,19
Peptideos que atuam em canais de potassio 13,52
Peptideos hipoteticamente secretados 3,70
Peptideos com funcdo desconhecida 1,48
Arginina quinase 1,48
Metaloproteases 1,30
Peptideos hipotensores 1,11
Peptideos que atuam em canais de sddio 1,30
Peptideos ricos em cisteina 0,37

Fonte: compilado de dados apresentados por Almeida et al. (2012).

Embora a importancia das neurotoxinas nos quadros de envenenamento por
escorpides seja evidente (BOURINET; ZAMPONI, 2016; NORTON; CHANDY, 2017; XU et
al., 2018), assim como acontece com acidentes envolvendo o T. stigmurus (ALBUQUERQUE
et al., 2013), o perfil proteico apresentado por essa espécie, evidenciou uma maior abundancia
de peptideos anidnicos e antimicrobianos, com 27,22% e 25,19% do total de transcritos,
respectivamente.

A partir deste transcriptoma realizado por Almeida e colaboradores (2012),
moléculas do veneno do escorpido T. stigmurus foram caracterizadas quanto a estrutura e acoes
bioldgicas avaliadas in vitro e in vivo, demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Lista de peptideos caracterizados quanto a estrutura e acéo bioldgica a partir do transcriptoma
do veneno do escorpido T. stigmurus.

Peptideo Acdes bioldgicas Referéncia
TstpKTx Blogueador de canais de potéssio (ALMEIDA et al., 2013)
Antimicrobiano com potencial benéfico na (AMORIM-CARMO et al., 2019;
Stigmurina sepse polimicrobiana, antiproliferativo e DANIELE-SILVA et al., 2016; MELO
antiparasitario et al., 2015; PARENTE et al., 2018)
TSAP-2 Antimicrobiano com potencial benéfico na

(DANIELE-SILVA et al., 2016)
(MACHADO et al., 2016, 2015;

sepse polimicrobiana

TistH Hipotensor e antifungico TORRES-REGO et al., 2019)
TanP Quelante de metal (cobre bivalente) (MELO et al., 2017)
Peptideo a-KTx Bloqueador de canais de sodio (FREIRE et al., 2019)

Fonte: compilado de dados obtidos de Furtado e colaboradores (2020).

A multifuncionalidade da Stigmurina, um PAM identificado na peconha do T.
stigmurus, foi observada pela primeira vez por Melo e colaboradores (2015). Stigmurina
(FFSLIPSLVGGLISAFK-NH?2) consiste em um PSPD com 17 residuos de aminoacidos, carga
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superficial positiva (+2) em pH fisioldgico, e que tem a capacidade de modificar sua estrutura
dependendo do meio em que estiver inserido, além de apresentar alta estabilidade sob variacdes
de temperatura e pH quando avaliado por dicroismo circular (AMORIM-CARMO et al., 2019;
DANIELE-SILVA et al., 2016; MELO et al., 2015). Pela técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), foi possivel observar que Stigmurina em solucdo de trifluoroetanol: agua,
apresentou conformacgdo randémica na sua por¢do N-terminal (Phe-1 a Pro-6) e estrutura
helicoidal dos residuos Ser-7 a Phe-16 (DANIELE-SILVA et al., 2021) (Figura 4).

Lys-17

Phe-16

Figura 4 - Estrutura tridimensional de Stigmurina. (N), representa a regido N-terminal do peptideo. As cadeias
laterais dos residuos hidrofilicos estdo representadas em verde e dos residuos hidrofébicos em azul. Estrutura
obtida por ressonancia magnética nuclear. Fonte: adaptado de Daniele-Silva e colaboradores (2021).

Em relacdo a sua atividade biologica, Stigmurina apresentou atividade
antimicrobiana in vitro contra cepas de bactérias gram-positivas de S. aureus (ATCC 29213)
em 8,68 UM e S. aureus resistente a meticilina (ATCC 33591) em 17,37 uM, bem como contra
cepas de leveduras do género Candida (Candida albicans - ATCC 90028, C. krusei - ATCC
6258 e C. glabrata - ATCC 90030) em 34,75-69,5 uM. No entanto, essa molécula ndo
apresentou atividade contra bactérias gram-negativas até a concentragdo de 139 uM
(DANIELE-SILVA et al., 2016; MELO et al., 2015; PARENTE et al., 2018). Adicionalmente,
esse peptideo revelou um potencial antiproliferativo in vitro em diversas linhagens celulares
como as do carcinoma cervical humano (SiHa), carcinoma hepatocelular humano (HepG2),
adenocarcinoma cervical humano (HeLa), adenocarcinoma renal (786-0), melanoma murino
(B16-F10) e adenocarcinoma de pancreas (Panc 10.05), além de efeito antiparasitério in vitro
sobre as formas epimastigota e tripomastigota do Trypanosoma cruzi (DANIELE-SILVA etal.,
2016; MELO et al., 2015; PARENTE et al., 2018). A analise da citotoxicidade da Stigmurina,
revelou baixa acdo hemolitica em hemécias humanas, contudo, apresentou acdo toxica em
linhagem de fibroblastos murinos (NIH/3T3, ATCC CRL-1658), com indice de citotoxicidade
de 50% (ICso) de 7,98 uM (MELO et al., 2015; PARENTE et al., 2018).
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Associado a atividade antibacteriana in vitro, Stigmurina apresentou potencial acao
benéfica na sepse polimicrobiana induzida por ligadura e perfuracdo cecal (CLP) em
camundongos, diminuindo a carga bacteriana, a migracdo leucocitaria e as citocinas pro-
inflamatorias peritoneais, bem como, reduziu a inflamacdo em érgdos como pulmao e ceco
(DANIELE-SILVA et al., 2016). Foi observado também, a capacidade antioxidante in vitro de
Stigmurina pela eliminacdo de radicais hidroxila (acima de 70% em 10 uM), além diminuir em
67,2%, na concentracdo de 1 ug/mL, o nimero de microrganismos viaveis nas feridas infectadas
com S. aureus em murinos, aumentando a taxa de retracdo das feridas, demonstrando além da
atividade antibacteriana, a a¢do cicatrizante deste peptideo (DANIELE-SILVA et al., 2021).

Com um perfil semelhante a Stigmurina, 0 TsAP-2 (FLGMIPGLIGGLISAFK-
NH.), um peptideo antimicrobiano encontrado no veneno do T. stigmurus e com sequéncia
aminoacidica idéntica a um peptideo encontrado no veneno T. serrulatus (GUO et al., 2013),
também revelou atividade antibacteriana em diferentes cepas de bactérias gram-positivas (S.
aureus resistente a meticilina-ATCC 33591, S. aureus-S015 e E. faecalis-ATCC 29212), além
de potencial antiproliferativo em células HepG2 e baixa citotoxicidade para linhagens de células
epiteliais do rim canino quando comparada a Stigmurina, embora tenha apresentado expressiva
atividade hemolitica em concentrac@es acima de 15 uM (DANIELE-SILVA et al., 2016; GUO
etal., 2013).

Outro PSPD identificado no veneno do T. stigmurus, denominado TistH,
classificado como um peptideo hipotensor devido a atividade hipotensora em ratos normotensos
por potencializar a agdo da bradicinina (MACHADO et al., 2016, 2015), apresentou potencial
antimicrobiano. O TistH (ADMDFTGIAESIIKKIKETNAKPPA-NH>) possui 25 residuos de
aminoacidos com capacidade de modificar sua estrutura secundaria dependendo do meio em
que esteja presente, além de manter-se estavel em faixas extremas de pH e temperatura
(analisado por DC) (MACHADO et al., 2016, 2015). Este peptideo também apresentou baixa
toxicidade em linhagens de células normais, como fibroblastos (BALB/3T12-3 ATCC CCL-
164), macrdfagos (RAW 264.7 ATCC TIB-71) e epiteliais de rim (HEK-293 ATCC CRL-
1573), além de hemaécias e células cancerigenas. Quanto a atividade antimicrobiana, TistH
revelou potencial acdo contra cepas de leveduras como C. albicans, C. tropicalis e Aspergillus
flavus, responsaveis por importantes infeccbes orais/vaginais, candidiase e alergias
respiratérias, respectivamente. Essa agdo contra leveduras foi potencializada pela incorporagédo
do TistH em nanoparticulas de quitosana sobre as formas planctdnicas e sésseis do
microrganismos (TORRES-REGO et al., 2019).
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Dessa forma, o repertorio molecular do T. stigmurus se torna uma fonte promissora
para a caracterizacdo estrutural e bioldgica de um grande nimero de moléculas com potencial
farmacologico e biotecnoldgico, especialmente para os peptideos antimicrobianos (FURTADO
et al., 2020).

1.3.2 Peptideos analogos do T. stigmurus

Segundo Nguyen e colaboradores (2011), pequenas substituicdes de aminoacidos
na cadeia curta de peptideos podem ocasionar grandes mudancas na conformacao e atividade
dessas moléculas. A producédo de andlogos de moléculas nativas vem ganhando cada vez mais
interesse na pesquisa, pela necessidade da descoberta de novos farmacos para o tratamento de
doengas (ALMAAYTAH et al., 2012; BEA; PETRAGLIA; JOHNSON, 2015; LUNA-
RAMIREZ et al., 2014), em que a terapia por algum motivo encontra-se limitada, como no caso
antimicrobianos e antineoplasicos (ASSARAF et al., 2019; BARRIERE, 2015; BOUCHER et
al., 2013; PIDDOCK, 2012).

Como relatado anteriormente, a cationicidade, anfipaticidade e estrutura helicoidal
sdo fatores importantes para a interacdo dessas moléculas com a superficie de células
microbianas e celulas cancerigenas (EPAND; EPAND, 2009; ORTIZ et al., 2015; WANG;
WANG, 2016). Sendo assim, a substituicdo de residuos na sequéncia priméria de peptideos
prototipos que favorecam o aumento desses parametros fisico-quimicos e estruturais, podem
levar a uma maior atividade por parte dos peptideos andlogos em comparacdo ao peptideo
nativo.

Nesse sentido, modificacdes pela substituicdo de residuos hidrofébicos como
leucina e residuos polares ndo-carregados como a serina, por residuos basicos que apresentam
carga positiva em pH fisiolégico, como lisina e arginina, promovem o0 aumento da carga
superficial positiva dessas moléculas, tendo em vista que as cadeias laterais desses aminoacidos
se projetam para a face externa da hélice, favorecendo a interagdo com as superficies
microbianas. Em contrapartida, modifica¢fes por substituicdo com residuos hidrofobicos em
peptideos essencialmente catibnicos, como leucina, irdo favorecer o aumento da anfipaticidade
da a-hélice em prototipos em que a hidrofobicidade é reduzida (HANCOCK, 1997; WANG,;
WANG, 2016).

Sob estes aspectos, substituicbes pontuais de residuos de leucina e serina por
residuos de lisina foram realizadas no peptideo nativo Stigmurina por nosso grupo de pesquisa,
resultando em um pedido de depdsito de patente (codigo de registro BR102015029044-6) com

31 sequéncias analogas a Stigmurina, objetivando analisar a estrutura secundaria dessas
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moléculas, avaliando também o potencial antimicrobiano e antiproliferativo, toxicidade, bem

como, 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos nessas atividades bioldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar estruturalmente e avaliar as atividades antibacteriana, antiparasitaria e

antiproliferativa de peptideos analogos do peptideo nativo Stigmurina.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar as predi¢cdes in silico da estrutura secundaria, hidrofobicidade, momento

hidrofdbico e carga superficial dos peptideos analogos da Stigmurina;;

e Analisar a estrutura secundaria in silico dos peptideos analogos por modelagem

molecular;

e Avaliar in vitro, a estrutura secundaria e estabilidade dos peptideos analogos em

diferentes meios, pH e temperatura;

e Auvaliar a biocompatibilidade in vitro dos peptideos andlogos em heméacias e em

linhagem de células normais e in vivo;

e Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos peptideos andlogos pela determinacédo da

concentracdo inibitéria minima e bactericida minima;
e Avaliar a atividade antibiofilme in vitro e sobre a topografia do biofilme;
e Avaliar a atividade antibacteriana in vivo dos peptideos analogos;

e Analisar a atividade antiparasitaria dos peptideos analogos sobre as formas

epimastigotas e tripomastigotas do Trypanossoma cruzi;

e Auvaliar o potencial antiproliferativo dos peptideos analogos em linhagens de células

cancerigenas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Predicdo dos Paréametros Fisico-Quimicos e Estruturais dos Peptideos Analogos

A partir dos 31 analogos registrados em pedido de depdsito de patente, dois foram
selecionados (denominados de StigA8 e StigA18) de acordo com as predi¢des in silico dos
parametros fisico-quimicos e estruturais. As propriedades fisico-quimicas tedricas de
hidrofobicidade, carga superficial e 0 momento hidrofébico dos peptideos foram analisadas
pelo uso da plataforma HeliQuest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi bin/ComputParams.py) e
para predicdo da estrutura secundaria a plataforma PORTER

(http://distillf.ucd.ie/porterpaleale/quickhelp.html).

3.2 Modelagem Molecular

A predicdo in silico da estrutura molecular dos peptideos analogos foi realizada pela
plataforma Ab Initio Domain Assembly Server (AIDA) (https://aida.godziklab.org/) (XU et al.,
2014) e apo6s a obtencdo dos modelos tedricos foi realizada a validacdo destes, utilizando a
plataforma Molprobity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (CHEN et al., 2010). Para a
obtencdo e visualizacdo da estrutura tridimensional teorica foi utilizado o software UCSF
Chimera 1.8.1.

3.3 Obtengao dos Peptideos Anélogos

Stigmurina (FFSLIPSLVGGLISAFK-NHz) e os peptideos anélogos StigA8
(FFSLIPKLVGKLISAFK-NH,) e StigA18 (FFSLIPKLVGKLIKAFK-NH) foram obtidos
comercialmente na forma liofilizada e amidada na posigdo C-terminal pela empresa AminoTech
Pesquisa e Desenvolvimento (Brasil) e armazenados sob refrigeragdo a -20°C até 0 momento
do uso, como recomendado pelo fabricante. Os peptideos sintéticos foram purificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (pureza> 95%) e suas respectivas massas moleculares
foram confirmadas pelo fabricante por Espectrometria de Massas (Anexo A). O uso dos
peptideos esta permitido pelo SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado) sob o codigo de atestado de regularizagdo AAF17D9
de 24/04/2018.


http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi%20bin/ComputParams.py
http://molprobity.biochem.duke.edu/
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3.4 Dicroismo Circular

3.4.1 Influéncia do Meio na Estrutura Secundaria

A analise estrutural in vitro de StigA8 e StigA18 foram realizadas pela técnica de
dicroismo circular no Laboratorio de Bacteriologia do Instituto
Butantan (Sao Paulo, Sao Paulo). Os peptideos foram analisados por dicroismo circular (DC),
sendo realizadas leituras em espectropolarimetro JASCO-J 810 (Tokio, Japdo) em uma cubeta
de quartzo de 10 mm, acoplada a um sistema interno de controle de temperatura a 25°C. Os
espectros foram analisados em diferentes solugdes: adgua ultra-pura, dodecil sulfato de sodio
(SDS) 20 mM, tampéo fosfato (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 3 mM, KH2PO4 1,5 mM e Na;HPO4
10 mM, pH 7,4) e 2,2,2- Trifluoroetanol (TFE) nas concentragcdes de 20-70% (v/v), nos
comprimentos de onda entre 190-260 nm, a uma velocidade de 50 nm.mim™. As solugdes foram
preparadas para uma concentragéo final de 0,15 mg/mL dos peptideos. As leituras foram obtidas
em miligraus (1/1000°) e convertidos em elipticidade molar utilizando a seguinte equagéo
(JUBAN et al., 1997):

[6] =(E)*100* M
C*1*Nr

Onde [8] corresponde a elipticidade molar em miligraus, (E) é a elipticidade em
miligraus/1000), M é a massa molecular, 1 é o caminho O6ptico (cm), C corresponde a
concentracdo da amostra (mg/mL), e Nr corresponde ao nimero de residuos de aminoacidos-1.
A deconvolucdo dos espectros de dicroismo circular foi obtida utilizando o banco de dados
Dichroweb (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/process.shtml) (WHITMORE; WALLACE,
2007) e as estimativas foram analisadas utilizando o algoritmo CDSSTR (COMPTON;
JOHNSON, 1986). Os espectros finais foram obtidos pela subtragdo dos espectros dos

respectivos solventes nas mesmas condicdes.

3.4.2 Influéncia do pH na Estrutura Secundaria

A determinacdo da influéncia do pH na estrutura dos peptideos StigA8 e StigA18
(0,15 mg/mL) em SDS 20 mM foi realizada por DC, utilizando tampdes de &cido citrico
(CsHsO7) 0,1 M/Fosfato de sddio (NazHPO4) 0,2 M para pH de 3,0-7,4 e acido borico (HsBOs3)
0,2 M/ borato de sddio (Na2B40O7) 0,05 M, para pH de 8,0-9,0 (RUSSELL etal., 2012; TRACY,
2006). As leituras e os espectros foram obtidos conforme descrito em 3.4.1.


http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/process.shtml
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3.4.3 Influéncia da Temperatura na Estrutura Secundaria

A avaliacdo estrutural dos peptideos StigA8 e StiA18 (0,15 mg/mL) em SDS 20
mM foi realizada por DC, sendo utilizado o espectropolarimetro JASCO-J 810 (Tokio, Japdo),
com célula termostatizada do tipo Peltier para controle de temperatura. A andlise foi realizada
em comprimento de 190-260nm e em comprimento de onda fixo a 222 nm, sendo realizado o
aguecimento no intervalo de 2-98°C, seguido de arrefecimento de 98-2°C das amostras, com
coleta de dados a cada 0,1°C (LEE; TUNG,; LIN, 2014). As leituras e os espectros foram obtidos
conforme descrito em 3.4.1.

