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RESUMO

A mastite bovina (MB) consiste em uma doenca caracterizada pela inflamagéo da
glandula mamaria causada por bactérias patogénicas, resultando em grandes perdas
econdmicas nos sistemas de producdo de lacticinios. Dentre as espécies bacterianas
associadas a MB, S. aureus representa um dos agentes etiolégicos bacterianos mais
comumente encontrados nos sitios de infeccdo. Os antibidticos convencionais
continuam a ser a principal ferramenta de tratamento e controle da mastite bovina. No
entanto, a evolucdo da resisténcia bacteriana, bem como a possivel presenca de
residuos destes medicamentos e de microrganismos patogénicos no leite torna
necessario o desenvolvimento de estratégias alternativas de tratamento. Neste sentido,
0s peptideos antimicrobianos (PAMs) representam candidatos terapéuticos promissores
para o tratamento de doencas como a MB. No presente estudo o peptideo isolado da
peconha de vespa, mastoparano-L, e trés de seus derivados obtidos previamente por
meio de estratégias do desenho racional, foram caracterizados funcional e
estruturalmente. Assim, foi avaliada a eficiéncia do peptideo mastoparano-L, bem como
de trés de seus derivados, denominados mastoparano-MO, mastoparano-R1 e [I°, Rf]
MP, contra cepas de S. aureus isoladas de bovinos acometidos com mastite.
Inicialmente, foi observado que as modificacdes realizadas a sequéncia do peptideo
parental, mastoparano-L, para a obtencdo dos derivados, levaram a alteracdo das
propriedades fisico-quimicas como a carga, hidrofobicidade e momento hidrofobico
destes peptideos. Em relacdo a comparacdo estrutural, todos os derivados exibem
estruturas tridimensionais tedricas em a-hélice. Contudo, os derivados mastoparano-R1
e [I°, R® MP apresentam maiores porcentagens de a-hélice (64,3% para mastoparano-L
e 78,6% para mastoparano-R1 e [I°, R® MP), sendo o mastoparano-MO, o derivado
com a menor porcentagem de a-hélice (57,9%). Em adicdo, os resultados da avaliacdo
estrutural dos peptideos indicam que os modelos tridimensionais gerados para 0s
analogos sao estereoquimicamente possiveis e confiaveis. Assim, os resultados dos
ensaios de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM) mostraram que o derivado mastoparano-MO exibiu um leve aumento da
atividade antibacteriana (16 uM), quando comparado como o peptideo parental (32 uM).
Contrariamente, o derivado mastoparano-R1 néo foi capaz de inibir o crescimento das
cepas testadas. Por fim, as melhores atividades foram reportadas para o peptideo [I°,
R8 MP, exibindo CIM dentre 4-16 uM e CBM dentre 8-16 uM. Deste modo, avaliou-se a
atividade bactericida deste derivado ([I°, R® MP), ao longo de 90 min, frente a cepa S.
aureus Aurora. Assim, foi determinado que o peptideo [I°, R MP, a uma concentracéo
de 8 uM, reduz totalmente a carga bacteriana inicial (4 logio) de S. aureus Aurora apos
70 min de incubacéo. Nos ensaios hemoliticos foi observado que, a uma concentracao
de 100 pM, o peptideo parental (mastoparano-L) e o derivado mastoparano-MO
resultaram nas maiores porcentagens de hemdlise (62% e 50%, respectivamente);
enquanto que os derivados mastoparano-R1 e [I°, R8 MP resultaram em menos de 20%
de hemodlise de eritrécitos bovinos. Deste modo, o potencial terapéutico do derivado [I°,
R& MP observado no presente estudo torna possivel a aplicagédo deste peptideo para
estudos futuros, visando o tratamento da MB.

Palavras-chave: Mastoparanos. Desenho racional. Mastite bovina. Resisténcia
bacteriana.



ABSTRACT

Bovine mastitis (BM) consists in a disease characterized by mammary gland
inflammation caused by pathogenic bacteria, resulting in substantial economic losses in
the dairy production systems. Among the bacterial species associated with bovine
mastitis, S. aureus represents one of the most common bacterial etiological agents
found at infection sites. Conventional antibiotics remain the main tool for BM treatment
and control. Nevertheless, the bacterial resistance evolution, as well as the possible
presence of such drugs residues and pathogenic microorganisms in milk leads to the
need of developing alternative treatment strategies. In this sense, antimicrobial peptides
(AMPs) represent promising therapeutic candidates for the treatment of diseases like
BM. In the present study, the peptide isolated from wasp venom, mastoparan-L, and
three of its derivates previously obtained through rational design strategies, were
functionally and structurally characterized. Thus, it was evaluated the mastoparan-L
peptide efficiency, as well as its three derivates, denominated mastoparan-MO,
mastoparan-R1 and [I°, R® MP, against S. aureus strains isolated from bovine with
mastitis. Initially, it was observed that the mastoparan-L parental peptide sequence
modifications, to obtain the derivates, led to physicochemical properties alterations such
as charge, hydrophobicity and hydrophobic moment of these peptides. Regarding
structural comparison, all derivatives exhibit theoretical three-dimensional o-helix
structures. Moreover, mastoparan-R1 and [I°, R® MP derivates have higher percentages
of a-helix (64.3% for mastoparan-L and 78.6% for mastoparan-R1 and [I°, R®] MP),
being the mastoparan-MO, the derivate with the lowest percentage of a-helix (57.9%). In
addition, the structural peptide evaluation results indicate that the structural models
generated for the analogs are stereochemically possible and reliable. Thus, the results
of the minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration
(MBC) showed that the mastoparan-MO exhibited a slight increase in its antibacterial
activity (16 puM) when compared to parental peptide (32 uM). Otherwise, the
mastoparan-R1 derivate was uncapable of inhibiting the tested strains growth. Finally,
the highest activities were reported for the [I°, R®] MP peptide, exhibiting MICs between
4-16 uM and MBCs between 8-16 uM. Thus, the bactericidal activity of this derivate ([I°,
R8 MP) against S. aureus Aurora was evaluated during 90 min. Therefore, it was
determined that the peptide [I°, R® MP, at a concentration of 8 uM, totally reduced the
initial bacterial load (4 logio) of S. aureus Aurora after 70 min of incubation. In hemolytic
assays it was observed that at a concentration of 100 uM, the parental peptide
(mastoparan-L) and the mastoparan-MO derivate resulted in the highest percentages of
hemolysis (62% and 50%, respectively); whereas mastoparan-R1 and [I°, R MP
derivates caused less than 20% hemolysis of bovine erythrocytes. In this way, the
therapeutic potential of the [I°, R® MP derivate observed in the present study makes
possible the application of this peptide in future studies, aiming BM treatment.

Keywords: Mastoparans. Rational design. Bovine mastitis. Bacterial resistance.
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1.  INTRODUGAO

1.1. MASTITE BOVINA

A mastite bovina (MB) consiste na doenca de maior prevaléncia no gado
leiteiro em todo o mundo (BRESER et al., 2018; ROMERO et al.,, 2018). Esta
enfermidade, descrita como uma condicao inflamatoéria da glandula mamaria, pode ser
causada por traumatismo (mecanico ou térmico) ou, geralmente, por colonizacdo
bacteriana no canal da teta (AITKEN et al., 2011; ASLI et al., 2017; BARLOW, 2011). A
MB consiste em uma infecgdo altamente incidente em bovinos lactantes. Ademais, a
MB pode ser uma patologia complexa, haja vista que pode ser influenciada por
multiplos fatores, como diferentes microrganismos, formas da doenca (clinica ou
subclinica), origem e forma de transmissdo (contagiosa ou ambiental) (THOMPSON-
CRISPI et al., 2014; DE VLIEGHER et al., 2012). Esses fatores estdo ainda aliados a
caracteristicas proprias de cada animal, como a resposta imune, estado nutricional,
idade, raca, exposicao a estresse ambiental, estresse oxidativo, entre outros (AITKEN
et al., 2011; BOGNI et al., 2011).

A MB pode ser classificada com base na manifestacdo ou auséncia de
sintomas, incluindo a mastite clinica (MC) e subclinica (MSC), respectivamente. A MC
se caracteriza por resposta inflamatéria e alteracdes visiveis no leite, como flocos,
coagulos e aparéncia aquosa. Ademais, dependendo da severidade da infeccéo, os
animais podem apresentar inchaco, dor e vermelhiddo do Ubere (infeccdo leve ou
moderada) ou sinais sistémicos como febre, anorexia e choque (infeccdo grave). Em
contrapartida, embora exista infecgdo intramaméaria (1IM) na MSC, ndo sao observados
sinais de inflamac&o ou outros sintomas clinicos e, portanto, a presenca de MSC nos
rebanhos tem sido subestimada e pode estar associada a grandes perdas econémicas
(AITKEN et al., 2011; ASLI et al., 2017; HUGHES E WATSON, 2018; LEITNER et al.,
2018; ROMERO et al., 2018; THOMPSON-CRISPI et al., 2014). Contudo, ambas as
formas da doenca estdo caracterizadas pelo aumento na contagem de células

somaticas (CSS) no leite, um biomarcador inflamatorio usado como método de
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diagnoéstico, bem como para medir a qualidade e mudancas na composicao do leite. O
acréscimo da CSS causa o detrimento da qualidade do leite, impedindo a sua
comercializacdo gerando, assim, perdas econémicas para a industria leiteira (AVALL-
JAASKELAINEN et al., 2018; BOGNI et al., 2011).

A mastite bovina pode ser considerada a doenca que mais impacta,
economicamente, a industria de lacticinios (BRESER et al., 2018). Isto se deve, em
grande parte, aos prejuizos gerados pela reducdo da producédo e qualidade do leite,
aumento dos custos de prevencao e de tratamento dos animais acometidos, além da
diminuicdo da vida util das vacas, levando ao abate precoce. Somado a isso, as perdas
geradas pelo descarte de leite devido a possivel presenca de residuos de antibiéticos
utilizados no tratamento dos animais afetados, como também de microrganismos,
representa uma fonte potencial de toxinas alimentares e risco de zoonose (BRADLEY,
2002; GOMES et al., 2016; GOMES E HENRIQUES, 2015; MUSHTAQ et al., 2018).

Segundo Mushtaq et al. (2018) as perdas econdomicas mundiais causadas
pela mastite bovina ultrapassam USD $35 bilhdes anuais. Ademais, segundo a Food
and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), mais de 6 bilhdes de pessoas
no mundo consumem leite e produtos lacteos (www.fao.org/dairy-production-
products/products/en/), sendo que 83% da producdo mundial de leite vem do gado
bovino (www.fao.org/dairy-production-products/production/dairy-animals/en/). Assim, é
imperativo o controle e tratamento de doencas como a MB, ndo sO pelas perdas
econbmicas geradas nos sistemas de producdo de lacticinios, mas também pelo

impacto produzido no bem-estar animal e na populacdo mundial.

Estudos tém focado na identificacdo dos microrganismos envolvidos na MB,
permitindo uma melhor avaliacdo da epidemiologia e patogenicidade da mastite
(HUGHES E WATSON, 2018). Neste contexto, mais de 130 espécies de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, algas e micoplasmas, tém sido associados
a MB (BRADLEY, 2002). Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas vem sendo

identificadas como os principais patdgenos relacionados a doenca (BOUCHARD et al.,
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2015), sendo classificadas como contagiosas ou ambientais de acordo com seu

reservatorio primario e modo de transmissdo (BOGNI et al., 2011; GOMES et al., 2016).

No caso das bactérias contagiosas, 0s quartos, como sao denominadas cada
uma das quatro glandulas maméarias que constituem o Ubere bovino, constituem o
reservatorio principal (FANG et al. 2016; HUGHES E WATSON, 2018). Estas bactérias
sdo transmitidas de quartos infectados a outros quartos do Ubere no mesmo animal, e
incluem espécies bacterianas do género Streptococcus e organismos como
Staphylococcus aureus, Corynebacterium bovis e Mycoplasma spp. (ESENER et al.,
2018; FOX E GAY, 1993). Além disso a contaminag¢do pode ocorrer de animal para
animal durante o processo de ordenha através das méaos dos ordenhadores ou pelos
utensilios de ordenha contaminados (FANG et al., 2016; KANDEEL et al., 2018). Por
outro lado, bactérias categorizadas como ambientais, cujo reservatorio primario é o
habitat do gado leiteiro, sdo transmitidas aos animais a partir do material de cama
organico, pastagens, areas umidas ou molhadas em estdbulos e corredores cobertos
de fezes. Assim, coliformes como Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp.,
bem como organismos do género Steptococcus (S. uberis e S. dysgalactiae) pertencem
ao grupo de patdgenos ambientais (ESENER et al., 2018; GOMES et al., 2016; SMITH
E HOGAN, 1993). De forma geral, patégenos contagiosos sdo comumente associados
a casos subclinicos de mastite (MSC), enquanto que os ambientais sdo particularmente
relacionados a casos de MC (SONG et al., 2016; THOMPSON-CRISPI et al., 2014).

1.2. Staphylococcus aureus NA MASTITE BOVINA

S. aureus consiste em um microrganismo comensal e patégeno oportunista
de diversos organismos, incluindo o gado leiteiro. Esta bactéria tem sido considerada
um dos principais agentes etioldgicos da MB (clinica e subclinica) e, possivelmente, um
dos microrganismos causadores de MB mais estudado, haja vista que S. aureus é um
dos patégenos associados a MB de mais dificil controle (BARBOZA-CORONA et al.,
2009; CASTRO et al., 2018; Gomes et al., 2016; TARTAGLIA et al., 2018; ZADOKS et
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al., 2011). Usualmente, S. aureus causa IIM subclinicas, persistentes e refratarias ao
tratamento com antibidticos (ASLI et al., 2017; SONG et al., 2016). A capacidade de
internalizacdo, sobrevivéncia e propagacdo dentro de varios tipos celulares do
hospedeiro como neutrofilos, macrofagos, células epiteliais mamarias e linfécitos do
sangue periférico, € uma das estratégias pela qual S. aureus evade a resposta do
sistema imunitario e a acao dos antibidticos. A sobrevivéncia intracelular dessa bactéria
geralmente causa IIM crbnicas e reincidentes, além de permitir a disseminacdo da
infeccdo (AITKEN et al., 2011; FRAUNHOLZ E SINHA 2012; GUNTHER et al., 2017;
HOQUE et al., 2018; KAMARUZZAMAN et al., 2017; TARTAGLIA et al., 2018).

Como mencionado previamente, a presenca de microrganismos patogénicos
no leite representa uma problematica importante na saldde publica devido a seu
potencial zoondtico e risco de intoxicacdo alimentar. S. aureus € considerado uma
causa comum de doencas agudas transmitidas por alimentos (WHO, 2015). Isto se da
devido as enterotoxinas estafilocécicas (EES) altamente termoestaveis produzidas por
S. aureus, e que representam uma frequente causa de intoxicagdo alimentar
estafilococica em todo o mundo (CASTRO et al., 2018; GRUNERT et al., 2018;
JOHLER et al., 2015). Neste sentido, o leite contaminado pode atuar como uma via de
transmissao de patégenos (DUARTE et al., 2018), como S. aureus enterotoxigénico.
Isto estd geralmente associado ao consumo de produtos lacteos crus ou cujo
tratamento térmico tem sido realizado a temperaturas menores as da pasteurizacao,
principalmente em paises em desenvolvimento (BRADLEY, 2002; SHAHEEN et al.,
2016).

A ocorréncia de S. aureus entre bovinos e humanos tem sido largamente
relatada (BUSCHE et al., 2018). Estudos tém demonstrado, por exemplo, que cepas
adaptadas a bovinos, como S. aureus CC398, ST130 e ST151 podem infectar a
populacdo humana. Isto € um fato preocupante, visto que o possivel surgimento da facil
disseminacao destas cepas entre bovinos e humanos supdem um importante risco de
zoonose e disseminacdo de resisténcia bacteriana (BUSCHE et al., 2018; ZADOKS et
al., 2011).
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1.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (PAMSs)

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) podem ser moléculas efetoras do
sistema imune inato de diversos organismos (CHEN et al., 2019; JENSSEN et al., 2006;
LAZAR et al., 2018). Estas moléculas desempenham um importante papel como
primeira linha de defesa contra patdogenos, sendo expressos de forma constitutiva ou
induzida por diferentes tipos de células em resposta a estimulos infecciosos e/ou
inflamatorios (JENSSEN et al., 2006; SALA et al., 2018; VELDHUIZEN et al., 2014). Em
bactérias, os PAMs surgiram como um meio para combater os competidores
microbianos (KUMAR et al., 2018; YOUNT et al., 2019).

Os PAMs sdo moléculas de cadeia curta (<50 residuos de aminoacidos)
geralmente catidnicas e anfipaticas, as quais podem ser lineares (Figura la, b, c) ou
ciclicas (Figura 1e). A natureza catibnica dos PAMs pode ser atribuida a presenca de
residuos de lisina, arginina e, com menor frequéncia, residuos de histidina (pH
dependente). Por sua parte, a anfipaticidade dos PAMs esta geralmente associada com
a segregacado (em faces opostas da molécula) de aminoacidos basicos e hidrofébicos
ao longo da estrutura tridimensional (NGUYEN et al., 2011; ZHANG E GALLO, 2016).
Com relacdo a isto, estudos tém revelado que a natureza catibnica e anfipatica dos
PAMs pode estar diretamente relacionada com sua funcdo antibacteriana
(GOTTSCHALK et al., 2015; JENSSEN et al., 2006).