3.5 Biocompatibilidade

3.5.1 Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica dos peptideos sintéticos foi avaliada seguindo a metodologia
descrita por Menezes et al. (2014) com modifica¢des. As amostras sanguineas foram obtidas de
doadores saudéaveis com autorizacio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério
Onofre Lopes-HUOL/UFRN, sob numero de parecer 3127063. Elas foram coletadas em tubos
de EDTA (Vaccuete® Tube, Greiner Bio-One, Brasil) e processadas por centrifugacéo a 1.500
rpm por 10 minutos. Em seguida, a camada de plasma e leucécitos foi descartada e os eritrdcitos
lavados com PBS por 3 vezes, pelo processo de centrifugagdo a 2.000 rpm durante 10 minutos
em centrifuga (Eppendorf® 5804 R, Alemanha). A partir deste concentrado resultante, foi
preparada uma solucdo a 20% (v/v) de eritrécitos, utilizando o mesmo tampéo. Em seguida,
preparou-se dilui¢Bes seriadas dos peptideos em PBS para uma concentracao final de 150-1,17
uM dos peptideos (Stigmurina, StigA8 e StigA18) em uma solugédo de eritrocitos 1% (v/v), a
partir da suspensao de 20% (v/v). As amostras foram incubadas a 37°C em banho termostatico,
durante 1 h, e centrifugadas 1.500 rpm durante 10 min em centrifuga (Eppendorf® 5424 R,
Alemanha). 200 uL do sobrenadante obtido foram utilizados para calcular a porcentagem de
hemolise medindo a liberacdo de hemoglobina pela densidade éptica em 540 nm, usando o
leitor de microplacas (Epoch-Biotek, Winooski, VT, EUA). Os resultados foram comparados
com o grupo controle negativo de hemolise (PBS + suspenséo de eritrocitos) e controle positivo
de hemdlise (4gua destilada + suspensdo de eritrocitos). O resultado foi dado pelo teor de

hemoglobina presente no sobrenadante aplicado a formula:
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% de hemdlise = (AAT — ACN) x 100
(ACP — ACN)

Em que: AAT = Absorbancia da amostra teste, ACN = Absorbancia do controle
negativo e ACP = Absorbancia do controle positivo.

3.5.2 Atividade Citotdxica in vitro

A citotoxicidade dos peptideos analogos StigA8 e StigA18 foi avaliada utilizando
0 método de reducdo do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT)
(MOSMANN, 1983). Linhagens de células ndo neoplésicas de fibroblasto murino (NIH/3T3,
ATCC, CRL1658) foram cultivadas até a confluéncia em meio Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino, sendo incubadas a 37°C em atmosfera
a 5% de CO,. Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 100 pL da suspenséo de células
(5x10° células/pogo) nas condigdes citadas anteriormente durante 24 h. Apos essa etapa, 0 meio
foi substituido por 100 puL de DMEM e submetido a incubacao por 24 h. Em seguida, 0 meio
foi substituido por 90 pL do meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 10
uL dos peptideos analogos para uma concentracdo final de 40-2 UM em &gua ultrapura, sendo
incubados por 24 h a 37°C e atmosfera a 5% de CO,. Apds a incubacao, o meio foi retirado e
substituido por 100 pL da solugdo de MTT (1 mg/mL) e incubado a 37°C/4 h em atmosfera a
5% de CO.. A solugdo do MTT em cada pogo foi substituida por 100 pL de alcool etilico a 96%
e mantido a temperatura ambiente por 10 minutos, sob agitacéo, para solubilizar os cristais de
formazan. A leitura foi realizada no leitor de microplacas (Epoch Biotek, Winooski, EUA) em
570 nm. As linhagens celulares incubadas com DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, na auséncia dos peptideos, foram utilizadas para normalizar os resultados. Cada
amostra foi realizada em quadruplicata e o ensaio em duplicata. A porcentagem de viabilidade
celular foi determinada a partir da equacéo abaixo (MELO-SILVEIRA et al., 2014):

%oviabilidade celular = (A1-Mgt) X 100
(MCrtI)

Em que: At = absorbancia da amostra teste, Mcru = Média da absorbancia do controle

positivo e Met = Média da absorbancia do branco do teste.
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3.5.3 Toxicidade in vivo

Para avaliacdo da toxicidade in vivo de StigA8 e StigA18, foi realizado o modelo
experimental de acordo com Peleg ecolaboradores (2009), com algumas modificacdes. Foram
utilizadas larvas de mariposa da espécie Galleria mellonella. As larvas foram mantidas em
ambiente escuro a 25°C em incubadora BOD digital (CienlaB, Brasil) até chegarem ao seu
Gltimo estagio larval e com massa corporal de 250-350 mg para poderem ser utilizadas no
experimento. Cada grupo experimental apresentava 20 larvas e foram divididos de acordo com

a amostra recebida, como mostra a Tabela 3 a seguir:

Tabela 3 - Esquema de tratamento das larvas G. mellonella para avaliagéo da toxicidade de StigA8 e StigA18

Grupos experimentais com larvas de Galleria mellonella

Controle negativo de toxicidade StigA8 StigA18
Injecdo de PBS
X X X
(protopata esquerda)
Dose
X 120 mg/kg 120 mg/kg

(protopata direita)

(X) - recebeu dgua. Cada grupo experimental continha 20 individuos (n = 20). Fonte: autoria propria.

Nos grupos experimentais, foram injetados com uma seringa Hamilton de 50 L,
um volume de 10 puL de PBS em todos os grupos testados, na Gltima protopata esquerda da
larva. Apdés 30 minutos, as larvas receberam 10 pL na protopata direita dos respectivos
peptideos na dose de 120 mg/kg (30 pug) ou PBS para o grupo controle negativo de toxicidade.

As larvas de G. mellonella ap6s os tratamentos, foram mantidas em incubadora My
TEMP mini (Benchmark Scientific, EUA) a 37°C por 7 dias, e 0 numero de larvas mortas foi
registrado a cada dia de observacdo. Foram consideradas mortas, as larvas que néo
apresentaram movimento em resposta ao toque, bem como, mudancas de coloracdo (de
amarelo-milho para esbranquigada ou amarronzada) e melanizagdo do corpo (pontuais ou
uniformes). Para maiores informacdes sobre ciclo larval e manutencédo das larvas, bem como o

local de injecdo e processo de melanizacéo, consultar o Apéndice B desse documento.
3.6 Atividade Antibacteriana

3.6.1 Microrganismos

Foram utilizadas as seguintes cepas provenientes do laboratério de Microbiologia

Clinica da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN): Staphylococcus aureus
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(ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 25922)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As bactérias foram mantidas em agar nutriente
(HIMEDIA®, India) em micangas a -80°C e a 4°C.

As cepas provenientes do Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal do Recife (UFPE) foram S. aureus UFPEDA 02 e S.
aureus multirresistentes: UFPEDA 1040, UFPEDA 1041, UFPEDA 1042, UFPEDA 1044,
UFPEDA 1045, UFPEDA 1046, UFPEDA 1048, UFPEDA 1049, UFPEDA 1051, UFPEDA
1053, UFPEDA 1055, UFPEDA 1057, UFPEDA 1058, UFPEDA 1063.

A tabela 4 demonstra a descricdo de obtencdo e parametros bioldgicos dessas cepas

multirresistentes de S. aureus utilizadas no experimento:

Tabela 4 - Descricdo de obtencgdo e parametros biolégicos de cepas multirresistentes de S. aureus.

itio d Localidade d Capacidade
Cadigo de registro .S't'o e ocatidade do 4 formacao Resisténcia a antibidticos
infeccéo paciente s
de biofilme
UFPEDA 1040 Lesdode A latorial et ciprofloxacina, eritromicina,
perna meticilina e oxacilina
Lesédo de . ciprofloxacina, eritromicina,
UFPEDA 1041 virilha Ambulatorial AN meticilina e oxacilina
UEPEDA 1042 Lesdo de Hospitalar i mprofqug(_:lna, eritromicina,
escara meticilina e oxacilina
Lesdo ciprofloxacina, eritromicina
UFPEDA 1044  conjuntival  Ambulatorial ++ profloxacina, eritromicina,
. meticilina e oxacilina
direita
Ponta de . ciprofloxacina, eritromicina,
UFPEDA 1045 cateter Hospitalar AN meticilina e oxacilina
UEPEDA 1046 Secregao Hospitalar et mproflo_xgc_:lna, erltro_mlcma,
traqueal meticilina e oxacilina
UEPEDA 1048 Secreg_ao de Hospitalar et uproflo_xgglna, eritromicina,
ferida meticilina e oxacilina
UEPEDA 1049 Fragmer]to Hospitalar .t mproflo_xgac_:ma, eritromicina,
de tenddo meticilina e oxacilina
Aspirado . ciprofloxacina, eritromicina,
UFPEDA 1051 traqueal Hospitalar o meticilina e oxacilina
Aspirado . ciprofloxacina, eritromicina,
UFPEDA 1053 traqueal Hospitalar AN meticilina e oxacilina
UEPEDA 1055 Secr,egao de Ambulatorial ot mprofqugglna, erltro_n_wlcma,
furdnculo meticilina e oxacilina
UFPEDA 1057 Sangue Hospitalar +++ mproflo_xgc_:lna, erltro_n_wlcma,
meticilina e oxacilina
Liquido . ciprofloxacina, eritromicina,
UFPEDA 1058 torécico Hospitalar B meticilina e oxacilina
UFPEDA 1063 ADSCesSO b latorial 4+ ciprofloxacina, eritromicina,
periodontal meticilina e oxacilina

+ (fraca); ++ (moderada); +++ (forte), de acordo com os parametros estabelecidos por (Stepanovié¢ e

colabradores (2007). Fonte: autoria propria.
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3.6.2 Obtencao do Inbculo

A padronizacdo do indculo dos microrganismos foi executada seguindo a
metodologia descrita pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). Os
microrganismos foram cultivados em agar Brain Heart Infusion (BHI, BD®, EUA) durante 24
h. Posteriormente, uma suspensdo microbiana foi obtida em solugdo salina estéril 0,9%,
correspondente a 1x10® UFC/mL de acordo com escala 0,5 de McFarland. Em seguida, esta
suspensdo foi diluida na proporgéo de 1:100 (v/v) em caldo Muller Hinton (MH, BD®, EUA),
correspondente a 1x10° UFC/mL utilizada para avaliacdo da atividade antibacteriana.

Para as cepas multirresistentes de S. aureus a padronizacao do indculo procedeu-se
da mesma maneira, diferindo o meio de cultivo, o qual foi utilizado o &gar triptona soja (TSA)

suplementado com 10% de sangue.
3.6.3 Determinacao da Concentracéo Inibitéria e Bactericida Minima

A concentragdo inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) das cepas
ATCC provenientes da UFRN foram determinadas de acordo com a metodologia descrita pelo
CLSI (2015), com modificagbes. Em uma placa de 96 pocos, 50 pL da suspensdo de
microrganismos a 1x10® UFC/mL em caldo MH, foram adicionados a 50 pL de StigA8 e
StigA18 diluidos em &gua ultra-pura para diferentes concentragcdes (150-0,585 puM), com
posterior incubagédo a 35+2°C por 24 h, sob agitacdo a 200 rpm, sendo avaliada a densidade
Optica a 595 nm em um leitor de microplacas (Epoch Biotek, Winooski, Estados Unidos da
América). Os pogos contendo caldo MH e solucéo salina estéril a 0,9% foram utilizados como
controle de esterilidade do meio (controle negativo de crescimento). Os po¢os com a suspensao
de microrganismo e caldo MH foram utilizados como controle positivo de crescimento. Como
controle do perfil de sensibilidade dos microrganismos foi utilizado vancomicina (0,15 uM) e
gentamicina (0,62 pM).

A CIM foi determinada como a minima concentracdo dos peptideos analogos que
foi capaz de inibir o crescimento bacteriano (em que a absorbancia a 595 nm foi a mesma do
controle negativo de crescimento). Cada amostra foi realizada em quadruplicata e cada
experimento foi realizado em duplicata. Para a determinacdo da CBM, aliquotas de 10 pL do
controle positivo, do controle negativo e de todas as concentragdes das amostras que estavam
limpidas, foram repicadas em placas de Petri contendo 4gar MH e incubadas por 24 h. A CBM
foi determinada como a minima concentracdo dos peptideos analogos que foi capaz de matar

as bactérias.



45

3 Material e Métodos

Para as cepas multirresistentes provenientes da UFPE, a determinacdo da CIM foi
realizada conforme descrito acima, exceto pela auséncia de agitacdo apds a incubacdo das
placas a 35+2°C por 24 h. Decorrido esse tempo, foram adicionados aos pocos, 10 uL de
resazurina 0,01% e a microplaca incubada por mais 2 h para posterior leitura visual. A CIM foi
determinada como a minima concentracdo dos peptideos andlogos ou vancomicina que foi
capaz de inibir o crescimento bacteriano (em que ndo houve a conversdo da resazurina de cor
azul para resorufina de cor rosa). Para a determinacdo da CBM, aliquotas de 5 pL dos pogos
(controle positivo, controle negativo e amostras até na CIM) foram pipetadas em placas de Petri
contendo agar MH e incubadas por 24 h. A CBM foi determinada como sendo a menor
concentracdo capaz de matar as bactérias. O controle de sensibilidade utilizado foi vancomicina
a partir da concentracéo de 10 puM.

A capacidade bactericida ou bacteriostatica dos peptideos foi determinada a partir
da razéo entre CBM e CIM. Uma relacdo menor ou igual a 2 (CBM/CIM < 2), indica uma
possivel acdo bactericida da amostra; 4< CBM/CIM >32 indica uma possivel acdo
bacteriostética e quando CBM/CIM > 32, indica que o microrganismo é tolerante a molécula a
qual esta sendo testada (LV et al., 2019).

3.6.4 Atividade Antibiofilme

A atividade antibiofilme dos peptideos StigA8 e StigA18 foi avaliada sobre o

biofilme precoce e tardio de S. aureus.
3.6.4.1 Formagcao de Biofilme

Para a formacéo do biofilme tardio a bactéria S. aureus (ATCC 29213) foi semeada
em meio agar BHI e incubada a 35+2°C por 24 h. A partir dessa cultura, foi preparada uma
suspensdo bacteriana de acordo com a escala 0,5 de McFarland em solugéo salina 0,9%
correspondente a 1x108 UFC/mL. Deste in6culo, preparou-se uma diluicdo (1:10) (v/v) do
microrganismo em caldo MH suplementado com glicose 1%, correspondente a 1x10” UFC/mL.
Em uma microplaca de 96 pocos (Kasvi, China), 100 pL da suspensao de microrganismo foram
incubados a 37°C, sem agitacao, por 24 h, exceto nos po¢os reservados para serem o0s controles
negativos (apenas caldo MH suplementado com glicose 1%). No biofilme precoce, o tempo de
incubacéo foi de 4 h. Em seguida, retirou-se o sobrenadante cuidadosamente por inversao e
lavou-se com 200 pL de PBS (pH 7,4) por duas vezes para remover as células ndo aderidas
(DOSLER; KARAASLAN; ALEV GERCEKER, 2016).
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Para avaliar a formacéo do biofilme dos isolados multirresistentes de S. aureus
(UFPEDA 1041, UFPEDA 1044, UFPEDA 1045, UFPEDA 1046, UFPEDA 1048, UFPEDA
1049 e UFPEDA 1058) procedeu-se de forma semelhante a descrita acima, com algumas
modificacBes. As cepas foram semeadas em agar triptona soja (TSA), suplementado com 10%
de sangue e a suspensao bacteriana preparada em agua destilada autoclavada. Para a formacao
a placa foi incubada a 37°C por 18 h para o biofilme tardio e 6 h para o biofilme precoce, sem
agitacdo. Apds o periodo de incubacdo, foi retirado o sobrenadante cuidadosamente por

inversdo e os pocos lavados por duas vezes com 100 pL de agua destilada autoclavada.
3.6.4.2 Determinacéo da Atividade Antibiofilme

Para a cepa S. aureus (ATCC 29213), StigA8 e StigA18 foram diluidos em caldo
MH suplementado com glicose a 1% de modo que as concentragdes finais fossem de 25-3,12
HM. A vancomicina foi utilizada como controle do perfil de sensibilidade do microrganismo
nas concentracdes 50-12 uM (também diluida em caldo MH). Pocos contendo o caldo MH sem
peptideos ou vancomicina foram utilizados como controle negativo. Como controle positivo,
pocos apenas com a suspensdo de bactérias e caldo MH foram utilizados. Sequencialmente, 100
uL das amostras foram aplicadas nos poc¢os da placa e posteriormente incubadas por 24 h. Apés
o0 periodo de incubacdo, descartou-se o sobrenadante por inversdo de forma cuidadosa e 0s
pocos lavados uma vez com PBS (pH 7,4). Em seguida, foi realizado o processo de fixacao por
15 minutos, com a adicio de 100 plL/pogo de metanol P.A 99,89% (Ciavicco®-Brazil) e
posteriormente removido por inversdo. A microplaca foi mantida a temperatura ambiente para
secar espontaneamente, sendo em seguida aplicado 100 pL/poco do cristal violeta 0,2% para a
revelagdo, por 30 minutos. Sequencialmente, descartou-se o excesso de cristal violeta por
inversdo e a placa foi lavada por trés vezes com PBS para posterior adi¢cdo de 200 pL/poco de
etanol P.A 95% (Ciavicco®-Brazil). A placa foi mantida sob agitacdo (100 rpm) por 5 minutos
e 100 pL de cada pogo foi transferido para uma nova placa de 96 pocos para leitura em um
leitor de microplacas (Epoch Biotek, Winooski, EUA) em 595 nm. O protocolo foi realizado
segundo Dosler e colaboradores (2016) com algumas modificacdes. Cada amostra foi aplicada
em quadruplicata e cada experimento em duplicata. A porcentagem de crescimento de biofilme

foi expressa de acordo com a seguinte equagéo:
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% de crescimento de biofilme = (Ar-Mg7) X 100
(MCrtI)

Em que: At = absorbancia da amostra teste, Mcru = Média da absorbancia do controle

positivo e Met = Média da absorbancia do branco do teste.

Para a determinagdo da atividade antibiofilme das cepas multirresistentes de S.
aureus, a metodologia procedeu de forma semelhante a descrita acima, com algumas
modificacbes. Em microplaca de 96 pogos, 100 pL de StigA8 e StigA18 (7,5-1,87 uM) ou
vancomicina (10-2,5 uM) diluidos em caldo MH foram incubados nos biofilmes precoce e
tardio até completar 24 h de incubacdo. Apos esse periodo, 0 sobrenadante foi descartado e
lavou-se duas vezes 0s po¢os com agua destilada autoclavada. A concentracao do cristal violeta
utilizado foi de 1% para a revelagéo, com incubagédo de 20 minutos. A placa foi lavada com
agua destilada para posterior adicdo de 100 pL/pogo de etanol P.A 95% com incubacdo a
temperatura ambiente por 30 minutos. As leituras foram realizadas em um leitor de microplacas
(Epoch Biotek, Winooski, EUA) em 570 nm.

3.6.5 Avaliacéo Topogréfica da Atividade Antibiofilme por Microscopia

Eletronica de Varredura

Foi realizada a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) no Laboratério de
Caracterizacdo Estrutural de Materiais da UFRN (Natal, Brasil) em biofilme de S. aureus
(ATCC 29213), com formagdo precoce e tardia, tratados com StigA8 e StigAl8 na
concentracdo de 12,5 uM.

Os biofilmes foram preparados de acordo com Wu e colaboradores (2003), com
algumas modificacdes. Para tanto, inicialmente foram preparadas as superficies as quais 0
biofilme seria formado. Em uma placa de cultura estéril de 6 pocos (Kasvi, China), foram
colocadas superficies circulares de poliestireno (aproximadamente 2,1 cm de diametro e 1,5
mm de espessura) embebidas em alcool 70% e expostas a luz ultravioleta por 15 minutos. Sobre
essas superficies, foram colocados 4 mL da suspenséo bacteriana (1x 107 UFC/mL), preparado
de acordo com o item 3.6.2 e incubadas a 37°C por 24 h ou 4 h, no caso do biofilme tardio e
precoce, respectivamente. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente com

0 auxilio de uma pipeta, sem tocar as superficies colocadas nos pocos. Posteriormente, foi
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realizada a etapa de lavagem por duas vezes, para a retirada das células ndo aderidas,
adicionando 4 mL de PBS (pH 7,4), retirando o sobrenadante entre um procedimento e outro.
Apos o preparo das superficies, foi adicionado 4 mL das amostras (StigA8 ou
StigA18 preparadas em caldo MH suplementado com 1% de glicose) em seus respectivos pocos
e em seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Decorrido o tempo de incubacéo, foi
realizada a etapa de lavagem com PBS por duas vezes, como descrito anteriormente. O biofilme
foi fixado com a adi¢do de 4 mL de solucdo de glutaraldeido a 3,5% por 15 minutos. Em
seguida, foi realizada a lavagem com PBS uma vez, e iniciada a desidratacdo pela adi¢cdo de 4

mL de cada solucdo de alcool etilico descrita no Quadro 1, por 10 min em cada etapa.

Quadro 1. Concentracédo de alcool etilico e tempo de incubacdo utilizados na etapa de lavagem do biofilme.

Concentracdo de alcool etilico Tempo (minutos)
35% 10
50% 10
75% 10
=100% 10

Fonte: autoria propria

A cada solucao de alcool etilico adicionada, decorrido o tempo de incubacéo, era
retirada com o auxilio de uma pipeta para adi¢do da solugdo seguinte. Ap6s a retirada do alcool
a =100%, as placas foram secas a temperatura ambiente (em média por 30 minutos).
Sequencialmente, a placa de cultura celular foi tampada e vedada com filme de parafina
plastica, e enviada para a realizacdo das etapas de secagem em ponto critico e metalizacdo com
ouro e analise em MEV (SEM-FEG ZEISS AURIGA® 40) para obtenco das imagens.

Os dados de porcentagem de area de cobertura do biofilme formado e da média do
didmetro das células foram calculados pelo Software imageJ e pela média aritmética do
didametro de dez células para cada grupo experimental, sendo os diametros fornecidos pelo
equipamento SEM-FEG ZEISS AURIGA® 40.

3.6.6 Atividade Antibacteriana in vivo

Para avaliacdo da atividade antibacteriana in vivo de StigA8 e StigA18, foi realizado
0 modelo experimental descrito no item 3.5.3, com algumas modificacdes. Foram utilizadas
larvas de Galleria mellonella e como bactéria infectante, o isolado de S. aureus multirresistente
UFPEDA 1058. Cada grupo experimental apresentava 20 larvas e foram divididos de acordo

com o tratamento recebido como mostra a tabela 5 a sequir:
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Tabela 5 - Esquema de tratamento das larvas Galleria mellonella para avaliagdo da atividade antibacteriana
de StigA8 e StigAl8

Grupos experimentais com larvas de Galleria mellonella
Controle Controle
positivo de  negativo StigA8 StigA18 StigA8 StigA18  Vancomicina
infeccdo  de infecgdo
S. aureus 3,0x108 PBS 30x10% 30x10® 3,0x108 3,0x108 3,0x108
(1058) UFC/mL UFC/mL UFC/mL  UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Tratamento PBS PBS 40 mg/lkg 40 mg/kg 120 mg/kg 120 mg/kg 12 mg/kg

Grupo experimental com 20 individuos (n=20). Fonte: autoria prépria.

A suspencdo bacteriana foi preparada de acordo com a escala 1,0 de McFarland em
agua ultrapura autoclavada, correspondente a 3,0x108 UFC/mL. Em seguida, uma aliquota do
indculo foi retirada para leitura em espectrofotdmetro a 625 nm, a qual deveria estar a 0,280.
Os grupos experimentais a serem infectados, receberam 10 pL deste indculo, injetado com uma
seringa Hamilton de 50 pL na ultima protopata esquerda da larva. Apos 30 minutos da
aplicacdo, as larvas receberam 10 pL dos respectivos tratamentos, StigA8 e StigA18 (40 mg/kg
ou 120 mg/kg) ou vancomicina (12 mg/kg), injetados na Gltima protopata direita. As larvas que
ndo receberam indculo bacteriano (controle negativo de infecgdo), foram injetadas com 10 pL
de PBS na ultima protopata esquerda e mesmo volume na protopata direita.

As larvas apos os tratamentos, foram mantidas em estufa a 37°C por 7 dias, € 0
numero de larvas mortas foi registrado a cada dia de observacdo. Foram consideradas mortas,
as larvas que ndo apresentaram movimento em resposta ao toque, bem como, observadas
mudancas de coloracao (de amarelo-milho para esbranquicada ou amarronzada) e melanizagéo

do corpo (pontuais ou uniformes).
3.7 Atividade Antiparasitaria contra Trypanossoma cruzi

3.7.1 Cultivo do Parasita

Os protozoarios Trypanosoma cruzi Y foram obtidos através do Laboratério de
Imunoparasitologia da UFRN. As formas epimastigotas foram obtidas incubando os parasitas
durante 11 diasa 27 + 2 °C em meio de Triptose de infusédo de figado (LIT), suplementado com
Soro Bovino Fetal (SBF) a 10%. Para obtencdo das formas tripomastigotas, os parasitas foram

incubados no meio LIT (sem a presenca do SBF a 10%) a 27 + 2°C.
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3.7.2 Atividade Tripanocida

A atividade tripanocida das formas epimastigotas e tripomastigotas foram avaliadas
pelo método descrito por Ciccareli e colaboradores (2012) com modificacdes. 200 pL das
formas epimastigotas (1x107 parasitas/mL) e tripomastigotas (1x10° parasitas/mL) em meio
LIT, foram incubadas em placas de 96 pogcos com 20 pL de StigA8 e StigAl8 para
concentragOes finais de 25-1,56 uM a 27°C + 2 por 24 h. Apoés esse periodo, uma aliquota de
10 pL de cada poco foi retirada para a contagem de parasitas em camara de Neubauer com o
auxilio de microscdpico 6ptico no aumento de 40 x (Nikon ECLIPSE E200®). Os resultados
foram expressos em nimero de parasitas x 10*/mL. Foi considerado como controle positivo de
crescimento parasitario (100% de viabilidade), os parasitas incubados apenas com meio LIT.
Cada amostra foi realizada em quadruplicata e o ensaio em duplicata. A porcentagem de

inibicdo de crescimento celular foi determinada a partir da equagéo abaixo:

% de inibicado de crescimento celular = (NPt) x 100 -100
(MNPcru)

Em que: NPt = NUmero de parasitas vivos do teste, MNPcru = Média do nimero de

parasitas vivos do controle positivo.

3.8 Atividade Antiproliferativa

A atividade antiproliferativa dos peptideos analogos StiA8 e StigAl8 foram
avaliadas utilizando o método de reducdo do MTT (MOSMANN, 1983) como descrito no item
3.6.2, com algumas modificagdes. Linhagens de células de melanoma murino (B16-F10, ATCC
CRL6475) em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) e células de adenocarcinoma
renal humano (786-0, ATCC, CRL-1932), em meio RPMI 1640 suplementado com SBF a 10%,
foram cultivadas até a confluéncia, a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Em uma placa de 96
pocos, 100 L da suspensdo de células (5x10° células/mL) nas condigdes citadas anteriormente
foi incubada por 24 h. Apds essa etapa, 0 meio foi substituido por 100 pL de DMEM ou RPMI
1640 na auséncia de SBF e as células incubadas por 24 h. Em seguida, o meio foi substituido
por 90 uL do meio DMEM ou RPMI 1640 suplementado com SBF 10% e 10 pL dos peptideos
analogos em diferentes concentracbes em agua ultra-pura (40-2 pM), sendo as células
incubadas por 24 h a 37°C e atmosfera a 5% de CO.. Apds a incubagdo, o meio foi substituido
por 100 pL da solugéo de MTT (1 mg/mL) e a placa incubada novamente a 37 °C por 4 h em
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atmosfera a 5% de CO,. Decorrido o tempo, a solugdo do MTT em cada poco foi substituida
por 100 pL de alcool etilico a 96% e a placa mantida a temperatura ambiente por 10 minutos
sob agitacdo, para solubilizar os cristais de formazan. A leitura foi realizada no leitor de
microplacas (Epoch Biotek, Winooski, EUA) em 570 nm. As linhagens celulares incubadas
com DMEM ou RPMI 1640 suplementado com SBF a 10% na auséncia dos peptideos, foram
utilizadas como controle positivo de viabilidade celular. Cada amostra foi realizada em
quadruplicata e o ensaio em duplicata. A porcentagem de viabilidade celular foi determinada

como descrito no item 3.5.2 deste documento.

3.9 Analises Estatisticas

Os ensaios foram realizados em no minimo duplicata e as anélises no minimo em
triplicata. As analises estatisticas foram realizadas utilizado o0 ANOVA one way, seguido do
teste de Turkey para comparacdes multiplas, utilizando o software GraphPad Prism versao 7.0
(San Diego, EUA). Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.

Para os ensaios de toxicidade e atividade antibacteriana in vivo, 0s experimentos
foram realizados em duplicata e para as analises estatisticas foi utilizado o método de Survival
Curve, seguido do teste de Log-rank (Mantel-Cox), pelo software GraphPad Prism versédo 7.0

(San Diego, EUA). Os valores foram considerados significativos quando p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas de StigA8 e StigA18

A partir do depdsito de patente dos peptideos analogos da Stigmurina, StigA8 e
StigA18 foram selecionados de acordo com a predicao da estrutura secundaria, hidrofobicidade,
momento hidrofdbico e carga superficial liquida, obtidos através dos servidores HeliQuest e
PORTER (Tabela 6). Foram realizadas substituicdes pontuais na sequéncia primaria da
Stigmurina, por residuos de lisina (K). Em StigA8 foram realizadas duas substituicdes (posices
7 e 11 da sequéncia priméria) e em StigA18 trés substituicdes (posi¢bes 7, 11 e 14 da sequéncia

primaria).

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas e estruturais de Stigmurina, StigA8 e StigA18.

Peptideo Sequéncia de aminoacidos Estrutura Secundéria pH HID Z M.M
Stig FFSLIPSLVGGLISAFK-NH,  CCCCCHHHHHHHHHHHC 0,57 0,89 +2 1795.20
StigA8  FFSLIPKLVGKLISAFK-NH, CCCHHHHHHHHHHHHCC 0,65 0,78 +4 1907.42
StigA18 FFSLIPKLVGKLIKAFK-NH, CCCHHHHHHHHHHHHHC 0,70 0,72 +5 1948.51

Stig (Stigmurina); uH (momento hidrofébico); HID (hidrofobicidade); Z (carga superficial liquida); M.M (massa
molecular em Daltons confirmada por laudo de espectrometria de massas fornecida pela empresa AminoTech
Pesquisa e Desenvolvimento; C (estrutura randémica) e H (estrutura helicoidal). Fonte: dados obtidos e
analisados.

Como resultado da predicao fisico-quimica e estrutural de StigA8 e StigA18, foi
observado que as modificagdes pela substituicdo por residuos de lisina (K) na sequéncia
priméria da Stigmurina, promoveram um aumento da conformagédo em a-hélice (representada
pela letra H) e diminuicdo da formacao de estrutura randémica (representada pela letra C), bem
como, 0 aumento da carga superficial liquida positiva e momento hidrofébico em relacdo a
Stigmurina. No entanto, a hidrofobicidade foi reduzida em decorréncia da substituicdo dos
residuos de lisina. Segundo a literatura, 0 aumento dessas propriedades fisico-quimicas e
estruturais em peptideos antimicrobianos, favorece uma melhor acdo em diferentes
microrganismos como bactérias, virus e protozoarios (LUNA-RAMIREZ et al., 2014; PINTO
etal., 2014; YAN et al., 2011) e células de cancerigenas (ZHANG; YANG; ERICSSON, 2019).

No estudo realizado por Pedron e colaboradores (2019), foram realizadas
substituicdes pontuais de diferentes aminoacidos por lisina, no peptideo antimicrobiano
VmCT1 (FLGALWNVAKSVF-NHz) do escorpido V. mexicanus. A carga superficial de +2 e
momento hidrofébico de 0,58 desse peptideo passaram para +3 a +5 e 0,68-0,72,

respectivamente, para os diferentes analogos obtidos, resultando em atividade antibacteriana
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mais efetiva em bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como, em células cancerigenas
de mama (MCF-7), quando comparado a molécula protétipo.

Embora a hidrofobicidade tenha diminuido entre os analogos quando comparada a
Stigmurina, este fator pode ndo ser um limitante da acdo da atividade antimicrobiana. Pelo
contrério, quando em maiores quantidades, pode favorecer as interacGes hidrofébicas e
eletrostaticas intermoleculares, e gerar agregacdo entre as moléculas de peptideo e
consequentemente, menor interacdo com as membranas e menor atividade (ZOU et al., 2018).
No estudo realizado por Amorim-Carmo e colaboradores (2019), foi observado que peptideos
andlogos da  Stigmurina, StigA25 (FFSLIPSLVKKLIKAFK-NH;) e StigA3l
(FFKLIPKLVKKLIKAFK-NHz), apesar de apresentarem menor hidrofobicidade (0,73, 0,61,
respectivamente) em relacdo a molécula protétipo, apresentaram um espectro de acdo maior
frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas, indicando que o aumento das cargas
positivas € momento hidrofébico estdo mais relacionados com a maior atividade desses

peptideos.
4.2 Modelagem Molecular de StigA8 e StigA18

Na modelagem in silico dos peptideos andlogos, os modelos gerados pelo AIDA
foram validados pela plataforma Molprobit, para avaliagdo dos residuos que encontram-se nas
regides energicamente mais favoraveis ou desfavoraveis para formacao da estrutura secundaria
(CHEN et al., 2010). Os dados obtidos estdo dispostos na tabela 7:

Tabela 7 - Validagéo dos modelos de estrutura secundaria de StigA8 e StigA18.

Peptideos = Ramachandran permitido Ragsgr:gcglran Angulos improprios MolProbity Score
StigA8 15/15 14/15 3/185 0,93
StigA18 15/15 15/15 3/188 0,5

Validacéo gerada pelo software Molprobity. Fonte: autoria propria.

Os valores de Ramachandran permitido e favoravel, indicam o numero de
aminoacidos dos peptideos que estdo em regides permitidas e favoraveis, respectivamente, para
a conformacdo estrutural dos modelos gerados de StigA8 e StigAl18. Os valores de angulos
improprios, indicam o ndmero de aminoacidos que ndo conseguem adquirir os angulos de
torcdo mais favoraveis para formar a estrutura secundaria (CHEN et al., 2010). Nesse ultimo
caso, provavelmente é pela presenca do residuo de prolina na sequéncia priméaria, em que sua
cadeia lateral ciclica é covalentemente ligada ao atomo de nitrogénio da estrutura do
aminodcido, dificultando a liberdade de tor¢do da molécula (SONG; KANG, 2005). As
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pontuacdes de MolProbity score representam a qualidade quimica geral dos modelos gerados,
em que nimeros mais baixos indicam melhores modelos (CHEN et al., 2010).

As estruturas secundarias de StigA8 e StigA18 obtidas, evidenciam conformacéo
majoritariamente em a-hélice (Figura 5A-1 e 5B-I), com uma maior &rea de regido hidrofdbica
(escala de cor laranja) e menor regido hidrofilica (escala de cor azul) para StigA8 em relagédo a
StigA18 (Figura 5A-11 e 5B-II).

a B
_—— ™)

Figura 5 - Estrutura tridimensional tedrica dos peptideos analogos StigA8 e StigA18. Foi utilizado para
visualizar a estrutura tridimensional tedrica o software UCSF Chimera 1.8.1 para StigA8 (A) e StigA18 (B). (N) -
regido N-terminal do peptideo. A escala de cores representa as regides hidrofobicas (laranja) e hidrofilica (azul)
dos peptideos. Fonte: dados obtidos e analisados.

Portanto, diante desses resultados obtidos, StigA8 e StigA18 se apresentam como
peptideos a-helicoidais e que devido a sua anfipaticidade podem ser avaliados em solventes que
sejam parcialmente apolares como solventes organicos e micelas anfipaticas (SANI;
SEPAROVIC, 2016; SANTO; IRUDAYAM; BERKOWITZ, 2013).

Assim, apesar dessa correlagdo entre maior cationicidade, hidrofobicidade,
momento hidrofobico, bem como, as possibilidades de formagdo de determinada estrutura
secundaria serem levados em consideracdo para predizer determinada atividade bioldgica e
conformacao estrutural de uma molécula, é fundamental a confirmacdo experimental dessas
predicdes. Para tanto, estudos in vitro mais refinados de caracterizacdo estrutural, bem como,
avaliacdo das atividades bioldgicas devem ser realizados.