A variada gama de estruturas secundarias adotadas por PAMs, as quais sao
frequentemente induzidas por contato com membranas celulares, tém sido comumente
categorizadas em trés classes principais: a-hélice, folha B e estruturas estendidas
(Figura 1) (KUMAR et al.,, 2018; NGUYEN et al.,, 2011). No entanto, a estrutura
secundaria de alguns peptideos diverge das categorias acima mencionadas, podendo
mostrar estruturas altamente dinamicas ou mistas (por exemplo, misturas de a-hélice e

folha B) (JENSSEN et al., 2006: SUN et al., 2018).
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Figura 1. Principais tipos de estruturas tridimensionais adotadas por PAMs. (a) Conformacao em a-hélice
do peptideo isolado de células epiteliais da rd Xenopus laevis, magainina-2 (PDB: 2MAG); (b)
conformacéo em folha B do peptideo gomesina (PDB: 1KFP) isolado de hemdcitos da aranha
Acanthoscurria gomesiana; (c) estrutura estendida da indolicidina (PDB: 1G89) isolada de neutrofilos
bovinos (Bos taurus); (d) estrutura mista da p-defensina PSD1 (PDB: 1JKZ) isolada de sementes da
planta Pisum sativum; (e) conformacéo ciclica do peptideo cicloviolacina O2 (PDB; 2KNM) derivado da
planta Viola odorata. As ligagBes dissulfeto estdo destacadas em amarelo. As estruturas foram
visualizadas utilizando o programa PyMOL v1.8 (Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrédinger,
LLC).

Com frequéncia os PAMs mostram um amplo espectro de atividades. Estas
moléculas podem ser efetivas na eliminacéo de bactérias, fungos e virus, sendo ainda
esse espectro estendido contra células tumorais e de parasitas (SALA et al., 2018; YAN
E HANCOCK, 2001). Além disso, propriedades imunomodulatérias também vém sendo
relatadas para PAMs produzidos por organismos eucariontes (HANCOCK E SAHL,
2006; LIU et al., 2018; SALA et al., 2018). Em adicéo, as diversas caracteristicas fisico-

quimicas e multiplos mecanismos de acao, incluindo permeabilizacdo da membrana,
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inibicdo da sintese de DNA e fosfolipidios, tornam estas moléculas alternativas
antibacterianas promissoras, sendo capazes de atuar em vias biossintéticas diferentes
daquelas relatadas para antibiéticos convencionais (GOTTSCHALK et al., 2015; SALA
et al., 2018).

1.4. MECANISMOS DE ACAO DOS PAMs

Como descrito anteriormente, os PAMs exibem diversos mecanismos de
acdo, podendo atuar em multiplos alvos bacterianos. Dessa forma, estudos mostram
que, independentemente do modo de acdo (em nivel de membrana ou intracelular), a
interacdo dos PAMs com a superficie bacteriana € o passo inicial para execucao da
atividade desses peptideos (CHAN et al., 2006; JENSSEN et al., 2006), uma vez que,
mesmo 0s peptideos com alvos intracelulares precisam de um meio de translocacao
(NGUYEN et al., 2011). A atracéo eletrostatica produzida entre as cargas positivas dos
PAMs e as cargas negativas das superficies bacterianas (principalmente &cidos
teicéicos (AT) em Gram-positivas e lipopolissacarideos (LPS) em Gram-negativas),
somado as intera¢des hidrofébicas entre PAMs e as cadeias apolares dos fosfolipidios
bacterianos, permitem o0 ancoramento e insercdo dos PAMs nas membranas
bacterianas. Estas interacdes podem também permitir a alteracdo da organizacao dos
fosfolipideos de membrana (KUMAR et al., 2018). Com relacéo a isto, diversos modelos
tém sido propostos para explicar as diferentes conformacfes que os PAMs podem
adotar para exercer sua acao sobre membranas bioldgicas (JENSSEN et al., 2006;
KUMAR et al., 2018; SUN et al., 2018). Assim, é preciso que estas moléculas (PAMSs)
atinjam uma concentracdo ideal, geralmente considerada como a concentracdo de
PAMs préxima a saturagdo da membrana, para exercer sua acao (MELO et al., 2009).
Nao entanto, € importante ressaltar que dita “concentracado ideal” pode variar com o
peptideo em si e sua concentragdo inibitéria minima, bem como com a composi¢céo
lipidica da célula alvo (BRODGEN et al., 2005; MELO et al., 2009). Os mecanismos
através dos quais os PAMs alteram a integridade das membranas plasmaticas estédo

ilustrados na Figura 2.
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Figura 2. Modelos propostos para os mecanismos de permeabilizacdo de membrana dos PAMSs.
Posteriormente a adeséo inicial @ membrana os PAMs podem permeabilizar a bicamada lipidica por meio
de varios mecanismos. Os PAMs podem criar poros mediante a formagdo de feixes na membrana no
modelo de barril, poros constituidos por peptideos e lipideos no modelo de poro toroidal ou poros sem a
formacgdo de uma estrutura regular na bicamada lipidica no modelo de poro toroidal. A desestabilizacéo
produzida pela ligagdo dos PAMs a superficie da membrana no modelo carpete, pode ser seguida da
disrup¢é@o da bicamada lipidica por meio da formacdo de estruturas micelares no modelo detergente.
PAMs podem ainda alterar a espessura das membranas, suscitar o agrupamento de lipideos, a formacao
de intermediérios ndo-bicamada, unir-se a anions e provocar sua saida através da membrana, dissipar ou
aumentar o potencial de membrana e, por fim, melhorar a sua insercdo nas bicamadas lipidicas pela
presenca de lipideos oxidados. Figura adaptada de Nguyen et al. (2011).

Os modelos de barril e poro toroidal sdo definidos como modelos anélogos,
haja vista que em ambos os modelos os PAMs se inserem de forma perpendicular na
bicamada lipidica com suas regides hidrofébicas interagindo com as caudas apolares
dos fosfolipideos da membrana e porcbes hidrofilicas constituindo o limen do poro
(SUN et al.,, 2018). No entanto, algumas diferencas entre os modelos barril e poro

toroidal vem sendo destacadas. A formacdo dos poros no modelo de barril ocorre
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através da agregacao de PAMSs, os quais se inserem na bicamada lipidica. Aqui, a face
hidrofébica dos PAMs interage com o nucleo fosfolipidico da membrana, enquanto a
face hidrofilica permanece disposta ao lumen do poro (BAUMANN E MUELLER, 1974;
BROGDEN, 2005; SUN et al., 2018). Por outro lado, no modelo de poro toroidal, a
insercado dos PAMs induz a curvatura continua dos fosfolipideos da membrana ao redor
do poro. Dessa forma, o limen do poro estara revestido por grupos de cabeca lipidicos
e mondmeros de PAMs associados (KUMAR et al., 2018; LUDTKE et al., 1996; MELO
et al., 2009). Ademais, é sabido que estes mecanismos levam a despolarizacdo da
membrana plasmatica, fluxo livre de ions e moléculas pequenas (KUMAR et al., 2018).
No modelo de poro toroidal desordenado, em contraste com o de poro toroidal, os
PAMs ndo adotam uma estrutura regular na bicamada lipidica, mantendo uma
orientacao difusa através do poro. Neste modelo, os peptideos estdo dispostos, em sua
maioria, nas extremidades do poro (estabilizando-0), com um menor niumero de PAMs
no limen (LEONTIADOU et al., 2006; NGUYEN et al., 2011). J&4 no modelo carpete os
PAMs se orientam paralelamente a superficie da membrana, provocando a sua
desestabilizagdo. Acredita-se que a altas concentragcbes os PAMs se reorientem,
causando a permeabilizacdo da membrana através da formacdo de estruturas
micelares (entdo denominado modelo detergente), resultando em vazamento do
conteudo citoplasmatico, seguido de morte celular (BROGDEN, 2005; POUNY et al.,
1992; SUN et al., 2018).

Em adicdo aos modelos previamente descritos e mais comumente relatados
na literatura, diversos estudos tém descrito outros modelos através dos quais os PAMs
também podem suscitar a permeabilizacdo das membranas microbianas. Em geral, a
espessura das membranas lipidicas pode ser alterada pela presenca de PAMs
(LONHER, 2009) ou pelo agrupamento de lipideos anibnicos provocado por estas
moléculas, o que resultaria em vazamento do contedudo citoplasmatico e/ou
despolarizacdo da membrana (EPAND E EPAND, 2011). PAMs podem ainda induzir a
formacdo de intermediarios nao-bicamada, unir-se a anions e provocar sua saida
através da membrana. Ademais, os PAMs podem dissipar o potencial da bicamada

lipidica sem maior dano ou, pelo contrario, causar o aumento do potencial de
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membrana (quando os peptideos atingem um limiar de concentracdo sobre a face
externa), suscitando a permeabilidade transitoria, permitindo assim, o passo de varias
moléculas (NGUYEN et al., 2011).