Por exemplo, o dicroismo circular, que consiste em uma técnica espectroscopica
muito utilizada para a avaliagdo da estrutura secundaria e estabilidade de proteinas de forma
experimental em diferentes composi¢des de solugdo e sob uma ampla faixa de temperatura e

pH. Utiliza-se da diferenga de absorcao da luz polarizada no sentido horario e anti-horario que



55

4 Resultados e Discussédo

passa pela molécula, em diferentes comprimentos de onda, sendo a faixa de 180-260 nm a mais
utilizada para andlise com proteinas (KELLY; JESS; PRICE, 2005; ZHONG; JOHNSON,
1992).

Sendo assim, esta técnica foi utilizada para avaliagdo da estrutura secundaria e
estabilidade de StigA8 e StigA18 obtidas comercialmente pela empresa AminoTech Pesquisa e
Desenvolvimento (Brasil).

4.3 Conformacdao Estrutural e Estabilidade de StigA8 e StigA18

4.3.1 Influéncia do Meio sobre StigA8 e StigA18

Ao serem analisados, foi observado que os espectros obtidos por Dicroismo
Circular (DC) de StigA8 e StigA18 apresentaram uma modificagdo da estrutura secundéria
quando presentes em solugdes aquosas, como agua ¢ PBS, e em solventes organicos que
simulam ambientes de membrana celular, como o Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) e o alcool
2,2,2-Trifluoroetanol (TFE) (SIKORSKA et al., 2009; ZHU et al., 2015).

Em 4gua e em PBS (Figura 6A e 6B) os peptideos apresentaram-se com
caracteristicas estruturais desordenadas, devido a presenga no espectro de um vale
perpendicular ao eixo x, em aproximadamente 200 nm. Porém, na presenca de SDS 20 mM e
TFE em concentragdes crescentes (20-70%), StigA8 e StigA 18 apresentaram-se com espectros
caracteristicos de estrutura helicoidal, devido a presenga de um pico perpendicular ao eixo x

em 190 nm e um vale, paralelo ao eixo x, entre 208 ¢ 222 nm (KELLY; JESS; PRICE, 2005).
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Figura 6 - Estruturas secundérias de StigA8 e StigA18 avaliadas por dicroismo circular. Espectros de StigA8
(A) e StigAl8 (B) em &agua, PBS, SDS 20 mM e TFE (20-70%). As analises foram realizadas em um
espectropolarimetro JASCO J-810 a 25° C. Os dados foram registrados em comprimentos de onda de 190-260 nm
a uma velocidade de 50 nm. min™. As cores das linhas das legendas acompanham respectivamente, as cores das
linhas da &rea de plotagem do gréafico. Fonte: dados obtidos e analisados.

Através da deconvolucdo dos dados de elipticidade molar, a partir dos espectros
gerados por DC, foi obtido o percentual de estrutura secundaria nas diferentes solugdes em que
StigA8 e StigA18 foram analisados (Tabela 8). Nos meios aquosos, 0s peptideos apresentaram
estruturas randémicas em mais de 70%, enquanto que nas solucbes de SDS e TFE (20-70%),
ambos os peptideos apresentaram porcentagem de a-hélice maior que 42%, sendo 0 meio SDS
mais propicio a formacdo dessa estrutura, apresentando 52% e 45% de a- hélice (diferente da
predicdo estrutural em que StigA18 apresentou mais conformacdo helicoidal para StigA8 e
StigA18, respectivamente. Nao houve diferenca significativa de aumento de conformacéo
helicoidal entre as diferentes concentragGes de TFE.

Essa maior estruturagdo dos peptideos em SDS, pode ter acontecido devido a
capacidade desse detergente aniénico em tender a formar micelas acima da sua concentracao

micelar critica (4 mM), simulando um ambiente anfifilico semelhante a membranas bioldgicas
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(a porc¢do hidrofdbica voltada para o interior da micela e a porcdo hidrofilica negativa voltada
para a superficie da micela) (SIKORSKA et al., 2009; ZHU et al., 2015). Dessa forma, €
possivel que as cargas positivas dos peptideos ao realizarem as interacdes eletrostaticas com as
cargas negativas do SDS e as interacBes hidrofobicas com a regido mais hidrofobica das

micelas, tenham se conformado melhor em a-hélice.

Tabela 8 — Porcentagem de estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 em diferentes meios.

Solvente StigA8 StigA18
% a-hélice % B-folha % Randdmica % a-hélice % B-folha % Randbmica

Agua 2 23 75 3 22 75

PBS 2 23 75 3 27 70

SDS 52 12 36 45 16 39
TFE 20% 47 14 39 42 15 43
TFE 30% 45 16 39 43 15 42
TFE 40% 50 12 38 45 14 41
TFE 50% 48 13 39 43 15 42
TFE 60% 48 16 36 43 15 42
TFE 70% 48 17 35 43 15 42

Percentual da estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 obtida a partir da deconvolugdo dos espectros de dicroismo
circular. Os dados sdo expressos como percentual de estrutura secundaria obtidos pelo algoritmo CDSSTR. Fonte:
dados obtidos e analisados.

Como o maior percentual de estrutura secundaria foi em SDS 20 mM, este foi
utilizado para os experimentos de estabilidade de StigA8 e StigAl8 frente a variagGes de
temperatura e pH.

4.3.2 Influéncia do pH sobre StigA8 e StigA18

Os espectros de DC de StigA8 e StigA18 foram obtidos em diferentes condi¢des de
pH, sendo observados perfis semelhantes na ampla faixa de pH (3,0-9,0) avaliada para ambos
os peptideos. Comparativamente, StigA8 e StigA18, nos diferentes pH testados, continuaram a
apresentar estrutura helicoidal (Figura 7), devido a presenca de um pico perpendicular ao eixo

x em 190 nm e um vale, paralelo ao eixo x entre 208 e 222 nm (KELLY; JESS; PRICE, 2005).
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Figura 7 - Influéncia da variacao de pH sobre as estruturas secundarias de StigA8 e StigA18 avaliadas por
dicroismo circular. Espectros de StigA8 (A) e StigA18 (B) em SDS 20 mM, submetidos a pH de 3-9. As analises
foram realizadas em um espectropolarimetro JASCO J-810 e os dados foram registrados em comprimentos de
onda de 190-260 nm a uma velocidade de 50 nm. min®. As cores das linhas das legendas acompanham
respectivamente, as cores das linhas da area de plotagem do grafico. Fonte: dados obtidos e analisados.

Pela deconvolucdo dos dados de elipticidade molar de StigA8 e StigAls,
obtiveram-se 0s percentuais de estrutura secundaria dessas moléculas (Tabela 9) que
mantiveram a estrutura helicoidal em torno de 50-60% em todos os pH testados, exceto no pH
8, em que os percentuais aumentaram consideravelmente para StigA8, o qual estruturou-se em
mais de 90% em a-hélice. Sendo assim, tanto StigA8 quanto StigA18 apresentaram estabilidade

frente a uma ampla faixa de pH, mantendo sua conformacéo helicoidal.
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Tabela 9 — Porcentagem de estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 em diferentes pH.

pH StigA8 StigA18
% a-hélice % B-folha % Randdmica % a-hélice % B-folha % Rand6mica

3,0 50 12 38 58 8 33
4,0 51 12 38 52 12 35
5,0 56 14 30 61 21 18
6,0 53 11 36 54 9 34
7,0 54 12 33 53 12 35
8,0 91 2 7 54 7 38
9,0 58 9 32 56 11 32

Percentual da estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 obtida a partir da deconvolucdo dos espectros de dicroismo
circular. Os dados séo expressos como percentual de estrutura secundaria obtido no algoritmo CDSSTR. Fonte:
dados obtidos e analisados.

De fato, a mudanca de pH do meio pode ser um dos fatores determinantes para
modificar a estrutura secundaria de peptideos, por alterar as interagdes entre os residuos de
aminoacidos e os angulos de ligacdes dos mesmos, o que afeta diretamente a interagdo com o
meio que o peptideo esta inserido e conformacdo estrutural (MIHAILESCU et al., 2019). Desse
ponto de vista, StigA8 e StigAl8 tornam-se moléculas bastante convenientes no
desenvolvimento de um futuro medicamento antimicrobiano, podendo ser empregados em
diferentes sitios de infeccdes (estomacais, intestinais, dermatoldgicas, dentre outras)

(VAHDATPOUR et al., 2016).

4.3.3 Influéncia da Temperatura sobre StigA8 e StigA18

A estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 em SDS ainda foram avaliadas em
condicBes extremas de temperatura. Inicialmente, os peptideos foram aquecidos gradualmente
de 2 até 98°C e posteriormente arrefecidos de 98 a 2°C. Os espectros indicam uma pequena
perda estrutural de StigA8 e StigA18 quando aquecidos, uma vez gue ocorre uma aproximacao
com o “eixo 0” (paralelo ao eixo x), que indicam perda da estrutura. No entanto, essa perda nao
interferiu na conformacao helicoidal geral apresentada por estas moléculas (Figura 8A e 8B).
Este efeito € melhor observado quando analisado os dados da porcentagem de estrutura
secundaria de StigA8 e StigA18 nas diferentes temperaturas (Tabela 10), os quais percebe-se a
perda discreta de estrutura de a-hélice em condigdes extremas de temperatura (a partir de 75°C).

Ao analisarmos a elipticidade molar de forma pontual (222 nm), percebemos que
esta deslocou-se gradualmente em direcdo a zero quando os peptideos eram aquecidos,

indicando uma perda da estrutura, porém ao serem submetidos ao processo de resfriamento, a
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elipticidade voltou quase ao seu estado anterior ao aquecimento (Figura 8C, 8D e Tabela 11),
indicando que StigA8 e StigA18 apresentam capacidade de renaturagdo mesmo quando

submetidos a uma ampla faixa de temperatura.
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Figura 8 - Influéncia da variacdo de temperatura sobre as estruturas secundarias de StigA8 e StigAl8
avaliada por dicroismo circular. Espectros de estrutura secundéria de StigA8 (A) e StigA18 (B) em SDS 20 mM
em 5, 25, 37, 50, 75 e 95°C em comprimento de onda de 190-260 nm. Espectros de StigA8 (C) e StigA18 (D) em
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SDS 20 mM, submetidos a aquecimento de 2-98°C (linha cinza escuro) e arrefecimento de 98-2°C (linha cinza
claro) a 222 nm. As analises foram realizadas em um espectropolarimetro JASCO J-810. Os dados foram
registrados em comprimentos de onda de 190-260 nm a uma velocidade de 50 nm. min. As cores das linhas das
legendas acompanham respectivamente, as cores das linhas da area de plotagem do gréfico. Fonte: dados obtidos
e analisados.

Tabela 10 — Porcentagem de estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 em diferentes temperaturas.

Temperatura StigA8 StigA18
°C % a-hélice % p-folha % Randdémica % a-hélice % pB-folha % Randdmica
5 52 9 39 56 9 35
25 51 13 36 54 7 39
37 52 13 35 54 11 35
50 51 14 35 53 11 36
75 48 12 40 50 13 37
95 39 19 42 47 14 39

Percentual da estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 obtida a partir da deconvolugdo dos espectros de dicroismo
circular em comprimento de onda variavel (190-260nm). Os dados séo expressos como percentual de estrutura
secundaria obtido no algoritmo CDSSTR. Fonte: dados obtidos e analisados.

Tabela 11 — Porcentagem de estrutura secundaria de StigA8 e StigA18 em comprimento de onda fixo.

Temperatura (°C) StigA8 StigA18

a-hélice p-folha Randbmica a-hélice B-folha Rand6mica

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Antes de aquecer 51 9 39 55 8 36
Depois de aquecer 50 11 38 54 9 35

Percentual da estrutura secundéria de StigA8 e StigA18 obtida a partir da deconvolugdo dos espectros de dicroismo
circular em comprimento de onda fixo (222 nm), antes do aquecimento e pos aquecimento dos peptideos. Os dados
sdo expressos como percentual de estrutura secundaria obtido no algoritmo CDSSTR. Fonte: dados obtidos e
analisados.

Ao analisar o conjunto dos dados apresentados pela técnica de dicroismo circular,
StigA8 e StigA18 apresentaram flexibilidade conformacional a depender do meio em que estava
presente, com tendéncia a formacgdo de estrutura helicoidal em ambientes apolares (TFE) e
anfipaticos (SDS), bem como, estabilidade em condicdes extremas de pH e temperatura com
capacidade de renaturacdo ap0s aquecimento e arrefecimento. Tais caracteristicas foram
observadas em outros peptideos do escorpido T. stigmurus, como a Stigmurina (e seus andlogos
StigA6, StigA16, StigA25 e StigA31) (AMORIM-CARMO et al., 2019) e o TSAP-2, peptideo
antimicrobiano com sequéncia similar a Stigmurina (DANIELE-SILVA et al., 2016).

Peptideos com flexibilidade conformacional em diferentes meios também foram

observados em outras espécies de escorpides como a Meucin 13 e Meucin-18 do escorpido
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Mesobuthus eupeus (GAO et al., 2009), Pandinin-1 e Pandinin-2, do escorpido Pandinus
Imperator (CORZO et al., 2001), UyCT1, UyCT2, UyCT3 e UyCT5 do Urodacus yaschenkoi
(LUNA-RAMIREZ et al., 2014).

De acordo com Daniele-Silva e colaboradores (2016), a sequéncia idéntica na
posicdo C-terminal de Stigmurina e TsAP-2 (GLISAFK- NH;) parece estar envolvida na
estabilidade dessas moléculas frente a uma ampla faixa de temperatura e pH por dicroismo
circular, devido a uma balanco entre o numero de residuos polares e apolares nessa regido. No
entanto, ao ser realizada modificagGes nessa mesma regido em StigA8 e StigA18 (substituindo
aminoacidos glicina e serina, por lisina), ndo acarretou em mudancas expressivas de

conformagcdo da estrutura secundaria dessas moléculas.

4.4 Biocompatibilidade de StigA8 e StigA18

Para avaliacdo da biocompatibilidade in vitro dos peptideos analogos, foram
realizados os ensaios de hemolise em eritrocitos humanos e viabilidade celular em células de
fibroblastos murinos. Para avaliacao preliminar de toxicidade in vivo, foram utilizadas larvas
de mariposa de G. mellonella.

As hemécias foram incubadas com concentrag@es crescentes de StigA8 e StigA18
(1,17-150 pM). Stigmurina, além do PBS, também foi utilizada como pardmetro negativo de
hemdlise, haja vista que este peptideo apresenta porcentagens de hemdlise muito proximas a
0% até na maior concentracéo testada (150 uM) (AMORIM-CARMO et al., 2019; PARENTE
et al., 2018).

Apos 1 hora de incubacéo, os peptideos andlogos comegaram apresentar atividade
hemolitica a partir da concentracdo de 9,17 uM, com 11,5% e 14% de hemdlise para StigA8 e
StigA18, respectivamente, até 15,17% e 22% na maior concentragdo testada (150 uM), para
StigA8 e StigA18, respectivamente (Figura 9A). No entanto, essa atividade foi estatisticamente
menor em relacdo ao controle positivo de hemolise (hemaciat+agua) e estatisticamente
semelhante ao grupo de hemaécias incubadas com PBS e Stigmurina nas diferentes
concentrages (p>0,05), exceto para a concentracdo de 150 UM de StigA18. Nas concentracdes
abaixo de 9,17 uM a porcentagem de hemolise foi quase nula tanto para StigA8 como para
StigA18.

Dentre os peptideos analogos da Stigmurina anteriormente estudados, StigA6
(FFSLIPKLVKGLISAFK-NH;) e StigA1l6 (FFKLIPKLVKGLISAFK-NHz) revelaram
porcentagem de hemolise de 30% em 75 UM, para ambos 0s peptideos, enquanto que StigA25
(FFSLIPSLVKKLIKAFK-NH,) e StigA31 (FFKLIPKLVKKLIKAFK-NH,), apresentaram
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90% e 75% de hemolise, respectivamente, em 150 pM (AMORIM-CARMO et al., 2019;
PARENTE et al., 2018). Fazendo uma analise comparativa entre as modificacbes nas
sequéncias primarias desses analogos, a substituicdo das glicinas da posicdo 10 e/ou 11 por
lisina (K), parece estar intimamente relacionado com o aumento da hemdlise dessas moléculas.
Enquanto que a Stigmurina (FFSLIPSLVGGLISAFK-NH,), apresenta baixissimas
porcentagens de hemolise e ndo tem nenhuma substituicdo nessas posigdes, o StigA25 e
StigA31 que possuem a dupla substituicdo, revelaram maiores porcentagens de hemdlise

comparado aos outros analogos.
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Figura 9 — Biocompatibilidade de StigA8 e StigA18. Citotoxicidade dos peptideos em (A) hemacias, Ctrl
(controle positivo considerado como 100% de hemélise); PBS (tamp&o fosfato salino considerado como 0% de
hemolise); Stig (Stigmurina) e em (B) Linhagem de células ndo neoplasicas de fibroblasto murino (NIH/3T3), Ctrl
(controle positivo de viabilidade celular). (C) Toxicidade in vivo de StigA8 e StigA18 em larvas da espécie
Galleria mellonella, Ctrl (controle negativo de morte larval, considerado como 100% de sobrevida); StigA8 120
e StigA18 120 (peptideos analogos administrados na dose de 120 mg/kg); n=20. *“p<0,001, comparado ao grupo
Ctrl; #p<0,05, comparado ao grupo PBS e Stigmurina. Fonte: dados obtidos e analisados.
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Foi observado para os peptideos TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK-NH,) e TsAP-
2 (FLGMIPGLIGGLISAFK-NH>) identificados no escorpido T. serrulatus, ambos com carga
+2, perfis diferentes de atividade hemolitica. TSAP-1 apresentou hemdlise abaixo de 5% até na
maior concentracdo testada (160 pM), enquanto que TSAP-2, apresentou essa baixa taxa de
hemolise até a concentracdo de 15 pM, depois disso, a porcentagem de hemdlise aumentou
consideravelmente, chegando a 86% em 40 uM. Em contrapartida, os seus respectivos analogos
TsAP-S1 (FLSLIPKLVKKIIKAFK-NH2) e TsAP-S2 (FLGMIPKLIKKLIKAFK-NH>), ambos
com carga +6, apresentaram alta atividade hemolitica a partir da concentracdo de 5 uM, com
28% de hemdlise, chegando a 100% na concentracdo de 20 pM (GUO et al., 2013),
demonstrando que a adigdo de lisina tem um papel importante no aumento da atividade
hemolitica dos PAMs.