Nas ultimas décadas, tem sido demonstrado que os PAMs, além de causar a
disrupcao da integridade de membranas bioldgicas, também possuem a capacidade de
se translocar através da bicamada lipidica. Dessa forma, ha um aumento da
concentracdo peptidica no espaco periplasmatico e intracelular, o que pode
desencadear a morte celular por meio da inibicdo de processos celulares essenciais
(MISHRA et al., 2018; SHAH et al., 2016; SUN et al., 2018). Assim, os PAMs podem
inibir a sintese da parede celular bacteriana, por exemplo, por meio de unido a lipideo
II, um precursor da sintese do peptidoglicano que se encontra associado a membrana
citoplasmatica (BROGDEN, 2005; DE LEEUW et al., 2012; SASS et al., 2010). Por
outro lado, vérias observacgdes sugerem que os PAMs inibem a sintese de DNA, RNA e
proteinas (BOMAN et al., 1993; JENSSEN et al., 2006; PATRZYKAT et al., 2002).
Deste modo, ao ingressar as células, os PAMs podem se unir a moléculas anibnicas,
como DNA e RNA, bloqueando as funcdes celulares e resultando na morte celular (KO
et al., 2019; PARK et al., 1998; YAN et al., 2013). Outros PAMs inibem a sintese de
proteinas associadas a distintos processos metabdlicos da célula (SHAH et al., 2016).
PAMs podem bloquear a incorporacdo de aminodacidos, sugerindo a interrupcdo de
processos como a transcricdo e replicacdo do DNA (BOMAN et al.,1993). Somado a
isto, também vem sendo demonstrado a inibicdo da sintese de proteinas através da
unido de PAMs as subunidades dos ribossomos (BULKLEY et al., 2014; SCOCCHI et
al., 2016). Além disso, a inibicdo da atividade enzimatica interfere diretamente nos
processos celulares, interferindo na homeostase celular (JENSSEN et al., 2006). Alguns
PAMs podem se unir a proteinas como a DnakK, afetando o correto dobramento das
proteinas (JENSSEN et al., 2006; KRAGOL et al., 2001); PAMs podem também atuar
como inibidores da RNA polimerase bacteriana por ligacdo ao canal de entrada dos
substratos de ribonucleotideos, interrompendo assim, a sintese do RNA (BRAFFMAN et
al., 2019).
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Nos ultimos anos, os PAMs tém sido utilizados como ponto de partida para a
criacdo de bibliotecas de peptideos, mediante modificacbes das sequéncias de
peptideos naturais utilizados como moldes, visando o aprimoramento das funcdes
biolégicas e reducdo do tamanho e, consequentemente, a diminuicdo dos custos de
producéo (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2016).

1.5. DESENHO RACIONAL DE PAMs

O desenvolvimento de PAMs como substancias terapéuticas exige o
cumprimento de determinadas carateristicas (FJELL et al.,, 2012). Deste modo, a
aplicacdo de PAMs como agentes anti-infecciosos requere que estas moléculas
apresentem, em adicdo a sua atividade antimicrobiana, baixa toxicidade na dose
terapéutica (FJELL et al., 2012; SUN et al., 2018). Neste contexto, embora sejam
relatadas uma diversa gama de atividades biolégicas para os PAMs, muitos destes
peptideos exibem também atividade hemolitica e citotdxica frente a células saudaveis
de mamiferos, bem como susceptibilidade a degradacdo proteolitica (CHEN et al.,
2005; MANT et al., 2019; SALA et al., 2018; WANG et al., 2016). Como consequéncia,
hd o comprometimento do indice terapéutico e estabilidade destas moléculas
(CARDOSO et al., 2018) o que, por sua vez, representa um obstaculo para seu uso na
pratica clinica tanto para humanos como animais (pecuaria) (HUANG et al.,2010). Em
vista disso, grande atencdo tem sido depositada para o desenho racional de PAMs.
Essas estratégias surgiram como uma alternativa para o desenvolvimento de PAMs
com desempenho melhorado (FJELL et al.,, 2012; SUN et al., 2018). Assim,
modificacdes, adicbes ou dele¢cdes de residuos de aminoacidos nas sequéncias de
PAMs desenhados tém sido realizadas visando melhorar as propriedades destas
moléculas no que se refere a especificidade contra patégenos, toxicidade inespecifica,
maior estabilidade ou modulagcéo do espectro de acdo (MARCOS et al., 2008).

As metodologias de desenho racional podem incluir métodos fisico-quimicos

e métodos baseados em molde. Deste modo, embora o objetivo dos métodos baseados
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em molde seja reduzir o tamanho, aumentar a seletividade e/ou diminuir a
citotoxicidade de sequéncias peptidicas conhecidas, este enfoque pode fazer uso das
informacdes geradas pelos métodos fisico-quimicos (carga, hidrofobicidade, momento
hidrofobico, propensao de a-hélice) (AHN et al., 2006; CARDOSO, 2019; IRAZAZABAL
et al.,, 2016). Portanto, as estratégias de desenho racional de PAMs podem ser
classificadas em duas grandes classes: incluindo desenhos baseados em template (que

inclui métodos fisico-quimicos e métodos baseados em molde) e métodos de novo.

A atual disponibilidade de uma maior informac&o sobre a relagéo estrutura-
funcdo de diversos PAMs nas bases de dados publicas tem permitido o uso destes
como template (desenho baseado em molde) para o desenvolvimento de PAMs
otimizados (CARDOSO et al., 2018; PORTO et al., 2017; SUN et al., 2018). Assim,
sequéncias de peptideos com modelo estrutural previamente descrito sdo utilizados
como base, por exemplo, a para a substituicdo de residuos de aminoacidos (FJELL et
al., 2012). Isto pode promover a alteracdo das carateristicas dos peptideos que estao
diretamente relacionadas com suas atividades antimicrobianas, como a carga,
hidrofobicidade e arranjo estrutural anfipatico (CARDOSO et al., 2016; PORTO et al.,
2012). Assim, a modulacao dessas caracteristicas pode suscitar o aumento da atividade
antimicrobiana e/ou diminuicdo da toxicidade do peptideo (IRAZAZABAL et al., 2016;
ROBINSON, 2011). Ademais, estratégias de desenho pela substituicdo de residuos
também tém permitido a identificacdo da importancia de aminoacidos especificos e sua
posicdo para uma determinada atividade do peptideo molde/modificado (FJELL et al.,
2012; HUANG et al., 2010; PAG et al., 2008). Além disso, a substituicdo de residuos
naturais por residuos modificados, como D-aminoécidos, tem sido realizada objetivando
uma menor susceptibilidade a degradacéo proteolitica em PAMs (CHEN et al., 2005;
HUANG et al., 2010).

Dentro da ideia de modificacdo e adicdo de residuos de aminoacidos em
PAMs, podemos citar a modificacdo incremental de sequéncias peptidicas com
residuos hidrofobicos. Deste modo, a adicdo de end-tags constituidas de residuos

apolares (triptofano, fenilalanina, lisina, isoleucina e prolina) as por¢ées N- ou C-
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terminal da sequéncia de alguns PAMs tem promovido o melhoramento do potencial
antimicrobiano e atividade imunomodulatéria destas moléculas (PASUPULETI et al.,
2009; SCHMIDTCHEN et al., 2009; SILVA et al., 2016).

A fusdo de fragmentos de PAMs consiste, também, em uma estratégia de
desenho racional para a obtencdo de quimeras (ou hibridos) que possuem
caracteristicas favoraveis de ambos os peptideos parentais (FJELL et al., 2012;
MARCOS et al., 2008; SUN et al., 2018). Por exemplo, Andreu et al. (1992) elaboraram
peptideos quiméricos de cecropina A e melitina com potencial antimicrobiano
melhorado e maior espectro de acdo em relacdo a cecropina A, sem apresentar ainda
os efeitos citotoxicos da melitina. Estas quimeras também foram desenhadas visando a
reducdo do tamanho das sequéncias parentais, com 0 propdsito otimizar sua sintese
quimica. Mais recentemente, Memariani et al. (2016) desenharam um peptideo
quimérico curto, denominado PV3, a partir de residuos da regido N-terminal do peptideo
pEM-2 derivado da peconha da serpente Bothrops asper e residuos da regido C-
terminal do peptideo isolado de Vespa tropica, mastoparano-VT-1. Este peptideo
mostrou atividade antibacteriana frente a cepas multirresistentes de P. aeruginosa,

sendo também ativo na reducao da biomassa do biofilme desta bactéria.

Em contraste aos métodos baseados em template, os métodos de novo nao
utilizam moldes para criacdo de analogos peptidicos. Em muitos casos, a conformacgéo
tridimensional em hélice anfipatica € o Unico ponto de partida para o desenho de novo
de PAMs (JAVADPOUR et al., 1996). O desenho de novo permite gerar uma grande
variedade de sequéncias peptidicas usando apenas frequéncias ou padrdes de
aminoacidos e preferéncias de posicionamento (PORTO et al., 2012). Estes padrdes
podem ser gerados, por exemplo, através do alinhamento de por¢cSes de diversas
sequéncias peptidicas, como realizado por Tossi et al. (1997). No trabalho destes
autores, foram levados em consideracdo parametros como o tamanho, cationicidade,
propensdo de a-hélice e conformacgdo anfipdtica de sequéncias candidatas para o
desenvolvimento de padrfes, os quais poderiam ser aplicados para o desenho de

PAMs. Neste mesmo sentido, o modelo linguistico desenvolvido por Loose et al. (2006)
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representa uma estratégia adicional para o desenho de PAMs. No entanto,
diferentemente do método desenvolvido por Tossi et al. (1997), no modelo linguistico os
PAMs sdo modelados com base em uma linguagem formal que utiliza “regras
gramaticais” (determinados padrées) e um vocabulario formado por aminoacidos

representados por letras (por exemplo, lisina (K) e arginina (R)) (LOOSE et al., 2006).