Apesar dos PAMs, apresentarem uma capacidade maior em perturbar a estabilidade
ou lisar membranas de procariotos, essa citotoxicidade em hemacias pode estar relacionada
principalmente ao aumento da cationicidade desses analogos, tendo em vista que essas células
apresentam componentes de carater aniénico ligados ao glicocalix, como o &cido sialico
(JANKOWSKI et al., 2019).

No estudo realizado por Bea e colaboradores (2015), foi considerado que o peptideo
anédlogo do BmKnl (FIGAVAGLLSKIF-NH>) do escorpido Buthus martensii Karsh, Bmkn1-
6Lys (FIGAVKGLLSKIF-NH2), que apresenta modificagdo por introducdo da lisina em sua
sequéncia, apresentou moderada atividade hemolitica (20%) até a concentracéo de 36 uM.

Na linhagem celular de fibroblastos murinos (NIH/3T3) (Figura 9B), ocorre uma
resposta concentracdo-dependente dos peptideos em relagdo a viabilidade celular. StigA8
reduziu a viabilidade celular para 81,6% na concentragdo de 4 uM, demonstrando baixa
citotoxicidade nessa concentracdo, e 29,1% na concentracdo de 40 pM. Para StigAl8, na
concentracdo de 2 UM, a viabilidade foi de 76,8% e 33,2 % na maior concentracao testada (40
KUM), demonstrando um potencial citotéxico maior em relacéo a StigA8.

Estes dados de citotoxicidade, apontam as concentragfes relativamente seguras
para serem utilizadas nos diferentes ensaios posteriores do presente estudo, bem como a faixa
de concentracdo de biocompatibilidade in vitro dessas moléculas.

Com relacdo a toxicidade in vivo de StigA8 e StigA18, foi realizada uma triagem
em larvas de mariposa da espécie G. mellonella observando a sobrevida dessas larvas ao longo
de 7 dias (injec&o Unica dos peptideos no primeiro dia de teste), bem como, sinais de toxicidade
pela mudanca de coloracao, melanizacdo e capacidade de locomocgao. Como se pode observar

na Figura 9C, o grupo de larvas que recebeu apenas agua (controle negativo de morte) nao
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houve morte de nenhum individuo em todo o periodo de observacdo. Semelhante efeito foi
observado nos grupos que receberam os peptideos StigA8 e StigA18 na dose de 120 mg/kg no
mesmo periodo. Além disso, as larvas ndo apresentaram sinais de toxicidade, sendo ausentes
mudancas de coloragdo (continuaram com coloracdo amarelada, semelhante a um gréo de
milho) e melanizacdo (imagem inserida no grafico da Figura 9C).

Devido as dificuldades apresentadas pelo uso de animais mamiferos para o estudo
em modelos de toxicidade, patogénese e eficacia de moléculas para o tratamento de infeccdes,
seja por implicages éticas, custos elevados dos experimentos e/ou manutencao dos animais, 0
uso de modelos em animais invertebrados vem tomando espago na ciéncia, como por exemplo
0 uso de moscas da espécie Drosophila melanogaster, peixe Danio rerio e 0 nematoide
Caenorhabditis elegans (CHIBEBE JUNIOR et al., 2013; DOUGLAS, 2019).

Nesse ambito, pode-se destacar o uso das larvas da mariposa Galleria mellonella,
as quais mostram ser uma alternativa positiva para fins de triagem, pois além de apresentarem
baixo custo de manutengdo, ndo necessitam de aprovacao em comité de ética para seu uso, bem
como o estudo de toxicidade e interacdo patdgeno-hospedeiro é favorecida e vem mostrando
correlacdo positiva entre viruléncia microbiana em modelos utilizando mamiferos e as larvas
dessa espécie (AL AKEEL et al., 2018; JANDER; RAHME; AUSUBEL, 2000; JUNQUEIRA
et al., 2011). Outras vantagens do uso dessas larvas, é a facil inoculacdo de amostras e
microrganismos, além de ser o Unico modelo animal alternativo que podem ser incubados em
37°C (CHIBEBE JUNIOR et al., 2013; PELEG et al., 2009).

Além disso, esses insetos possuem um sistema imune semelhante ao de mamiferos,
pois apresentam resposta imune inata, pela presenca de barreiras fisicas como o corpo
gorduroso e quimicas, pela acdo de lisozimas, além da presenga dos hemacitos, que sdo as
“células sanguineas” e “leucocitarias” dessas larvas, presentes na hemolinfa, e que estdo
envolvidos em processos de fagocitose, coagulacdo e melanizacdo (TREVIJANO-
CONTADOR; ZARAGOZA, 2018). Um exemplo de aplicacéo dessas larvas para determinagao
da toxicidade de substancias € o estudo realizado por VVan der Meijden e colaboradores (2017),
no qual foram utilizadas larvas de G. mellonella para avaliar a toxicidade da peconha de dez
espécies de escorpides.

Sendo assim, diante dos resultados apresentados, StigA8 e StigA18 apontam para
uma baixa toxicidade nesses organismos, demonstrando a potencial aplicagdo no
desenvolvimento de medicamentos. No entanto, para melhor a avaliar essa toxicidade, estudos
com animais mais complexos como camundongos ou ratos, sdo importantes para serem

avaliados os sinais de toxicidade em tecidos e 6rgaos.
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4.5 Atividade Antibacteriana de StigA8 e StigA18

4.5.1 Espectro de Acdo de StigA8 e StigA18

A determinacdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) para Stigmurina, StigA8
e StigA18, foi obtida pelo método de microdilui¢cdo em caldo (CLSI, 2015) e descrita na Tabela
12.

Tabela 12- Determinagdo da CIM e CBM dos peptideos Stigmurina, StigA8 e StigA18 frente a cepas gram-
positivas e gram-negativas de referéncia.
CIM/CBM (uM)

Peptideos/ S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa

Cepas (ATCC 29213) (ATCC12228) (ATCC 25922) (ATCC27853)
Stigmurina 9,37/9,37 9,37/9,37 >150/>150 >150/>150
StigA8 2,34/9,37 1,17/2,34 2,34/2,34 4,68/4,68
StigA18 2,34/18,75 1,17/4,68 2,34/4,68 9,37/18,75

CIM (Concentragdo Inibitdria Minima); CBM (Concentragdo Bactericida Minima). Cada experimento foi
realizado em duplicata e a anélise em quadruplicata. Fonte: Dados obtidos e analisados.

Tomando por base um cut off de CIM de 10 uM, pode se observar que todos 0s
peptideos apresentaram atividade antibacteriana para todas as cepas testadas, exceto Stigmurina
que ndo apresentou agdo contra espécies de bactérias gram-negativas até a concentracao de 150
M. Esses resultados corroboram com os dados apresentados por Melo e colaboradores (2015),
0s quais demonstraram que a Stigmurina ndo apresentou acdo em cepas ATCC de E. coli até a
concentracdo de 139 uM. Em contrapartida, os peptideos analogos apresentaram atividade
contra cepas de Staphylococcus ssp. com CIM menor que a Stigmurina e ainda ampliou o
espectro de acdo para E. coli e P.aeruginosa.

StigA8 e StigA18 tiveram uma CIM 4 vezes menor para S. aureus e 8 vezes menor
para S. epidermidis, quando comparadas com a Stigmurina. Para as bactérias gram-negativas a
atividade foi bem mais pronunciada para os peptideos analogos, ja que a Stigmurina néo
apresentou atividade para as cepas de bactérias gram-negativas até a concentracdo de 150 uM.
Esses resultados demonstram que as modificagdes na sequéncia priméria e consequentemente
em parametros como carga superficial e momento hidrofébico promovidas na Stigmurina,
resultaram em uma melhor acdo antibacteriana por parte dos analogos obtidos, evidenciando
que tais fatores estdo envolvidos diretamente com uma melhor interagdo peptideo-bactéria.

Outros peptideos nativos oriundos de escorpides do género Tityus, como o T.

serrulatus, também apresentaram atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas,
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porém ndo apresentaram para bactérias gram-negativas. O TsAP-1 (FLSLIPSLVGGSISAFK-
NH.) apresentou baixa atividade antibacteriana contra S. aureus (NCTC 10788) com CIM de
120 pM enquanto TsAP-2 (FLGMIPGLIGGLISAFK-NH>) apresentou CIM de 5 puM para esta
mesma cepa. Os autores relatam que essa diferenca na atividade pode estar relacionada aos
parametros fisico-quimicos desses peptideos, como 0 momento hidrofébico (0,43 pH e 0,51 pH
para TSAP-1 e TsAP-2, respectivamente) e o percentual de a-hélice (58,82% e 76,47% para
TsAP-1 e TsAP-2, respectivamente), o que reflete na melhor interacdo do TsAP-2 com as
membranas bacterioldgicas, embora apresentem mesma carga superficial (+2) (GUO et al.,
2013).

Contrariamente, o seu analogo (TsAP-S1), o qual foi obtido por substituicdes
pontuais de serina e glicina por lisina, teve, além do momento hidrofébico (88% em média),
sua carga superficial aumentada (+6), o que refletiu diretamente na melhor atividade
antibacteriana para cepas de S. aureus (CIM de 120 uM, para 5 uM). Porém, com o aumento
da atividade antibacteriana, ocorreu o aumento da atividade hemolitica, como foi relatado
anteriormente por Guo e colaboradores (2013), o que mostra um dos grandes desafios do
desenho racional de analogos de peptideos antimicrobianos, obter um equilibrio entre os
residuos de aminoacidos que promovam o melhoramento da atividade antibacteriana sem
causar aumento da toxicidade da molécula (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014).

De acordo com LV e colaboradores (2019), que avaliaram a atividade de compostos
oriundos da peconha do escorpido Buthus martensii Karsch, quando a razéo entre CBM e CIM
for menor ou igual a 2 (CBM/CIM < 2), indica uma possivel acdo bactericida da amostra,
quando CBM/CIM > 4 indica uma possivel acdo bacteriostatica e quando CBM/CIM > 32,
indica que o microrganismo é tolerante a molécula a qual esté sendo testada.

Natabela 12 os valores de CBM revelam que a a¢do dos peptideos sobre as bactérias
parece ser variavel, a depender da espécie. Para StigA8 e StigA18, as CBMs encontradas para
S. aureus, foi igual ou superior a 4 vezes a CIM e igual ou superior a 8, respectivamente,
caracterizando uma possivel acdo bacteriostatica nessa concentragdo. Ja para S. epidermidis
StigA8 apresentou uma atividade igual a 2 vezes a CIM, indicando uma possivel acdo
bactericida e StigA18 uma possivel acao bacteriostatica, ja que apresentou CBM 4 vezes a CIM.
Em relacdo as cepas gram-negativas, a razdo entre a CBM e a CIM variou entre 1-2, indicando
a possivel agdo bactericida. Os microrganismos apresentaram-se sensiveis aos medicamentos
de referéncia utilizados (vancomicina 0,15 pM e gentamicina 0,62 uM) com CIM igual a CBM,

indicando a acdo bactericida dessas amostras (dados ndo mostrados na tabela).
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Foi observado que os peptideos andlogos, para as cepas de Staphylococcus ssp.,
perdeu a capacidade bactericida apresentada pela Stigmurina. Essa perda, pode decorrer do
fato que a menor concentracdo apresentada na CIM, em relacdo a Stigmurina (que foi de 9,37
M), ndo seja capaz de matar o microrganismo, mas de impedir o seu crescimento no meio. E
possivel que na concentracao de 2,34 uM, os peptideos ndo tenham a capacidade de se agrupar
de modo a promover algum mecanismo de formacdo de poro na membrana, mas apenas de
causar perturbacdo na parede celular, impedindo o crescimento do microrganismo. Mesmo
assim, os peptideos analogos apresentaram melhor atividade, pois a CIM foi diminuida.

Como mencionando anteriormente, muitos PAMs originados dos venenos de
escorpifes, tem a capacidade de interagir com as membranas de bactérias. Porém, antes dos
PAMs poderem interagir com essas membranas, eles precisam primeiro atravessar a parede
celular, no caso das bactérias gram-positivas, e a membrana externa das bactérias gram-
negativas. Por isso, acredita-se que inicialmente ocorre uma interacdo eletrostatica com 0s
componentes anidnicos dessas camadas mais externas das bactérias, como &cido tecoico e
lipotecoico (bactérias gram-positivas) e o LPS (bactérias gram-negativas) para posteriormente
ocorrer 0 contato com as camadas mais internas por interacdes eletrostaticas com componentes
aniénicos como fosfatidilglicerol e cardiolipina e interagcdes hidrofébicas com a bicamada
fosfolipidica (HARRISON et al., 2016; SCHMIDT; YONGHONG; HOFFMANN, 2018;
SWOBODA et al., 2010).

A presenca de determinados aminoacidos em regides especificas na sequéncia
primaria de PAMSs, contribui para melhoria da atividade antimicrobiana e também na
seletividade desses peptideos. No estudo realizado por Baek e colaboradores (2016), foi
demonstrado que o peptideo a-helicoidal cecroporin-1 (com 31 amino&cidos, encontrado em
nematoides do estdbmago de porcos) na sua porcdo C-terminal (Lys15 e Gly29), formou uma a-
hélice bem definida quando em contato com LPS (resultados revelados por RMN). Nos ensaios
de docking molecular, o Cecroporin-1 também interagiu eletrostaticamente com grupamentos
acil da porcéo do lipideo A do LPS. No artigo publicado por Jiang e colaboradores (2014), os
autores relatam que a adicao de residuos lisina em regides hidrofébicas do peptideo, o que eles
chamam de “determinantes de especificidade”, podem promover além do melhoramento da
atividade e do indice de seletividade, a diminuicdo da acdo hemolitica dessas moléculas, o que
foi observado para os peptideos Piscidin 1 (isolado de peixe) e dermaseptina S4 (isolado de
sapo).

Outros fatores como presenca de residuos que conferem flexibilidade aos PAMs

(glicina, tirosina, arginina, asparagina, glutamina, aspartato, glutamina, serina e lisina) ou
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regides de dobradica (prolina), auxiliam na melhor insercdo do peptideo as membranas
celulares e portanto maior interacdo destes com os microrganismos (LIU; FANG; WU, 2013).
Para os PAMs com sequéncia aminoacidica curta e com alta anfipaticidade, quando na presenca
de residuos hidrofobicos alifaticos e aromaticos como a leucina e fenilalanina, respectivamente,
podem favorecer a formagédo e estabilizagdo da conformagdo em a-hélice ou ainda a ligacéo
entre um peptideo e outro (MONDAL et al., 2015). Por altimo, a amidacgao na extremidade C-
terminal pode contribuir também para a estabilidade, protecéo contra prote6lise e interacdo com
a membrana (BRINCKERHOFF et al., 1999; MURA et al., 2016).

Os resultados de dindmica molecular da Stigmurina e de dois anélogos, StigA25 e
StigA31, frente a um arcabougo computacional que mimetiza uma membrana de bactéria gram-
negativa, mostrou que os analogos apresentaram maior forca de interacdo que a Stigmurina,
provavelmente pela presencga de maiores substituicoes de residuos de aminoacidos por lisina (3
para StigA25 e 5 para StigA31) o que lhes conferem maior cationicidade (AMORIM-CARMO
etal., 2019).

Diante do exposto, tanto StigA8 quanto StigAl8, apresentam em sua estrutura
primaria diferentes aminoacidos que Ihes conferem a possibilidade de atuar de maneira efetiva
e seletiva em células bacterianas o que refletiu diretamente nos resultados de conformacao e
estabilidade estrutural, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana in vitro. De forma geral,
foi demonstrado que as modificagdes pontuais apresentadas em  StigA8
(FFSLIPKLVGKLISAFK-NH,) e StigA18 (FFSLIPKLVGKLIKAFK-NH,) foram efetivas no
intento de melhoramento da atividade antibacteriana em detrimento da molécula prototipo

Stigmurina in vitro.

4.5.2 Agdo de StigA8 e StigA18 em Cepas Multirresistentes de S. aureus

Tendo em vista que StigA8 e StigA1l8 apresentaram uma atividade frente a
diferentes cepas de referéncia, o proximo passo foi testar essas moléculas frente a cepas clinicas
resistentes a antibioticos. Os peptideos foram avaliados quanto a atividade antibacteriana frente
a diferentes cepas clinicas de S. aureus multirresistentes a antibiéticos como ciprofloxacina,
eritromicina, meticilina e oxacilina (Tabela 13).

Inicialmente, foram realizados os testes de triagem com Stigmurina, StigA8 e
StigA18 frente a uma cepa S. aureus (UFPEDA 02) e uma cepa resistente (UFPEDA 1063)
para avaliar como os peptideos se comportavam em relacdo a esta atividade. Os anélogos
StigA8 e StigA18 apresentaram atividade superior, em média 8 vezes, em relacdo ao peptideo

nativo Stigmurina, no que diz respeito a CIM e CBM para a cepa UFPEDA 02. Para a cepa
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UFPEDA 1063, a Stigmurina ndo apresentou atividade na maior concentracéo testada (30 uM).
Diante disso, foi dado continuidade aos experimentos com as cepas multirresistentes, apenas
com os peptideos analogos.

Os resultados da Tabela 13 indicam que tanto StigA8 quanto StigA18, apresentaram
atividade antibacteriana pronunciada para as diferentes cepas de S. aureus multirresistentes,
com CIM entre 0,93 - 3,75 uM e CBM de 1,87 - 3,75 uM, havendo uma correlagéo direta entre
essas concentracdes (CBM é maior ndo mais que duas vezes a CIM, para a mesma cepa),
evidenciando a provavel atividade bactericida desses peptideos para as cepas testadas (LV et
al., 2019).