Adicionalmente, o algoritmo Joker (PORTO et al, 2018), o qual foi
desenvolvido com base no modelo linguistico (LOOSE et al., 2006), gera novas
sequéncias de PAMs partir da inser¢cdo de um padréo rigido (em um sistema de janela
de deslizamento) em sequéncias modelo por meio da substituicdo direta de
aminoacidos. Em contraste ao modelo linguistico, o algoritmo Joker precisa de um
menor nimero de sequéncias (centenas ou dezenas) para a identificacdo de PAMs,
possui a capacidade de desenhar PAMs a partir de peptideos inativos, bem como
melhorar as carateristicas dos PAMs existentes. Somado a isto, o Joker precisa de um
Unico padrdo para o desenho de PAMs, sem similaridade com peptideos ja conhecidos
(PORTO et al., 2018).

Em adicdo aos métodos de reconhecimento/busca de padrbes acima
descritos, o desenvolvimento de algoritmos para a predicdo da estrutura e funcédo de
peptideos constitui uma estratégia adicional para o desenho computacional de PAMs.
Dentre estes, podemos citar os algoritmos de aprendizado de maquinas (machine
learning), os quais estdo baseados em inteligéncia artificial e que sado treinados com
diferentes descritores, incluindo propriedades fisico-quimicas e estruturais (CARDOSO
2019; KOTSIANTIS 2007; PORTO et al.,2017). Por sua vez os algoritmos evolutivos
(em particular, métodos de evolucdo e algoritmos genéticos) simulam processos
evolutivos in silico para a obtencdo de novos peptideos (através de sucessivas
geracbes de mutacdes ou dele¢cdes) com a melhor resposta esperada (avaliada em
funcao de fitness) (FJELL et al., 2012).

O conhecimento atual acerca das caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas

dos PAMs, somado a ampla gama de sequéncias conhecidas e preditas para estas
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moléculas, representa uma grande e importante fonte de informacdo sobre PAMSs.
Neste contexto, as estratégias de desenho racional citadas acima representam
importantes ferramentas para o desenvolvimento de peptideos com perfis de atividade
melhoradas favorecendo, assim, a aplicacdo destas moléculas no tratamento de

doencas tanto em humanos como em animais (SUN et al., 2018).

1.6. MASTOPARANOS

As vespas, assim como outros insetos da ordem Hymenoptera como abelhas
e formigas, produzem peconhas que podem ser utilizados para a prépria defesa, defesa
das larvas e captura de presas (KONNO et al.,, 2016; LEE et al., 2016; NAKAJIMA,
1986; PIEK E SPANJER 1986). Estas sustancias exibem diversas atividades biolégicas,
podendo atuar como alérgenos, antimicrobianos, hemoliticos, neurotoxinas,
neuromoduladores, neurotransmissores, dentre outros (BAEK E LEE, 2010; KONNO et
al., 2001; LEE et al., 2016).

A peconha das vespas tem sido considerado uma importante fonte de
moléculas bioativas com potencial aplicacdo na clinica e agricultura (LEE et al., 2016;
MORENO E GIRALT, 2015; XU et al., 2006). A composi¢do quimica desta complexa
mistura de substancias tém sido bem estudada, sendo relatados como principais
componentes algumas proteinas (enzimas e alérgenos), peptideos, aminoacidos e
aminas biogénicas (BAEK E LEE, 2010; KONNO et al., 2000; LEE et al., 2016; LIU et
al., 2015; SOUZA et al., 2005). Dentre essa grande variedade de componentes da
peconha das vespas, 0s peptideos sdo componentes predominantes, constituindo
aproximadamente o 70% da peconha (LIU et al., 2015). Assim, diversos peptideos tém
sido isolados da peconha de diferentes espécies de vespas (HIRAI et al., 1979; KONNO
et al., 2000, 2001; LEE et al., 2016; SOUZA et al. 2005). Dentre estes, 0s mastoparanos
consistem o componente peptidico mais abundante na pegonha de vespas solitarias e
sociais (LEE et al., 2016). Os mastoparanos sao caraterizados ainda por causar
degranulacdo de mastécitos (HIGASHIJIMA et al., 1988; KONNO et al.,, 2000) e
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apresentar alta atividade hemolitica (KONNO et al., 2000). O primeiro isolamento,
caraterizacao e sintese quimica de mastoparanos foi realizado por Hirai et al. (1979), a
partir da peconha da vespa Vespula lewissi. A partir desta descoberta, diversas
pesquisas tém focado na busca de moléculas bioativas, principalmente peptideos,
presentes nas peconhas destes organismos (KONNO et al., 2016; MORENO E GIRALT
2015). Dessa forma, um crescente numero de atividades bioldgicas tém sido reportadas
para peptideos da classe dos mastoparanos, incluindo atividades antimicrobianas
(KAWAKAMI et al., 2017; VILA-FARRES et al., 2011; YIBIN et al., 2005),
anticancerigenas (HILCHIE et al.,, 2016; YAMADA et al., 2005), antibiofiime
(MEMARIANI et al., 2018) e antiviral (SAMPLE et al., 2013).

Os mastoparanos sao peptideos catibnicos constituidos de 10 a 14 residuos
de aminoéacidos. Estes peptideos sdo ricos em residuos basicos (geralmente lisina e
arginina) e hidrofébicos (incluindo leucina, alanina, isoleucina e valina) (CHEN et al.,
2018; HIGASHIJIMA et al., 1988; KONNO et al., 2001; KONNO et al., 2016). Além
disso, os mastoparanos apresentam a por¢cdo C-terminal amidada e adoptam uma
conformacao tridimensional anfipatica em a-hélice (ambiente dependente). Em relacao
a isto, a estrutura anfipatica dos mastoparanos é conhecida como uma carateristica
essencial para sua adsorcao, insercao e translocacéo através das bicamadas lipidicas
(CHEN et al., 2018; KONNO et al., 2016). Ademais, visto a baixa seletividade celular
comumente relatada para membros da classe dos mastoparanos, esses peptideos tém
sido utilizados como modelo para o desenvolvimento de PAMs através de estratégias

de desenho racional.

1.7. MASTOPARANO-L E DERIVADOS

O peptideo mastoparano-L, também conhecido como mastoparano (MP)
(ARGIOLAS E PISANO, 1983; DE AZEVEDO et al., 2015; HILCHIE et al., 2016; HORI
et al.,, 2001; KAWAKAMI et al., 2017), foi o primeiro peptideo da classe dos

mastoparanos a ser isolado (HIRAI et al., 1979). Este peptideo, o qual é constituido de
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14 residuos de aminoacidos (INLKALAALAKKIL-NH2) (Figura 3) e derivado da peconha
da vespa Vespula lewissi, foi inicialmente caraterizado como um peptideo que causa
degranulacdo de mastocitos, estimulando a liberacdo de histamina destas células
(HIRAI et al., 1979). Estudos iniciais das atividades biolégicas do mastoparano-L
mostraram que este peptideo € um potente estimulador da exocitose de diversas
células de mamiferos, promovendo a liberacdo de sustancias como histamina,
serotonina, catecolaminas e prolactinas (HIGASHIJIMA et al., 1988). Ademais, é sabido
que o peptideo mastoparano-L € capaz de perturbar a sinalizagdo transmembrana por
meio de interacdo com a proteina G alocada na face citoplasmatica da membrana
(HIGASHIJIMA et al., 1988). Além disso, estudos mostram que este peptideo pode
estimular a atividade de fosfolipase A2 (ARGIOLAS E PISANO, 1983) e induzir a
transicdo da permeabilidade mitocondrial (PFEIFFER et al., 1995).

Com o passar dos anos, um maior niumero de atividades vem sendo
descritas para o peptideo mastoparano-L, incluindo atividades antitumoral, hemolitica e
citotdéxica (células saudaveis provenientes de mamiferos) (HILCHIE ET AL., 2016;
MORENO E GIRALT 2015). Em adicdo, a atividade antibacteriana do peptideo
mastoparano-L tem sido demonstrada frente a cepas bacterianas Gram-positivas e
Gram-negativas de relevancia clinica (SILVA, 2015), incluindo Acinetobacter baumannii
(VILA-FARRES et al., 2011), E. coli, S. aureus, Micrococcus luteus (KAWAKAMI et al.,
2017) e varias espécies do género Chlamydia (DONATI et al., 2017). Somado a isso,
atividades antifungicas também vém sendo observadas frente a Saccharomyces
cerevisiae (KAWAKAMI et al., 2017).