Além disso, pelo painel de 14 isolados clinicos os quais foram submetidos aos
peptideos andlogos, estes parecem ter atividade semelhante, independente dos sitios de infeccdo
que essas bactérias foram obtidas, local em que o paciente se encontrava (ambulatorial ou
hospitalar) e os graus de capacidade de formar biofilme (Tabela 4). A vancomicina foi utilizada
como controle de sensibilidade (dados ndo mostrados na tabela). A partir desses dados
apresentados, os valores de IS foram estimados, os quais foram superior a 40, considerando o
valor de CHs0>150 puM e o maior valor de CIM, demonstrando a potencial efetividade e

seletividade desses peptideos.

Tabela 13- Determinacdo da CIM e CBM dos peptideos Stigmurina, StigA8 e StigA18 em cepas
multirresistentes de S. aureus.
CIM/CBM (uUM)

Cepas S. aureus Stigmurina StigA8 StigA18

(ATCCO002) 15/30 1,87/3,75 1,87/1,87
(UFPEDA 1063) >30/>30 3,75/7,5 1,87/1,87
(UFPEDA 1040) -- 1,87/1,87 0,93/1,87
(UFPEDA 1041) - 1,87/1,87 1,87/,187
(UFPEDA 1042) -- 3,75/3,75 1,87/1,87
(UFPEDA 1044) -- 1,87/1,87 1,87/1,87
(UFPEDA 1045) - 3,75/3,75 1,87/1,87
(UFPEDA 1046) -- 3,75/3,75 1,87/1,87
(UFPEDA 1048) - 3,75/3,75 3,75/3,75
(UFPEDA 1049) -- 1,87/1,87 0,93/1,87
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(UFPEDA 1051) -- 1,87/3,75 1,87/1,87
(UFPEDA 1053) -- 1,87/1,87 1,87/1,87
(UFPEDA 1055) -- 1,87/1,87 0,93/1,87
(UFPEDA 1057) -- 1,87/1,87 1,87/1,87
(UFPEDA 1058) -- 1,87/1,87 1,87/1,87

CIM (Concentragdo inibitoria minima); CBM (Concentracdo Bactericida Minima); -- (0 ensaio ndo foi realizado).
Fonte: Dados obtidos e analisados. Cada experimento foi realizado em duplicata e cada amostra em quadruplicata.

A resisténcia aos antimicrobianos (RAMs) é uma problematica mundial que vem
sendo discutida, principalmente nos ultimos 20 anos, pelas equipes meédicas e cientificas.
Apesar das diversas discussfes de medidas de contencdo, ndo foi possivel impedir a
disseminacdo das RAMs do ambiente hospitalar para as comunidades, com grande impacto
clinico e econémico em diferentes paises (FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2017). As
infeccOes por S. aureus sdo multifatoriais, causadas pela producdo de moléculas de adeséo, de
enzimas e toxinas, que podem ocorrer isoladamente ou a0 mesmo tempo no organismo do
hospedeiro. Dessa forma, quando uma infecc@o por uma cepa resistente se instala, o tratamento
torna-se dificultado, levando a quadros de infeccBes de pele até casos mais graves como
pneumonia, osteomielites, endocardites e meningites (GALAR et al., 2019; KIRKETERP-
MOLLER et al., 2008; MARTINEZ-PULGARIN et al., 2009; TONG et al., 2015).

A espécie S. aureus esta na lista das bactérias “ESKAPE”, as quais no ambiente
hospitalar vém constantemente aumentando a resisténcia a multiplos medicamentos, incluindo
os de ultima escolha como a vancomicina, bem como, desenvolvendo novas estratégias de
viruléncia (MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO, 2017; MULANI et al., 2019). A
principal estratégia de desenvolvimento de resisténcia aos PAMs pelas bactérias, € a
modificacdo de seus componentes da parede celular para diminuir a carga liquida negativa
dessas superficies. Por exemplo, bactérias gram-positivas, ativam genes reguladores que ativam
os transportadores ABC dessas bactérias, induzindo o efluxo dos antibioticos, bem como, o
aumento da D-alanilacdo entre as pontes interpeptidicas que liga a N-acetilglucosamina e o
acido N-acetilmuramico na formacdo da parede de peptidoglicanos, dessa forma ocorre o
espessamento da parede limitando a agdo do PAM; além disso, a formacdo de biofilme e a
ativacdo de proteases sdo fatores que limitam a acdo dos PAMs (GUILHELMELLI et al., 2013;
MOORMEIER; BAYLES, 2017).

Embora ja tenham estudos envolvendo atividade antibacteriana de peptideos
anélogos da Stigmurina (AMORIM-CARMO et al., 2019; PARENTE et al., 2018), esta € a



73

4 Resultados e Discussédo

primeira vez que é demonstrada a atividade antibacteriana sobre um amplo repertdrio de
bactérias multirresistentes. Tanto StigA8 quanto StigA18 apresentaram uma efetiva atividade
em cepas de S. aureus de diferentes fontes de infec¢Ges hospitalares, que provavelmente estdo
expressando diferentes fatores de patogenia, demonstrando a promissora capacidade dessas
moléculas no tratamento de infecgdes estafilocdcicas graves. Esse fato pode estar relacionado
a possivel capacidade desses peptideos de ndo se ligarem a um alvo-especifico nas bactérias,
sendo as interacdes peptideo-membrana anteriormente relatadas, os possiveis mediadores dessa
atividade (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; EPAND; EPAND, 2009; WANG; WANG,
2016).

Amorim-Carmo e colaboradores (2019) sugeriram, a partir dos resultados obtidos
por MEV em cepa de S. aureus, que os peptideos analogos da Stigmurina (StigA25 e StigA31)
foram capazes de causar perturbacdes na parede celular dessas bactérias pela presenca de
protuberancias e rachaduras nessas estruturas, porém sem causar lise da membrana celular. Um
peptideo  de  estrutura  primaria semelhante a  Stigmurina, 0o AamAP1l
(FLFSLIPHAIGGLISAFK) encontrado no veneno do escorpido norte-africano Androctonus
amoeruxi apresentou atividade moderada contra cepas de S. aureus (20 uM) e baixa para E.
coli (150 uM). Por outro lado, o seu andlogo A3 (FLFSLIRKAIGGLISAFK), revelou uma
maior efetividade para atividade antibacteriana contra cepas multirresistentes de S. aureus com
uma CIM de 5 uM em média para as cepas testadas, além de apresentar atividade antibiofilme
na concentracdo de 30 uM para uma cepa de S. aureus resistente a eritromicina (BAA-41),
demonstrando que a substituicdo de aminoacidos ndo polares como a prolina por aminoacidos
mais basicos como a lisina, tem a capacidade de melhorar a atividade antibacteriana de PAMs
e que isso estad intimamente relacionado com o aumento da cationicidade (+1 para +3) e
estrutura helicoidal da molécula (55% para 100%) (ALMAAYTAH et al., 2012, 2018).

Adicionalmente, a presenca de aminoacidos conservados e amidados na por¢éo C-
terminal (GLISAFK- NH) desses peptideos derivados de venenos de escorpifes, como
AamAP1, A3, Stigmurina e TsAP-2 (sequéncia semelhante a Stigmurina), reforga a ideia de
gue essa sequéncia e amidacao estdo envolvidos diretamente na atividade antimicrobiana dessas
moléculas, seja pela interacdo com as membranas dos microrganismos, seja pela manutencgéo
da estrutura secundaria dessas moléculas (BRINCKERHOFF et al., 1999; DANIELE-SILVA
etal., 2016; MURA et al., 2016).

Portanto, os peptideos StigA8 e StigA18 apresentaram diferentes determinantes que
os favorecem como moléculas promissoras para o desenvolvimento de novos medicamentos

antimicrobianos, tais como estrutura secundaria em o-hélice, cationicidade e anfipaticidade
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aumentadas em relagdo a molécula prot6tipo, acdo contra bactérias gram-positivas e negativas
com énfase em bactérias multiresistentes de S. aureus de diferentes sitios de infeccdo
hospitalares, além de uma potencial biocompatibilidade revelada nos ensaios in vitro e in vivo,
sobretudo nas concentragcdes em que StigA8 e StigA18 apresentaram atividade antimicrobiana.

Como apresentado na Tabela 4 deste documento, as cepas multiresistentes
utilizadas nesses experimentos sao potenciais formadoras de biofilme bacteriano. Dessa forma,
StigA8 e StigA18 foram submetidos a testes in vitro para avaliacdo da atividade antibiofilme

como seré descrito a seguir.

4.5.3 Atividade Antibiofilme de StigA8 e StigA18

Devido a promissora atividade antibacteriana apresentada por StigA8 e StigA18
para cepas de S. aureus, sendo estas especies formadoras de biofilme com capacidade de
aderéncia de média a fortemente aderentes (Tabela 4), foi realizada a avaliacdo da capacidade
desses peptideos de prejudicar o desenvolvimento dessas estruturas bioldgicas. Inicialmente,
foi avaliada a atividade incubando as amostras de StigA8 e StigA18 na cepa de referéncia de
S. aureus (ATCC 29213), também forte formadora de biofilme segundo os critérios de
Stepanovi¢ e colaboradores (2007), com tratamento inicial do biofilme em 4 h de incubacéo
(biofilme precoce) e apds 24 h de incubacéo (biofilme tardio).

Como é possivel observar (Tabela 14), StigA8 e StigA18 apresentaram atividade
contra o biofilme de S. aureus de forma expressiva, tanto na formacdo precoce como na
formacéo tardia. Essa atividade variou de 75-87% de inibicdo da formacéo de biofilme precoce
para StigA8 e StigAl18, nas duas maiores concentragfes testadas (12,5-6,25 puM). Para o
biofilme tardio, a porcentagem de inibicdo aumentou, variando de 80-88% para ambos 0s
peptideos, nas duas maiores concentracfes de StigA8 (12,5-6,25 pM) e na maior concentracédo
de StigA18 (12,5 uM). StigA8 ainda apresentou porcentagem de inibicdo de aproximadamente
47% do biofilme tardio na menor concentracéo testada (3,12 puM).

Comparando a concentragdo de 12,5 uM dos peptideos com a mesma concentragdo
da vancomicina, foi observado que para o biofilme precoce, 0 medicamento teve uma atividade
maior que os peptideos (14,25% maior que StigA8 e 2,93% maior que StigA18). No entanto,
para o biofilme tardio vancomicina expressou uma porcentagem menor de atividade em relacéo
aos peptideos (10,81% menor que StigA8 e 12,63% menor que StigAl8), contudo, essas
diferencas ndo foram significativas (p>0,05), evidenciando uma atividade semelhante entre o

medicamento de referéncia e as moléculas testadas.
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Tabela 14- Porcentagem da atividade antibiofilme de StigA8 e StigA18 em formacéo precoce e tardia de

Precoce Tardio
StigA8 (uUM)

12,5 6,25 3,12 12,5 6,25 3,12
75,74+40,17 79,92+1,23 11,12+4,11 80,72+3,10 88,72+1,84 46,91+10,22
StigA18 (UM)

12,5 6,25 3,12 12,5 6,25 3,12
87,06+0,47 77,61+11,38 5,05+5,36 82,54+7,08 0,08+8,76 3,36+4,40
Vancomicina (UM)

50 25 12,5 50 25 12,5
89,42+3,99 89,99+2,32 89,99+4,80 79,80+8,49 74,70+5,09 69,91+7,36

Fonte: Dados obtidos e analisados. Cada amostra foi realizada em quadruplicata e cada experimento em
duplicata. Valores correspondem a média + desvio padrao.

Além da cepa de referéncia, os peptideos analogos foram testados frente a 7 cepas
de S. aureus multirresistentes, das quais ja haviam sido testadas anteriormente no ensaio de
determinacdo da CIM e CBM (Tabela 15 e 16). Diferentemente do ensaio de determinacao de
CIM e CBM, em que os peptideos apresentaram atividade semelhante para todas as cepas
multirresistentes de S. aureus testadas, no ensaio de atividade antibiofilme houve uma variacao
na resposta. Tomando por base um cut-off de 50% de atividade, os peptideos analogos
apresentaram acéo para 4 das cepas testadas (UFPEDA 1044, 1046, 1041 e 1058) e parecem
atuar mais na fase precoce do biofilme nas duas maiores concentracdes testadas (7,5-3,75 uM)
(Tabela 15).

Tanto StigA8 quanto StigA18 apresentaram atividade para as cepas UFPEDA 1044,
com porcentagem de inibi¢do de 68,03-59,27% (7,5-3,75 uM) e 70,66-62,53% (7,5-3,75 puM),
respectivamente. Para a cepa UFPEDA 1046, os peptideos analogos inibiram o biofilme em
78,36% (7,5 uM) e 76,68-60,71% (7,5-3,75 uM) para o StigA8 e StigA18, respectivamente.
Adicionalmente, StigA8 apresentou atividade para UFPEDA 1041 com porcentagem de
inibicdo de 56,28% na concentracdo de 7,5 uM. Uma atividade mais expressiva do StigA18 foi
demonstrada sobe a cepa UFPEDA 1058, com percentual de inibicdo superior a 50% até na

concentracdo de 1,87 uM.
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No biofilme tardio (Tabela 16), os peptideos apresentaram atividade mais discreta
em relacdo ao biofilme precoce nas duas maiores concentracdes testadas (7,5-3,75 M), com
variacdo de 55,18-58,17% nas cepas UFPEDA 1045 e UFPEDA 1041, respectivamente, para
StigA8. Para o StigA18, a percentual de inibi¢do do biofilme foi de 50,08-51,51% (7,5-3,75
HUM) sobre as cepas UFPEDA 1041 e UFPEDA 1044, respectivamente. Semelhante a agéo sobre
o biofilme precoce, StigAl18 atuou de forma mais expressiva na cepa UFPEDA 1058, com
percentual de inibicdo de 66,24-50,45% nas trés concentragdes testadas (7,5-1,87 puM). Com
relagdo a vancomicina, o percentual de inibicao foi acima de 50% para 3 cepas (UFPEDA 1044,
1046 e 1058) na maior concentracao testada (10 M), enquanto no biofilme tardio vancomicina
10 uM apresentou inibi¢do acima de 50%, somente para uma das cepas (UFPEDA 1046).

Portanto, os dados revelam uma promissora acdo antibiofilme dos peptideos
analogos da Stigmurina em cepas multirresistentes da espécie S. aureus principalmente na fase
precoce, embora também tenha apresentado atividade na fase tardia do biofilme para algumas
cepas. Além disso, ambos os peptideos apresentaram uma atividade semelhante ou melhor do

gue vancomicina, principalmente no biofilme tardio.



Tabela 15- Porcentagem da atividade antibiofilme de StigA8 e StigA18 em formacé&o precoce de biofilme de cepas multirresistentes de S. aureus.

S. aureus

1041

1044

1045

1046

1048

1049

1058
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StigA8 StigA18 Vancomicina
Precoce Tardio Precoce

7,5 (LM) 3,75 (UM) 1,87 (UM) 7,5 (LM) 3,75 (UM) 1,87 (UM) 10 (UM) 5 (UM) 2,5 (UM)
56,28+6,46 40,18+6,15 21,59+8,06 43,05+6,38 24,99+7,29 15,29+7,17 46,34+9,82 30,05+7,89 19,47+11,23
68,03+4,60 59,27+4,50 31,72+8,39 70,66+3,22 62,53+6,05 44,98+6,20 53,80+6,46 52,89+7,05 34,45+5,21
47,31+6,70 32,35+7,69 9,31+7,52 51,67+8,40 36,47+6,38 29,59+6,18 48,51+6,44 39,72+7,64 4,31+3,81
78,36+2,67 32,21+1,84 38,38+7,65 76,68+2,07 60,71+4,64 29,78+4,12 72,36+6,39 57,06+11,82 35,28+9,39
35,77+3,68 31,41+4,12 12,66+7,74 38,42+2,28 28,75+4,22 3,42+5,35 16,51+3,82 11,30+9,52 6,78+2,27
45,70+5,69 36,79+1,56 17,38+5,11 45,61+2,91 28,39+2,61 2,20+8,89 31,05+9,57 26,64+8,18 11,70+5,95
52,61+6,57 54,97+9,04 47,00+15,03 71,33+4,50 71,95+10,15 58,37+7,35 80,87+5,49 41,77+24,45 3,74+25,89

Fonte: Dados obtidos e analisados. Cada amostra foi realizada em quadruplicata e cada experimento em duplicata. Valores correspondem a média + desvio padrao.
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Tabela 16- Porcentagem da atividade antibiofilme de StigA8 e StigA18 em formacéo tardia de biofilme de cepas multirresistentes de S. aureus.

S. aureus

1041

1044

1045

1046

1048

1049

1058

StigA8 StigA18 Vancomicina
Tardio Tardio Tardio
7,5 (UM) 3,75 (UM) 1,87 (UM) 7,5 (UM) 3,75 (UM) 1,87 (UM) 10 (UM) 5 (UM) 2,5 (UM)

58,17+8,68 40,62+10,09 21,68+11,44 50,08+5,62 38,61+6,30 30,96+12,77 48,00+9,17 29,63+6,46 12,31+9,07
43,36+5,73 39,61+7,43 11,55+5,51 51,51+5,65 25,27+6,33 11,42+6,33 28,20+7,92 26,57+10,34 10,10+5,68
55,18+5,58 40,33+4,49 30,99+5,80 43,92+7,54 20,73+6,39 10,20+7,05 47,95+8,75 37,38+7,15 11,67+10,80
48,47+4,59 30,31+4,93 22,91+3,72 48,81+6,95 39,16+7,31 13,02+9,48 55,85+6,65 42,32+4,20 16,11+14,33
37,82+4,47 34,79+1,74 10,87+9,20 40,35+6,07 38,99+9,00 8,92+7,66 17,83+5,53 16,37+9,73 15,94+8,26
47,78+3,12 35,25+7,17 14,97+6,74 45,61+2,70 37,57+6,98 15,61+9,02 48,30+7,06 39,62+7,20 15,85+6,98
48,66+5,55 47,08+10,99 23,51+14,47 66,24+8,23 47,01+7,57 50,45+7,33 27,77+13,59 37,72+27,72 32,82+24,13

Fonte: Dados obtidos e analisados. Cada amostra foi realizada em quadruplicata e cada experimento em duplicata. Valores correspondem a média + desvio padréo.
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4.5.4 Topografia da Atividade Antibiofilme de StigA8 e StigA18

O efeito antibiofilme dos peptideos analogos foi analisado por MEV para observar
as modificacGes na estrutura do biofilme bacteriano de S. aureus (ATCC 29213) como ¢é
possivel observar na Figura 10 e Figura 11.