Como descrito anteriormente, o0 peptideo mastoparano-L pode ser
classificado como um peptideo citolitico e, consequentemente, pode atuar em
diferentes tipos celulares, como células tumorais e cancerigenas. De Azevedo et al.
(2015), demonstraram que o0 mastoparano-L causa a morte de células de melanoma
murino, in vitro, por meio da perda do potencial de membrana mitocondrial, geracéo de
espécies reativas do oxigénio e degradacdo do DNA. Além disso, estes autores

mostraram que o mastoparano-L reduz o crescimento in vivo de melanoma subcutaneo
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em ratos, aumentando a sobrevida dos animais. Do mesmo modo, segundo Hilchie et
al.(2016), o peptideo mastoparano-L possui atividade citotoxica contra células de
leucemia, carcinoma de mama, mieloma, bem como, células cancerigenas resistentes a

multiplas drogas e de crescimento lento.

Figura 3. Estrutura tridimensional do peptideo mastoparano-L resolvida por ressonancia magnética
nuclear (PDB: 1D7N) (HORI et al., 2001). Disposicao dos aminoéacidos dentro da cadeia principal:
residuos apolares estdo representados em laranja; residuos polares ndo carregados em branco e
residuos polares carregados positivamente em azul.

Entretanto, embora o mastoparano-L possua uma ampla gama de atividades
biologicas, este peptideo apresenta alta atividade hemolitica e citotoxica frente a células
de saudaveis de mamiferos (ARGIOLAS E PISANO, 1983; KAWAKAMI et al., 2017;
MORENO AND GIRALT, 2015; SILVA, 2015). Portanto, esta falta de especificidade
celular para exercer suas fungbes inviabiliza certas aplicagbes médicas e
biotecnolégicas. Assim, o desenvolvimento de peptideos analogos baseados na
estrutura do mastoparano-L representa uma estratégia para a otimizacdo das atividades

biolégicas deste peptideo, assim como, a diminuicdo ou eliminacdo das atividades
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hemoliticas e citotoxicas. Com este propdsito, trés derivados de mastoparano-L foram
desenvolvidos e vem sendo investigados acerca de seu potencial farmacologico, sendo
eles o mastoparano-MO (SILVA, 2015), [I°, R® MP (IRAZAZABAL et al., 2016) e
mastoparano-R1 (OSHIRO, 2018).

Uma das estratégias empregadas para contornar a problematica da
citotoxicidade de PAMs foi a adicdo de aminoacidos a sequéncia do mastoparano-L.
Assim, Silva (2015) utilizou a modificagcdo incremental do mastoparano-L visando
reduzir ou eliminar as atividades citotoxica e hemolitica deste peptideo, além de manter
ou melhorar a atividade antibacteriana do peptideo parental. Neste trabalho foi
realizada a busca computacional de regides conservadas em PAMs com atividade
antimicrobiana e imunomodulatéria preditas. Deste modo, uma end-tag de cinco
residuos de aminoéacidos apolares (FLPII) foi adicionada a porcdo N-terminal do
peptideo mastoparano-L. Este novo derivado foi denominado mastoparano-MO
(FLPHINLKALAALAKKIL-NH2). Como resultado, o derivado mastoparano-MO mostrou
atividade antimicrobiana melhorada, quando comparado com o mastoparano-L, frente a
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, susceptiveis e resistentes
(SILVA, 2015).

Em adicdo a estratégia de modificacdo incremental aplicada ao
mastoparano-MO, lrazazabal et al., (2016) utilizaram a estratégia de substituicdo de
aminoacidos para desenvolver o peptideo [I°, R®] MP. Deste modo, os residuos de
alanina alocados na posicdo 5 e 8 na sequéncia do peptideo mastoparano-L foram
substituidos por residuos de isoleucina e arginina, respectivamente (INLKILARLAKKIL-
NH2). A substituicdo do aminoacido arginina na posicdo 8 foi realizada visando o
aumento da carga liquida do peptideo (de +3 em mastoparano-L para +4 em [I°, R¥]
MP), procurando também néo alterar o angulo determinado pela face carregada na
estrutura helicoidal do peptideo. Somando a isto, a arginina foi escolhida por ser um
residuo classificado como o segundo aminoacido com maior propensdo de a-hélice, de
acordo com a escala de Pace-Scholtz (PACE E SCHOLTZ, 1998). Ademais, visto que a

arginina e isoleucina possuem valores opostos de hidrofobicidade na escala Kyte-
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Doolittle (KYTE E DOOLITTLE. 1982), uma isoleucina foi adicionada na posicéo 8 para
contrabalancar a hidrofobicidade do peptideo [I°, R® MP. Nesta investigacdo, o
derivado [I°, R® MP mostrou potente atividade antimicrobiana frente a cepas de E. coli,
K. pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Steptococcus pyogenes e S.
aureus; além de fungos como Candida albicans e Candida parapsilosis. Ademais, 0
peptideo [I°, R®] MP ndo mostrou atividade citotoxica perante a células embrionarias de

rim e eritrécitos humanos.

Somados as técnicas de desenho racional por métodos incrementais ou de
substituicdo pontual descritas acima, o derivado mastoparano-R1 (OSHIRO, 2018) foi
desenhado por métodos computacionais. Para isso, foi utilizado o algoritmo Joker
(PORTO et al., 2018) para inserir o padrao "K - [ILV] - [AL] - X - [RKD] - [ILV] - X - X - K
- I" na sequéncia do mastoparano-L. Assim, foram realizadas cinco substituicdes nas
posicdes 1, 2, 5, 9 e 10 na sequéncia do peptideo mastoparano-L para a obtencdo do
derivado mastoparano-R1 (KILKRLAAKIKKIL-NH2). Neste estudo, o derivado
mastoparano-R1 ndo mostrou atividade hemolitica frente a eritr6citos humanos nem
citotoxicidade contra adipdcitos de camundongo e células endoteliais de humanos. O
mastoparano-R1 foi ainda ativo contra varios isolados clinicos bacterianos susceptiveis
e resistentes a antibioticos, além de demonstrar um grande potencial de erradicar

biofilmes bacterianos pré-formados.

O desenho de peptideos sintéticos se torna cada vez mais atraente na
medida que se dispde de maior informacédo sobre a estrutura e funcdo dos peptideos
naturais (SUN et al., 2018). Como mostrado, as modificacbes realizadas na sequéncia
do peptideo mastoparano-L tém permitido a otimizacdo de certas carateristicas
guimicas e biol6gicas deste peptideo, o que por sua vez tornaria possivel a
aplicabilidade dos PAMs no tratamento de doengas humanas e animais.
Interessantemente, mesmo considerando a aplicabilidade de membros da classe dos
mastoparanos, nao ha relatos da avaliacdo do seu potencial terapéutico no ambito das
infeccbes em animais. Dessa forma, este trabalho prop6e a investigagdo comparada do

potencial antibacteriano dos peptideos mastoparano-L, mastoparano-MO, [I°, R MP e
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mastoparano-R1 frente a cepas de S. aureus isoladas de bovinos com quadro de

mastite bovina.
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2.  JUSTIFICATIVA

A rapida evolugdo da resisténcia aos antibidticos desenvolvida pelas
bactérias representa um grande desafio, haja vista que esses medicamentos
constituem a principal ferramenta para o tratamento e controle da mastite nos sistemas
de producéo de lacticinios. Neste cenario, a problematica da resisténcia bacteriana se
vé agravada pelo manejo inadequado de farmacos na producdo pecuaria o que, por sua
vez, acaba por impactar também na salde humana. Diante isso, tem sido imperativo o
desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de doencas animais, como a
mastite bovina causada por S. aureus. Neste sentido, PAMs surgem como uma
alternativa antibacteriana promissora aos antibiéticos convencionais. Os PAMs
constituem moléculas de <50 residuos de aminoécidos, sintetizadas por diversos
organismos vivos como parte de sua primeira linha de defesa. Estas moléculas tém sido
utilizadas como molde para a construcdo de peptideos sintéticos com o intuito de
potencializar suas funcdes biologicas, além de reduzir seu tamanho e custo de
producdo. Os mastoparanos (peptideos catidnicos isolados da peconha de vespas)
constituem uma classe de PAMs com amplo espectro de atividades biologicas e
diversos mecanismos de acdo destacando, assim, seu potencial biotecnolégico e
terapéutico. No entanto, a falta de especificidade celular destes peptideos inviabiliza
certas aplicacdbes em modelos animais. Assim, através do desenho racional tem-se
realizado modificacbes nos residuos de aminoacidos dessas moléculas, visando
diminuir ou eliminar os efeitos adversos e preservando ou melhorando sua atividade
antibacteriana. Portanto, o proposito deste projeto consiste na comparacao estrutural e
funcional de mastoparano-L e trés de seus derivados contra cepas de S. aureus
isoladas de mastite bovina, investigando também suas propriedades hemoliticas frente

a eritrécitos de bovinos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Comparar estruturalmente o peptideo mastorapano-L e trés de seus derivados,
bem como avaliar sua eficiéncia contra cepas de S. aureus isoladas de bovinos

com quadro de mastite

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar e comparar as propriedades fisico-quimicas dos peptideos de estudo;
Comparar estruturalmente os peptideos de estudo por meio de modelagem
molecular;

Determinar os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracéo
bactericida minima (CBM) de mastoparano-L e seus derivados frente a cepas de
S. aureus isoladas de bovinos com quadro de mastite;

Determinar a cinética do tempo de morte dos melhores peptideos candidatos
frente as cepas de S. aureus;

Avaliar a atividade hemolitica dos peptideos sobre heméacias bovinas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. AVALIACAO E COMPARACAO DAS PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS
PEPTIDEOS

As propriedades fisico-quimicas teoricas dos derivados mastoparano-R1,
mastoparano-MO e [I°, R® MP, assim como de seu peptideo parental, foram
determinadas utilizando o servidor HeliQuest (http://heliquest.impc.cnrs.fr) (GAUTIER et
al., 2008), a partir das sequéncias de aminoacidos dos peptideos. Assim, foram
determinadas as cargas das moléculas (z), a hidrofobicidade (<H>) e o momento
hidrofébico (<uH>) (este ultimo usando a escala de EISENBERG et al. (1982)). Os
diagramas de hélice para o peptideo parental e seus derivados foram também obtidos

através deste servidor.

4.2. COMPARACAO ESTRUTURAL DOS PEPTIDEOS

Inicialmente, as coordenadas atébmicas do peptideo mastoparano-L (codigo
de acesso no Protein Data Bank (PDB): 1D7N (HORI et al., 2001)) foram usadas como
template para a modelagem molecular comparativa dos peptideos mastoparano-R1,
mastoparano-MO e [I°, R8 MP. O software MODELLER v. 9.18 (FISER E SALI 2003) foi
utiizado para realizar o alinhamento individual entre mastoparano-R1/1D7N,
mastoparano-MO/1D7N e [I°, R® MP/1D7N, como também, para a construcdo dos
modelos tridimensionais através do método de modelagem pela satisfacéo de restricbes
espaciais. Um total de 100 modelos tridimensionais tedricos foram gerados para cada
peptideo. Os melhores modelos tedricos para todos os derivados foram escolhidos com
base em suas energias livre (DOPE score). A validacdo dos parametros
estereoquimicos foi realizada utilizando o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al.,
1993) a partir da avaliagdo dos comprimentos de ligacdo, os angulos planos, a
planaridade dos anéis de cadeias laterais, a quiralidade, as conformacdes das cadeias
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laterais, a planaridade das ligacdes peptidicas, os angulos das tor¢cdes da cadeia
principal e das cadeias laterais, o impedimento estérico entre pares de atomos nao
ligados e a qualidade do mapa de Ramachandran. Ademais, foi utilizada a ferramenta
ProSA-web (WIEDERSTEIN E SIPPL, 2007) para analisar a qualidade do dobramento
dos modelos tedricos gerados de acordo com outras estruturas de mesmo tamanho,
resolvidas por ressonancia magnética nuclear e depositadas no PDB. Finalmente, as
estruturas validadas foram visualizadas e analisadas no programa PyMOL v1.8
(Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC).

4.3. CEPAS BACTERIANAS

Para todos os ensaios biolégicos realizados no presente estudo foram
utilizadas trés cepas de S. aureus (isolados 02/18, 353/17 e Aurora) obtidos de vacas
Girolando com quadro de mastite, pertencentes a fazendas localizadas nos municipios
de Rochedo (19°57°11.5”S 54°253’'17.1”W), Campo Grande (20°28'09.2” S
54°37°08.7”W) e Jaraguari (20°08°22.3”S 54°24’01.0” W) do estado de Mato Grosso do
Sul. As estirpes bacterianas foram cedidas pela Profa. Dra. Cassia Rejane Brito Leal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil.

4.4. DETERMINACAO DOS VALORES DE CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA
(CIM) E CONCENTRAGCAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

Para os ensaios de concentracdo inibitéria minima as bactérias foram
semeadas em placas de agar Muller-Hinton (MHA) e incubadas a 37 °C durante 18-24
h. Posteriormente, trés colbnias isoladas de cada bactéria foram inoculadas em tubos
com 5 mL de caldo Muller-Hinton (MHB; trés réplicas biolégicas) e incubadas a 37 °C
sob agitacdo a 200 rpm, overnight. Apos este periodo, diluicdes 1:100 das culturas

overnight foram realizadas em MHB e crescidas até a metade da fase logaritmica, em
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triplicata. Em seguida, foram realizados os testes de concentracdo inibitéria minima
(CIM) utilizando o método de microdiluicio em placa de 96 pocos, de acordo com
Wiegand et al., (2008). As bactérias foram expostas a concentragdes entre 1 e 32 yM
dos peptideos avaliados, sendo que a concentragdo bacteriana final em cada poco foi
de 5x10° unidades formadoras de col6nias (UFC).mL™. Diluicdes seriadas (1-32 uM) do
antibidtico cloranfenicol e culturas bacterianas em MHB foram utilizadas como controles
positivo e negativo, respectivamente. Todos os testes foram realizados com trés
réplicas biologicas e trés réplicas técnicas. As placas foram incubadas a 37 °C durante
18 h e as leituras da densidade otica (D.O.) foram realizadas a 600nm. A CIM foi
determinada como a menor concentracdo dos peptideos ou antibidtico que inibiu 100%
do crescimento bacteriano. Para a determinagdo da concentragcdo bactericida minima
(CBM), foram transferidos 10 pL das culturas bacterianas de cada pogo correspondente
ao valor da CIM (e dos pocos precedentes) a placas de MHA, que logo foram incubadas
a 37 °C durante 18-24 h. A concentracdo mais baixa do peptideo que ndo permitiu o

crescimento das sub-culturas bacterianas foi determinada como o valor de CBM.

4.5. ENSAIOS DE CINETICA DO TEMPO DE MORTE

A cinética do tempo de morte (time-kill) foi realizada utilizando o melhor
peptideo candidato do presente estudo, o peptideo [I°, R® MP, frente a cepa S. aureus
Aurora, seguindo a metodologia descrita por Irazazabal et al. (2016). As bactérias foram
semeadas em MHA e incubadas a 37 °C durante 18-24 h. Em seguida, trés colonias
isoladas foram transferidas a tubos com 5 mL de MHB e incubadas a 37 °C sob
agitacdo a 200 rpm, overnight. Posteriormente, as culturas overnight foram diluidas
(1:100) em MHB e crescidas até a metade da fase logaritmica, em triplicata. A
densidade bacteriana foi ajustada para 5x10%® UFC.mL1. Apds, as culturas bacterianas
foram expostas a CBM (8 uM) determinada para o peptideo [I°, R& MP (contendo cada
poco um volume final de 150 pL) frente a cepa S. aureus Aurora. Aliquotas de 100 L
foram removidas a cada 10 min durante 90 min, sendo entdo diluidas (1:100, trés

diluicdes subsequentes) em solucao salina (0,9%) e semeadas (50 puL) em placas de
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MHA. A contagem das coldnias foi realizada manualmente apds 18-24 h de incubacao
das placas de agar a 37 °C. O crescimento bacteriano nas mesmas condicdes acima
descritas, mas sem a presenca do peptideo, foi avaliado para ser utilizado como
controle de viabilidade celular.

4.6. ENSAIOS HEMOLITICOS

Para os ensaios hemoliticos foi utilizado sangue de bovinos sadios, coletado
em tubos Kasvi® com EDTA K3. Logo apds, as amostras foram transferidas a tubos de
polipropileno de 15 mL e centrifugadas a 1600 rpm por 2 minutos a 10 °C. O
sobrenadante foi descartado e 150 pL das hemacias contidas no precipitado foram
transferidas para outro tubo de polipropileno e o volume completado para 15 mL com
solucéo salina (0,9%). As amostras foram centrifugadas como descrito anteriormente.
Este passo foi repetido trés vezes. A atividade hemolitica foi determinada mediante
exposicdo das suspensdes de hemacias bovinas em NaCl (0,9%), a distintas
concentracfes dos peptideos (1,5-100uM) em microtubos de 1,5 mL. Os controles
positivo e negativo foram preparados pela adicdo de Triton X-100 (2%) e NaCl as
suspencdes de eritrocitos, respectivamente. Todas as preparacdes foram realizadas em
triplicata e incubadas temperatura ambiente por uma hora. Posteriormente, o0s
microtubos foram centrifugados a 3000 rpm por 2 minutos a 10 °C, sendo transferidos
100 pyL do sobrenadante a placas de 96 pogos a fim de controlar a liberacdo de
hemoglobina através da mensuragcdo da D.O. a 415 nm (CARDOSO et al., 2018). A
porcentagem de hemolise foi calculada de acordo com a equacéao (1):