Figura 10 — Topografia por Microscopia Eletrénica de Varredura da atividade antibiofilme de StigA8 e
StigA18 sobre o biofilme formado por S. aureus.
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Controle de crescimento do biofilme (A); Biofilme precoce tratado com StigA8, na concentracdo 12,5 pM (B);
Biofilme tardio tratado com StigA8, na concentragdo 12,5 pM (C); Biofilme precoce tratado com StigAl8, na
concentracdo de 12,5 pM (D); Biofilme tardio tratado com o peptideo StigA18, na concentra¢do 12,5 uM (E).
Magnitude 1000 X. Escala: 10um.
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StigA8 e StigA18 ndo apresentaram atividade tdo proeminente contra o biofilme
precoce (Figura 10B e 10D, respectivamente), diferentemente do biofilme tardio (Figura 10C e
10E, respectivamente), quando comparado ao controle positivo de crescimento de biofilme
(10A). Enquanto a area de cobertura (Tabelal?7) do controle positivo foi de 61,78%, o do
biofilme precoce foi de 69,67% e 55,01% para StigA8 e StigAl18, respectivamente. Ja no
biofilme tardio, esse percentual foi de 23,96% e 38,02% para StigA8 e StigAls,

respectivamente.

Tabela 17 — Area de cobertura do biofilme apds tratamento com os peptideos StigA8 e StigA18.

Tratamento
Peptideos Precoce Tardio
Controle 61,78% 61,78%
A8 69,67% 23,96%
Al8 55,01% 38,02%

Dados obtidos e analisados pelo Software image J.

Em relacdo ao tamanho do diametro do microrganismo e outros danos a estrutura
celular, foi observado que houve danos as células bacterianas quando tratadas com os peptideos
StigA8 e StigAl18 (Figura 11B1-E3), quando comparadas as celulas intactas, sem nenhum
tratamento (Figura 11A1-A3). As andlises morfologicas mostram que as células do controle
positivo de crescimento sdo mais arredondadas, superficie lisa e com diametro mais
homogéneo. Em contrapartida, nas células que foram tratadas com StigA8 no biofilme precoce,
evidenciou a presenca de detritos na superficie celular (Figura 11B1-B3) e no biofilme tardio,
revelou alteragdes mais acentuadas na estrutura dessas bactérias, como invagina¢des, maior
rugosidade, fragmentos celulares e heterogeneidade do didmetro celular (Figura 11C1-C3). Nos
grupos tratados com StigA18, apesar de causar menores danos as estruturas da superficie
bacteriana quando comparado a StigA8, é possivel observar danos ao biofilme precoce com a
presenca de rugosidade celular (Figura 11D1-D3) e heterogeneidade do diametro celular
(Figura 11E1-E3).

Foi verificado que os peptideos diminuiram o didmetro celular de S. aureus na
maioria dos tratamentos recebidos, quando avaliado a média aritmética do diametro de dez
células bacterianas. As bactérias do controle positivo de crescimento apresentaram uma média
de didmetro de 855,5 nm (Tabela 18). No biofilme precoce, StigA8 e StigA18 tiveram médias
de 797,79 e 877,3 nm, respectivamente, no entanto, ndo apresentaram diferenca estatistica em
relacdo ao controle (p>0,05). Para o biofilme tardio, foi observado uma diminuicdo mais

proeminente do diametro celular, 737,4 e 721,6 nm para StigA8 e StigA18, respectivamente,
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evidenciando mais uma vez, a melhor atuagdo no dano bacteriano na fase tardia do biofilme (p
<0,05).
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Figura 11 — Analise da ultraestrutura do biofilme formado pela bactéria S. aureus e tratados com StigA8 e
StigAl18 por MEV. Controle de crescimento do biofilme (A1, A2 e A3); Biofilme precoce tratado com o StigA8,
na concentragdo 12,5 uM (B1, B2 e B3); Biofilme tardio tratado com StigA8, na concentragéo 12,5 uM (C1, C2 e
C3); Biofilme precoce tratado com StigA18, na concentracdo de 12,5 uM (D1, D2 e D3); Biofilme tardio tratado
com StigA18, na concentracdo 12,5 pM (E1, E2, E3). Magnitude 8000 X, 16000 e 32000. As setas indicam os
danos causados ao biofilme. Escala: 2um.
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Tabela 18 — Média do didmetro celular de S. aureus apds tratamento com 0s peptideos anélogos da
Stigmurina, StigA8 e StigA18.

Tratamento Meédia do Diametro celular (nm)
Controle 855,5 +56,08
StigA8 precoce 797,79 +80,71
StigA8 tardio 737,4 +60,25
StigA18 precoce 877,3+73,17
StigA18 tardio 721,6 +84,53

Dados obtidos pela média aritmética do didmetro de dez células bacterianas para cada grupo.

A presencga do S. aureus na maioria das infec¢des cronicas envolvendo o uso de
dispositivos médicos internos como cateteres urinarios, valvulas cardiacas e proéteses
articulares, acarreta em altos indices de morbidade e mortalidade, com comprometimento do
tratamento, necessitando muitas das vezes de uma remocao cirurgica desses dispositivos, o que
leva ao aumento da permanéncia dos pacientes nos hospitais (GALAR et al., 2019; GJZDSB@L
et al., 2006; KIRKETERP-MOLLER et al., 2008). Além disso, o tratamento dos biofilmes ¢é
dificultado pela alta tolerancia e resisténcia que apresentam aos antibiéticos utilizados, sendo
muitas vezes 100-1000 vezes mais resistentes quando comparado a sua forma planctonica
(DUFOUR; LEUNG; LEVESQUE, 2012; ROY et al., 2018).

Essa alta resisténcia e tolerancia por parte dos biofilmes, ndo s de S. aureus, muito
se deve a Matriz Extra Celular (MEC) produzida pelos microrganismos, sendo essa matriz
composta por uma maior parte polissacaridica e outra parte por proteinas secretadas, DNA e
outras proteinas extracelulares oriundas da lise de células bacterianas. Nos biofilmes
estafilococicos, a presenca dos acidos tecdico e lipotecoicos, alem do DNA extracelular (e-
DNA), auxiliam na producdo de uma matriz densa com carater aniénico (MOORMEIER,;
BAYLES, 2017).

A MEC constitui uma barreira fisica, impedindo a passagem do antibi6tico até as
células bacterianas ou ainda pode interagir quimicamente com essas moléculas, permitindo
apenas uma parcela chegar até as camadas celulares. Além disso, os antibi6ticos tendem a atuar
mais efetivamente nas camadas celulares mais superficiais do biofilme, em que as bactérias
estdo em fase de crescimento exponencial e os farmacos podem atuar em alvos do processo de
multiplicagdo como na replicagdo ou traducdo. Nas camadas mais profundas, devido a baixa

disponibilidade de nutrientes e oxigénio, o metabolismo celular € baixo e o processo de
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multiplicagdo € quase nulo, limitando a agdo dos antimicrobianos (DUFOUR; LEUNG;
LEVESQUE, 2012; MOORMEIER; BAYLES, 2017).

Os estudos envolvendo PAMs catidnicos e a-helicoidais na atividade antibacteriana
vém sendo desenvolvidos nas ultimas décadas, porém, estudos envolvendo atividade
antibiofilme bacteriano s&o mais recentes, sendo dificultados por ndo se compreender
totalmente 0 mecanismo pelo qual essas estruturas se formam (VERDEROSA; TOTSIKA,
FAIRFULL-SMITH, 2019). Peptideos antimicrobianos de escorpido tém se destacado na
atividade antibiofilme contra S. aureus, como 0 A3 (FLFSLIRKAIGGLISAFK), analogo do
AamAP1 (FLFSLIPHAIGGLISAFK) do escorpido A. amoeruxi. O A3, além de apresentar
atividade antibacteriana contra cepas de S. aureus melhor que a molécula prot6tipo, sobretudo
sobre cepas de S. aureus multirresistentes (5 uM), apresentou atividade antibiofilme em cepas
S. aureus ATCC 29213 e BAA-41 (SARM) nas concentracbes de 25 puM e 30 pM,
respectivamente (ALMAAYTAH et al., 2018).

Kim e colaboradores (2018), avaliaram a atividade antibacteriana e antibiofilme do
peptideo Hpl140 (GILGKLWEGVKSIF-NH2) do escorpido Heterometrus petersii e de seus
analogos (todos com estrutura secundaria em a-hélice) contra cepas multirresistentes de P.
aeruginosa, dos quais 0 Hp1404-T1le (ILKKLLKKVKKI-NH,) se mostrou mais promissor. A
CIM para a atividade antibacteriana contra P. aeruginosa variou de 12,5-6,25 uM para Hp140,
enquanto para Hp1404-T 1e foi de 6,25-0,78 uM. Em relacdo a atividade antibiofilme, Hp1404-
Tle se mostrou mais promissor em concentracdes de 12,5-6,25 UM , no entanto, o peptideo
nativo (Hpl140) revelou acdo em concentracdo superior, em meédia de 25 pM. O estudo
demonstrou que o peptideo parental possui atividade contra P. aeruginosa por rompimento da
membrana externa (pela analise de PI-FACS) enquanto o Hp1404-T1e interage com alvos
intracelulares como o DNA (pelo ensaio de ligacdo ao DNA em retardamento de em gel).

No peptideo Hpl404-Tle foram deletados aminoacidos aromaticos (como a
fenilalanina) e a glicina, que tem sua cadeia lateral apolar, indicando que a presenca desses
aminoacidos na estrutura dos peptideos é importante para interagdo com as membranas das
bactérias. A substituicdo de alguns aminoacidos pela lisina, favoreceu a permeabilizacdo a
membrana sem causar lise. Além disso, tanto Hp140 como Hp1404-T1e apresentaram atividade
antibacteriana em camundongos infectados com P. aeruginosa, demonstrando a potencial
aplicacdo desses peptideos na terapéutica (KIM et al., 2018).

Diante do exposto, StigA8 e StigA18 revelaram um carater promissor como agentes
antibiofilme, mostrando acédo sobre o biofilme precoce ou tardio de S. aureus. Ndo se sabe quais

0s mecanismos de acao pelos quais essas moléculas podem estar atuando, porém, devido as
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suas caracteristicas fisico-quimicas, como carga superficial liquida positiva, anfipaticidade e
estrutura em a-hélice, algumas hipoteses podem ser levantadas.

Por exemplo, a possivel capacidade desses peptideos em interagir primeiramente
com componentes da MEC, como os &cidos tecoicos e moléculas de e-DNA que possuem carga
negativa, “abrindo caminhos” e permitindo a passagem de outras unidades dessas moléculas até
as células bacterianas superficiais, alterando a estrutura de membrana dos microrganismos pela
formacgdo de poros, ou se depositando na membrana formando um “tapete”. Além disso,
pensando em uma futura aplicacdo medicamentosa dos peptideos andlogos, estes, poderiam ser
aplicados em tratamentos combinados com antibidticos, dos quais os peptideos facilitariam a
permeabilizacdo dos medicamentos, através do biofilme.

Algumas estratégias, além da substituicdo do dispositivo médico interno, vém se
desenvolvendo no tratamento de biofilmes, como por exemplo, o revestimento desses
dispositivos como moléculas antimicrobianas ou desinfetantes (ROY et al., 2018), sendo
possivel também a aplicagdo de StigA8 e StigA18 com essas finalidades no caso do

desenvolvimento de um medicamento..

4.5.5 Atividade Antibacteriana in vivo de StigA8 e StigA18

A atividade antibacteriana dos peptideos StigA8 e StigA18, também foi testada em
modelo experimental in vivo utilizando larvas de mariposa da espécie Galleria mellonella.
Nesse modelo, as larvas foram infectadas com a cepa S. aureus multirresistente (UFPEDA
1058) e tratadas com diferentes doses dos peptideos andlogos. A porcentagem foi dada pela
contabilidade de individuos vivos a cada dia de observacédo, durante sete dias.

Na Figura 12, foi observado que o grupo positivo de infeccdo bacteriana, induziu a
morte de 95% das larvas no terceiro dia de observacdo e no quarto dia, houve a erradicacédo
total dos individuos. Neste grupo, os individuos apresentaram melaniza¢do no corpo inteiro e
dificuldade de locomogdo poucos minutos apos a inoculacdo, revelando sinais indicativos de
toxicidade (TREVIJANO-CONTADOR; ZARAGOZA, 2018). Contudo, nos grupos
experimentais de StigA8 e StigA18 que receberam a dose de 40 mg/kg, ocorreu um aumento
discreto da sobrevida das larvas para a menor dose, enquanto um aumento mais proeminente
dessa sobrevida foi observado na maior concentragdo dos peptideos analogos 120 mg/kg. Na
dose de 40 mg/kg, no primeiro dia de observacdo, StigA8 e StigA18 apresentaram 95% de
sobrevida, com uma diminui¢do mais evidente dos individuos no segundo dia, com 55% e 75%
de sobrevida para StigA8 e StigA18, respectivamente. No segundo dia, verificou-se a morte de

individuos maior no grupo tratado com StigA8 na dose de 40 mg/kg (55% de sobrevida) do que
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no grupo do controle positivo que foi de 65% de sobrevida. No terceiro dia, a porcentagem de
individuos vivos do controle positivo foi de 5% e nos grupos tratados com 40 mg/kg foi de 30
e 35% para StigA8 e StigAl18, respectivamente. No quarto dia, no controle positivo, todos 0s
individuos morreram e no grupo tratado com StigA8 manteve-se a sobrevida em 25% até o
altimo dia de observacdo. J& StigA18, apresentou porcentagem de 35%, 30%, 20% e 5% de

sobrevida do quarto ao sétimo dia, respectivamente.
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Figura 12 — Atividade antibacteriana in vivo de StigA8 e StigA18. Atividade antibacteriana dos peptideos
analogos em larvas da espécie Galleria mellonella, Ctrl (controle positivo de infec¢do); C- (controle negativo de
infeccdo); StigA8 40 e 120, StigA18 40 e 120 (peptideos analogos administrados na dose de 40 e 120 mg/kg); Van
(vancomicina administrado na dose de 12 mg/kg).

Quando se observam os grupos tratados com a dose de 120 mg/kg, tanto StigA8
quando StigA18, apresentaram melhora na atividade antibacteriana contra a cepa de S. aureus.
No primeiro dia de observacao, a porcentagem de sobrevida foi de 95%, 100% e 100% para
StigA8, StigA18 e controle positivo, respectivamente. No segundo dia, a porcentagem para 0S
grupos tratados com os peptideos foi de 95%, enquanto que no grupo controle positivo teve
uma reducdo para 65% de sobrevida. No terceiro dia de observacédo, ocorreu uma queda brusca
na porcentagem de sobrevida das larvas no controle positivo (de 65% para 5%), sendo os
peptideos um ponto de inflexdo na sobrevida dessas larvas, apresentando porcentagem de 75%
e 60% para StigA8 e StigA18, respectivamente. Essa sobrevida foi mantida do terceiro ao
quinto dia de observacdo, reduzindo para 55% e 50% no sexto dia, para StigA8 e StigA18,
respectivamente. Em um panorama geral, tanto StigA8 quanto StigA18, apresentaram atividade
antibacteriana contra a cepa S. aureus na dose de 120 mg/kg, aumentando a sobrevida das
larvas, sobretudo no pico de infeccdo que ocorreu no terceiro dia de observagdo. Nao foi
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observada diminuig&o significativa da porcentagem de sobrevida dos grupos controle negativo

(100% de sobrevida) e vancomicina (95% de sobrevida).

Em relacdo aos sinais de toxicidade, os grupos controle negativo e vancomicina
apresentaram boa aparéncia no que diz respeito a coloracdo, e motilidade normal, demonstrando
a efetividade da vancomicina no tratamento por infeccdo com S. aureus nesse modelo
experimental, embora os individuos tenham apresentado pontos de melanizacdo em alguns
segmentos do corpo das larvas. Comparativamente a vancomicina, os individuos tratados com
StigA8 e StigA18 na menor dose testada e que sobreviveram, apresentaram mais pontos de
melanizagéo pelo corpo, mudanga de coloragdo (amarela para acinzentada) e menor motilidade.
Para a dose de 120 mg/kg, as larvas que sobreviveram apresentaram melhore motilidade,
coloracdo mais amarelada e menos melanizacdo do corpo quando comparada a dose de 40
mg/kg.

Vale ressaltar que a administracdo dos peptideos foi em dose Unica, demonstrando
0 potencial antibacteriano dessas moléculas para infecgdes estafilococicas. Provavelmente, a
amidacdo na porcdo C-terminal dos peptideos foi eficaz na estabilizacao estrutural e protecao
contra protedlise, haja vista que a larva de G. mellonella possui metabolismo ativo, com
resposta imune inata e presenca de lisozimas em sua hemolinfa (TREVIJANO-CONTADOR;
ZARAGOZA, 2018). Sendo assim, estudos com o tratamento em dias alternados podem ser
realizados para melhor avaliar a efetividade da atividade antibacteriana de StigA8 e StigA18
nesse modelo experimental, bem como, a avaliacdo do perfil de degradacéo dos peptideos por
espectrometria de massas, pelos fluidos corporais das larvas como hemolinfa ou fezes.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de peptideos de escorpido em larvas de G.
mellonella ainda é pouco explorada, porém alguns peptideos de outras fontes naturais como
plantas (PT13 da espécie Populus trichocarpa) (AL AKEEL et al., 2018) e secre¢do da pele de
anuros (Temporina 10La da espécie Rana okaloosae) (MISHRA et al., 2018), além de
medicamentos como gentamicina e meropenem, tém sido descritos (PELEG et al., 2009).
Adicionalmente, a atividade antibacteriana da Stigmurina também ja foi testada in vivo em
modelo experimental murino de sepse polimicrobiana, o qual, o peptideo foi capaz de diminuir
fatores inflamatdrios dessa condicdo patolégica como migracdo leucocitaria, citocinas pro-
inflamatorias e a inflamacg&o do pulmao e ceco dos animais sépticos (DANIELE-SILVA et al.,
2016), demonstrando o alto potencial terapéutico em infeccBes bacterianas desses PAMs

oriundos do escorpido T. stigmurus.
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Sendo assim, nesse modelo experimental, StigA8 e StigAl8 demonstraram
potencial antimicrobiano contra infeccdo estafilocdcica, sendo importante a analise em

organismos mais complexos como camundongos ou ratos para avaliacdo dessa atividade.

4.6 Atividade Tripanocida de StigA8 e StigA18

O potencial antiparasitario dos peptideos analogos da Stigmurina foi avaliado
através da atividade tripanocida sobre as formas epimastigotas e tripomastigotas do protozoario
da espécie Trypanossoma cruzi, sendo observado inicialmente com 24 h de incubacdo dos
parasitas com as amostras de peptideo. StigA8 e StigA18 apresentaram significativa atividade
tripanocida nesse intervalo de tempo em todas as concentracdes testadas (25-1,56 uM) (Figura
13A), o que pode ser visto pela porcentagem de parasitas vivos (contagem em microscopio), a
qual variou entre 95-100%, conforme aumentou-se a concentracdo dos peptideos (Tabela 19),

ou seja, ndo ocorreu diferenca significativa entre as concentragdes testadas.
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Figura 13 — Atividade tripanocida de StigA8 e StigA18 para as formas epimastigotas e tripomastigotas.
Contagem do numero de parasitas foi realizada apds a incubacdo com diferentes concentragcdes de StigA8 e
StigA18 (25-1,56 uM) nos intervalos de tempo de 24 h (A) e 12 h (B) e das formas tripomastigotas no intervalo
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de tempo de 12 h (C). Dados representam a média de valores obtidos das quadruplicatas das amostras e as linhas
verticais indicam o desvio padrdo. ***p<0,0001, **p<0,001 e *p<0,05 representam a significancia da atividade
em comparagao ao grupo controle positivo (Ctrl).

Diante disso, visando observar se os peptideos atuariam em um menor intervalo de
tempo de incubacéo, essas mesmas formas do parasita foram incubadas por 12 h com StigA8 e
StigA18, nas mesmas concentracdes anteriormente citadas. O que pode ser observado, é que
mesmo com menor tempo de contato das amostras com 0s parasitas, estas ainda mantiveram
sua atividade tripanocida significativa (Figura 13B) e que o percentual de inibicdo permaneceu
alto, variando de 93-100% para StigA8, a partir da concentracédo de 3,25uM, embora a menor
concentracdo (1,56 pM) ainda tenha mantido um percentual de 52,64% dessa atividade.Para
StigA18, o perfil foi semelhante, com percentual de inibicdo de 90-100%, a partir da
concentracéo de 6,25 UM. As menores concentracoes (3,25 e 1,56 uM), inibiram em 43,07%
e 15,46%, respectivamente (Tabela 19).

Estes resultados demonstram o potencial tripanocida dessas moléculas nas formas
epimastigotas do parasita T. cruzi, que € a forma que parasita o intestino médio do triatomineo
(inseto). Com o intuito de avaliar a acdo sobre as formas infectantes e circulantes nos seres
humanos, as formas tripomastigotas (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018) foram incubadas
com os peptideos anadlogos por 12 h. O grafico da Figura 13C evidencia que tanto StigA8 quanto
StigA18, apresentaram elevada atividade tripanocida contra as formas tripomastigotas,
principalmente nas concentragdes de 25-6,25 pM, que inibiram de 99,26-80,07% para StigA8
e 98,15%-100% para StigA18 (Tabela 19).
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Tabela 19 — Determinacdo da porcentagem de inibicdo de crescimento das formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi.

% de inibicdo do crescimento das formas epimastigotas/24h

StigA8 (UM) StigA18 (M)

25 12,5 6,25 3,12 1,56 25 12,5 6,25 3,12 1,56

100+ 100+ 100+ 99,55+ 97,00+ | 100+ 99,93+ 98,89+ 99,00+ 95,04+
0,00 0,00 0,00 0,20 0,51 0,00 0,07 0,40 0,23 1,07

% de inibicdo do crescimento das formas epimastigotas/12h

StigA8 (UM) StigA18 (UM)

25 12,5 6,25 3,12 1,56 25 12,5 6,25 3,12 1,56

100+ 100+ 100+ 93,27+ 52,64+ | 100+ 100+ 89,99+ 43,07+ 15,46+
0,00 0,00 0,00 5,32 31,60 0,00 0,00 0,63 3,00 8,80

% de inibi¢do do crescimento das formas tripomastigotas/12h

StigA8 (UM) StigAl18 (UM)

25 12,5 6,25 3,12 1,56 25 12,5 6,25 3,12 1,56

99,26+ 97,23+ 80,0+ 29,70+ 14,88+ | 98,15+ 100+ 55,71+ 15,62+ 29,64+
0,60 0,70 1,80 16,70 9,82 3,88 0,00 15,77 11,10 5,18

Fonte: dados obtidos e analisados. Cada amostra foi realizada em quadruplicata e cada experimento em duplicata.
Valores correspondem a média + desvio padréo.

Como j& foi mencionado, no Brasil, o Unico tratamento utilizado na doenca de
Chagas é o benznidazol, contudo seu efeito é limitado, principalmente na fase cronica da
doenga, com taxas de cura consideradas baixas, sobretudo em adultos (2-40% dos casos) e
apresenta algumas limitacbes no que diz respeito a baixa solubilidade em meio aquoso e
dificuldade de atravessar as barreiras bioldgicas. Assim, o estudo envolvendo novas abordagens
terapéuticas para o tratamento da doenca de Chagas se torna necessario (PEREZ-MOLINA,;
MOLINA, 2018).

Nesse sentido, Parente e colaboradores (2018) verificou através de ensaio
colorimétrico in vitro, pela reducdo do MTT, que o benznidazol na concentracdo de 384 uM
néo foi eficaz na inibigdo do crescimento das formas tripomastigotas do T. cruzi apds 24h de
incubacdo (20% de inibicdo), diferentemente do StigA16 que apresentou 100% de inibicdo na

concentracdo de 2,5 uM nesse mesmo intervalo de tempo.
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N&o se sabe por qual mecanismo de acdo esses peptideos estdo atuando, porém
algumas hipdteses podem ser levantadas, tomando como base os componentes de membrana
do protozoario T. cruzi.

A membrana desses microrganismos € composta por uma bicamada lipidica em que
associado ao glicocalix, possui diferentes glicoproteinas ancoradas, como a
glicosilfosfatidilinositol, importante para que o parasita possa expressar em sua membrana as
proteinas envolvidas na sua viruléncia, além de residuos de manose, que conferem cargas
negativas as membranas do T. cruzi em pH fisiolégico (NEVES et al., 2019). No estudo
realizado por Neves e colaboradores (2019), foi demonstrado que o uso de moléculas cationicas
como a ferritina cationizada e a poli-L-lisina, foram capazes de interagir com as membranas
das formas tripomastigotas da cepa Y, em um primeiro momento promovendo o capeamento
dessas células, depois induzindo a formacéo de vesiculas na membrana, levando a formacéo de
poros. Tal fato também foi observado para 0 VmCT1 do escorpido mexicano V. mexicanus e
seus anélogos, com substituicGes de alguns aminodcidos por arginina, 0s quais apresentaram
acao tripanocida em cepas Y de T. cruzi sobre as trés formas evolutivas do parasita
(epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas), com destaque para o analogo [Arg] 11-VmCT1
que apresentou maior atividade e seletividade do que a molécula protétipo, sendo também,
observado a formacgdao de poros na forma epimastigotas nas imagens de MEV (PEDRON et al.,
2020).

Levando esses fatos em consideracgéo, é possivel que StigA8 e StigA18 atuem por
esses mecanismos de acdo, tendo em vista as propriedades fisico-quimicas dessas moléculas e
a composi¢do quimica da membrana desses parasitas, o que reflete na sua atividade tripanocida
apresentada nesse estudo.

4.7 Atividade Antiproliferativa de StigA8 e StigA18

O potencial antiproliferativo contra linhagens de células cancerigenas dos peptideos
analogos StigA8 e StigA18, foi avaliado pelo ensaio colorimétrico MTT sobre as linhagens
celulares de adenocarcinoma cervical humano (786-0) e melanoma murino (B16-F10).

Para a linhagem celular 786-0 (Figura 14A), StigA8 apresentou citotoxicidade a
partir da concentragdo de 2 uM, com 67,8 % de inibigdo da viabilidade celular e em 40 uM
apresentou 78,5% de inibicdo, quando comparados ao grupo controle de viabilidade celular.
Para StigA18, a citotoxicidade a partir de 4 uM foi 55,3% de inibicdo, j& em 40 UM essa
porcentagem foi de 80,7%. Na menor concentracdo testada, StigA18 ndo apresentou

citotoxicidade as células de adenocarcinoma renal humano.
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Para as células do melanoma murino (B16-F10), os peptideos apresentaram
citotoxicidade a partir da concentragdo de 8 uM, com inibig¢ao da viabilidade celular de 30,5%
e 60% para StigA8 e StigA18, respectivamente. Na concentragdo de 15 puM, essa toxicidade
aumenta, com 64% e 66% de inibicao para StigA8 e StigA18, respectivamente (Figura 14B).
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Figura 14 — Atividade antiproliferativa de StigA8 e StigA18. As células foram cultivadas na presenca de
diluicdes seriadas (40-2 uM) de StigA8 e StigA18 durante 24h para células 786-0 (A) e B16-F10 (B). Os valores
sd0 expressos como média = DP (n=4). ™ p <0,001 comparando o grupo controle (100% de viabilidade celular).

A Stigmurina foi testada para algumas linhagens de células cancerigenas das quais
0 peptideo apresentou diferentes perfis de atividade antiproliferativa. Enquanto para células do
cancer cervical humano (SiHa) o ICso foi de 118 puM, para células do carcinoma hepatocelular
humano (HepG2) e adenocarcinoma cervical humano (Hela), significativa reducdo da

viabilidade celular ocorreu na faixa de concentracdo de 20-40 uM, demonstrando que o
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peptideo pode ter efeito distinto dependendo da linhagem celular avaliada (DANIELE-SILVA
etal., 2016; MELO et al., 2015; PARENTE et al., 2018). Para os peptideos analogos StigA6 e
StigA16 demonstraram um potencial antiproliferativo mais proeminente em células HelLa do
que o peptideo prototipo, com reducdo da viabilidade celular de 85% na concentragdo de 2 UM,
demonstrando que as modificacGes realizadas na sequéncia primaria da Stigmurina exerceram
papel importante na interacdo peptideo-célula cancerigena.

O céncer continua sendo uma das doencas que mais acometem 0s seres humanos e
que mais causam mortes em todo 0 mundo. As células cancerigenas ao longo dos anos foram
desenvolvendo estratégias de resisténcia aos quimioterapicos como: retirada do medicamento
do citosol e devolvendo ao meio extracelular, através de transportadores de membrana;
capacidade de reparacdo de danos ao DNA causados pelos medicamentos; e a alta tolerancia a
condigdes extremas de estresse, além da baixa seletividade dos quimioterapicos para as células
cancerigenas (GASPAR; VEIGA; CASTANHO, 2013). Essa problematica tem incentivado a
inimeros grupos de pesquisa a incessante busca por novas moléculas terapéuticas que sejam
mais efetivas e mais seletivas para o tratamento dos pacientes acometidos por essa doenca
(AHMADI et al., 2020; HARRISON et al., 2014; ZHANG; YANG; ERICSSON, 2019).

Né&o se sabe por qual mecanismo de acao a Stigmurina e seus analogos podem estar
atuando para apresentar potencial antiproliferativo nas mais diferentes linhagens de células
cancerigenas, porém, algumas hipdteses podem ser destacadas levando em consideracdo os
aspectos fisico-quimicos e estruturais desses peptideos e as propriedades das células
cancerigenas. As células cancerigenas apresentam na superficie de sua bicamada lipidica uma
malha de cargas negativas conferidas por moléculas aniénicas como, as fosfatidilserinas,
mucinas -O- glicosiladas, &cidos sialicos e heparan sulfatos, diferentemente das células normais
gue apresentam membranas essencialmente zwiteriénicas.

Na literatura € descrito que os PAMs catiénicos, como StigA8 e StigA18, podem
atuar por duas vias: membranoliticas e ndo membranoliticas. No mecanismo de agdo
membranoliticos, pode ocorrer a interagdo eletrostatica inicial dos peptideos catidnicos com a
membrana das células cancerosas, induzindo a formacdo de poros ou a promocdo de dano
membranar, ou ainda induzindo a permeacdo dessas moléculas ao citosol, possibilitando a
interacdo desses PAMs com alvos intracelulares como mitocondrias, proteinas e DNA. No
mecanismo de a¢do ndo membranolitico, pode ocorrer a ligacdo desses peptideos a receptores
dos vasos sanguineos ligados a angiogénese, dificultando o progresso do crescimento de tumor.
Além disso, as microvilosidades apresentadas pelas células cancerigenas aumentam a superficie

de contato para que 0s peptideos possam exercer sua atividade (GASPAR; VEIGA;
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CASTANHO, 2013; ZHANG; YANG; ERICSSON, 2019). No entanto, para saber qual
mecanismo de acdo esta ocorrendo, outros estudos devem ser realizados.

Diante do exposto, 0s peptideos Stigmurina e os andlogos StigA8 e StigA18 podem
estar atuando por algum desses mecanismos de agéo, tendo em vista que apresentaram potencial
antiproliferativo em linhagens de células cancerigenas. Contudo, mais estudos em relacdo ao
mecanismo de acdo para estas atividades, devem ser realizados para avaliar esses potenciais

farmacologicos.
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e A predicdo estrutural e fisico-quimica de StigA8 e StigA18 revelou aumento da
estrutura em a-hélice, momento hidrofébico e cationicidade em relacdo a molécula
prototipo;

e Os peptideos StigA8 e StigAl8 apresentaram, por modelagem molecular,
estrutura secundaria em a-hélice com presenca de uma regido hidrofobica e uma regido
hidrofilica;

e A andlise por dicroismo circular evidenciou a flexibilidade da estrutura
secundaria de StigA8 e StigA18 em diferentes meios, com formacgéo predominante de a-
hélice em ambientes semelhantes as membranas bioldgicas. Os peptideos também
apresentaram estabilidade conformacional em ampla faixa de pH e temperatura com
capacidade de renaturacao;

e StigA8 e StigAl18 apresentaram biocompatibilidade in vitro em eritrocitos
humanos e fibroblastos murinos e nenhum sinal de toxicidade em larvas de G. mellonella;

e Os peptideos StigA8 e StigA18 apresentaram atividade antibacteriana em cepas
de bactérias gram-positivas e gram-negativas com acdo bactericida ou bacteriostéatica
dependendo da cepa testada;

e Osanalogos StigA8 e StigA18 apresentaram atividade antibiofilme na formagéo
precoce e tardia, causando danos nas células bacterianas visualizadas através da
Microscopia Eletronica de Varredura;

e StigA8 e StigAl8 apresentaram atividade antibacteriana in vivo em larvas de G.
mellonella aumentando a sobrevida dos individuos.

e StigA8 e StigA18 apresentaram atividade antiparasitaria in vitro contra T. cruzi
nas formas epimastigotas e tripomastigotas;

e Os peptideos andlogos da Stigmurina, StigA8 e StigA18, revelaram atividade
antiproliferativa em linhagens de células cancerigenas;

e StigA8 e StigA18 sdo moléculas promissoras para o tratamento de infecgdes
estafilococicas e outras infecgdes bacterianas, bem como, apresentam potencial tripanocida
e antiproliferativo, sendo necessario estudos mais aprofundados para melhor caracterizar

essas atividades.
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e Conclusdo dos ensaios de dindmica molecular com simulagbes em membranas
miméticas de bactérias gram-positivas e gram-negativas, aumentando o numero de
moléculas no sistema;

e Concluir os ensaios com as larvas de G. mellonella com tratamento em dias alternados;

e Avaliacéo da atividade antibiofilme de StigA8 e StigA18 por MEV em cepa de S. aureus
UFPEDA 1058;

e Avaliar o mecanismo de morte por citometria de fluxo de StigA8 e StigA18 em cepa de
S. aureus UFPEDA 1058;

e Finalizar a interpretacdo dos dados de Ressonancia Magnética Nuclear de StigA8 e
StigA18 (RMN).

e Finalizar o manuscrito a ser submetido na revista: International Journal of

Antimicrobial Agents (Fator de impacto: 4,621).
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Anexo A.1. Analise por Cromatografia de Alta Eficiéncia de StigA8. Laudo fornecido pela empresa AminoTech
Pesquisa e Desenvolvimento (Brasil)

Anexo A.2. Andlise por Espectrometria de Massas de StigA8. Laudo fornecido pela empresa AminoTech

Pesquisa e Desenvolvimento (Brasil).
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via topica para doencas que apresentam processo inflamatério e em
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Estudo prévio conduzido com o extrato das folhas de T
catharinensis, para avaliar o efeito anti-inflamatorio no modelo de
edema de pata induzido por carragenina, mostrou que o extrato foi
eficaz na redugdo do edema, quando administrado via oral, antes e
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Apéndices
APENDICES
APENDICE A
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS DOS AMINOACIDOS
Aminoacidos Simbolo Abreviatura Cadeia lateral (Grupo R)
Glicina G Gly Apolar alifatica
Alanina A Ala Apolar alifatica
Valina \ Val Apolar alifatica
Leucina L Leu Apolar alifatica
Isoleucina I lle Apolar alifatica
Metionina M Met Apolar alifatica
Prolina P Pro Apolar alifatica
Fenilalanina F Phe Apolar aromatica
Triptofano wW Trp Apolar aromatica
Tirosina Y Tyr Polar alifatica
Serina S Ser Polar alifatica
Treonina T Thr Polar alifatica
Asparagina N Asn Polar alifatica
Glutamina Q GIn Polar alifatica
Cisteina C Cys Polar alifatica
Lisina K Lys Carregada positivamente
Arginina R Arg Carregada positivamente
Histidina H His Carregada positivamente
Acido Aspartico D Asp Carregada negativamente
Acido Glutamico E Glu Carregada negativamente

Fonte: autoria propria.