Tratamento—controle negativo

% Hemolise = 100 (1)

controle positivo—controle negativo



42

5.  RESULTADOS

5.1. AVALIACAO E COMPARACAO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS
DOS PEPTIDEOS

Os peptideos derivados de mastoparano-L utilizados no presente estudo
foram obtidos mediante técnicas de desenho racional. O derivado mastoparano-MO foi
obtido pela adicdo de uma end-tag de cinco residuos de aminoacidos apolares (FLPII) &
sequéncia do peptideo parental, visando a diminuicdo da atividade citotoxica deste
altimo, sem alterar sua atividade antimicrobiana ou com o objetivo do aprimoramento
desta caracteristica (SILVA, 2015). Por outro lado, mediante a insercdo do padrao "K -
[ILV] - [AL] - X - [RKD] - [ILV] - X - X - K - I" na sequéncia do mastoparano-L, através de
uma estratégia de desenho computacional automatizado denominada algoritmo Joker
(PORTO et al., 2018), foi obtido o peptideo mastoparano-R1, através da substituicdo
dos residuos 1, 2, 5, 9 e 10 (K%,12,R5K?,119). Por fim, o derivado [I°, R® MP foi gerado
pela substituicdo de residuos de alanina alocados nas posi¢cbes 5 e 8 da sequéncia
peptidica do mastoparano-L, por residuos de isoleucina e arginina, respectivamente
(IRAZAZABAL et al., 2016).

As modificacbes realizadas a sequéncia de aminoacidos do peptideo
mastoparano-L (peptideo parental) levaram a alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas dos peptideos derivados (mastoparano-R1, mastoparano-MO e [I°, R& MP).
Assim, a adicdo de cinco residuos apolares (FLPIl) a sequéncia peptidica do
mastoparano-L resultou em um aumento na porcentagem de hidrofobicidade (de 57,6%
para 83,6%) e na diminuicdo do momento hidrofébico (0,398 para 0,325) no derivado
mastoparano-MO, o qual manteve a carga liquida de +3 do peptideo parental
(mastoparano-L). Por outro lado, o peptideo mastoparano-R1, apresentou aumento da
carga liquida para +6 e momento hidrofdbico igual a 0,775, assim como uma diminui¢céo
da hidrofobicidade (36,9%). Da mesma forma, as modificacdes realizadas para a
obtencdo do derivado [I°, R® MP geraram leve aumento nos valores de todos os
parametros fisico-quimicos avaliados (Tabela 1). Por fim, foram elaborados os

diagramas de hélice para todos os peptideos de estudo (Figura 4), nos quais pode-se
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observar as substituicdes acima descritas, a composicao e distribuicdo dos residuos ao

longo de uma estrutura helicoidal, bem como a anfipaticidade dessas moléculas.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas para mastoparano-L e seus derivados, incluindo suas
cargas liquidas (z), a porcentagem de hidrofobicidade (<H>) e 0 momento hidrofébico (<pH>).
Os residuos de aminoacidos modificados nas sequencias analogas ao peptideo parental,
mastoparano-L, estdo destacados em vermelho.

Sequéncia 2) <H> (%) <pH>

mastoparano-L = -——--—- INLKALAALAKKIL-NH: +3 57,6 0,398
mastoparano-R1 ~ ----- KILKRLAAKIKKIL-NH; +6 36,9 0,775
mastoparano-MO FLPIIINLKALAALAKKIL-NH; +3 83,6 0,325
[°REIMP - INLKILARLAKKIL-NH; +4 58,9 0,471

(2): carga liquida; <H>: hidrofobicidade; <pH>: momento hidrofébico.

Os derivados foram obtidos pela substituicdo ou adi¢cédo de residuos na sequéncia do peptideo
parental, mastoparano-L. Assim, o peptideo mastoparano-R1 foi gerado pelo algoritmo Joker,
através da substituicdo de residuos nas posicbes 1, 2, 5, 9 e 10. O derivado mastoparano-MO
foi obtido pela adicdo de uma end-tag a porcdo C-terminal do peptideo parental. Por fim, o
peptideo [I°, R¥ MP foi gerado a partir de substituicGes nas posicGes 5 e 8.
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Figura 4. Representacdo em diagrama de hélice das sequéncias de aminoacidos de (a) mastoparano-L,
(b) mastoparano-R1, (c) mastoparano-MO e (d) [I°, R® MP. Os residuos carregados positivamente estao
representados em azul, polares ndo carregados em rosa e ndo polares em amarelo, cinza e verde. O
vetor de momento hidrofébico esta representado por setas a partir do centro dos diagramas, enquanto
que o valor estimado do momento hidrofébico resultante é proporcional ao tamanho das setas.

5.2. COMPARACAO ESTRUTURAL DOS PEPTIDEOS

A caracterizacdo das estruturas tridimensionais dos peptideos de estudo foi
realizada por meio do uso de ferramentas computacionais. Para isso, foram geradas as
estruturas tridimensionais teoricas dos peptideos derivados (mastoparano-R1,
mastoparano-MO e [I°, R® MP) através da modelagem comparativa destes usando

como modelo a estrutura de ressonancia magnética nuclear (RMN) disponivel para
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peptideo parental, mastoparano-L (PDB: 1D7N). Assim, 100 modelos tedricos para
cada peptideo derivado foram gerados, sendo aqueles de menor energia livre (Figura 5)
selecionados para a validacdo das estruturas geradas. Deste modo, a qualidade do
dobramento dos modelos foi validada através da avaliacdo de suas coordenadas
atdbmicas pelo programa ProSA-web (WIEDERSTEIN E SIPPL, 2007). Como resultado,
os valores da pontuacdo da qualidade (z-score) calculados para os modelos tedricos
dos peptideos analogos (Tabela 2) encontram-se dentro da faixa de pontuacbes
correspondentes aos z-score de peptideos depositados no PDB que possuem numero
similar de residuos de aminoacidos e cujas estruturas tridimensionais foram resolvidas
por RMN.

Tabela 2. Validacdo da qualidade do dobramento, estereoquimica das estruturas
tridimensionais teéricas e percentual de hélice dos modelos de menor energia livre para os
peptideos mastoparano-R1, mastoparano-MO e [I5, R®] MP.

ProSA G-Factor Ramachandran (%) % de Hélice
mastoparano-L - - - 64,3
mastoparano-R1 -2,25 0,21 100 78,6
mastoparano-MO -1,31 0,13 93,8 57,9
[I15, R8] MP -2,18 0,17 100 78,6

As pontuac8es de z-score (qualidade do dobramento estrutural) em todos modelos teoricos
estdo de acordo com a de outros peptideos, de mesmo tamanho cujas estruturas
tridimensionais foram resolvidas por RMN e depositadas no Protein Data Bank. Valores de G-
factor superiores a -0,5 indicam estruturas de com estereoquimica adequada e confiaveis. A
porcentagem de residuos alocados nas regifes mais favoraveis no mapa de Ramachandran
estdo demonstradas. O peptideo mastoparano-L ndo foi incluido nas validacdes do
dobramento e estereoquimica uma vez este peptideo ja tem sua estrutura tridimensional
resolvida, a qual foi utilizada como modelo para a modelagem dos derivados.

Além disso, os parametros estereoquimicos dos modelos tedricos foram
avaliados pelo servidor PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993), mostrando que a
meédia dos angulos diedros somados as forcas covalentes da cadeia principal para
todos os peptideos derivados de estudo (Tabela 2) estdo dentro dos valores esperados
(acima de -0,5) para modelos confidveis. Ademais, os mapas de Ramachandran
mostraram que >90% dos residuos de aminoacidos situam-se dentro das regides mais

favoraveis do mapa. Os modelos tedricos de menor energia livre gerados estao
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representados na Figura 5, assim como as andlises do potencial eletrostatico de
superficie destes, evidenciando seu carater anfipatico. Os modelos tedricos de menor
energia livre exibem estruturacdo em a-hélice de forma similar a estrutura do peptideo
parental, mastoparano-L. Ndo obstante, as substituicbes de residuos realizadas na
sequéncia do mastoparano-L levaram ao aumento da porcentagem de o-hélice nos
derivados mastoparano-R1 e [I°, R® MP (de 64,3% em mastoparano-L para 78,6% em
mastoparano-R1 e [I°, R® MP), como mostrado na Tabela 1. As substituices de
aminoacidos em mastoparano-R1 e [I°, R® MP levaram a segregacdo dos residuos
carregados e apolares na estrutura helicoidal, aumentando a anfipaticidade destas,
como ilustrado nos diagrama de hélice (Figura 4b, d) e nos calculos de potencial
eletrostatico (Figura 5b, d) para ambos os peptideos. Em contrapartida, os residuos
adicionados (end-tag) a sequéncia de mastoparano-L influenciaram diretamente na
quebra da continuidade do segmento helicoidal na porcdo N-terminal do derivado

mastoparano-MO (Figura 5c).
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Figura 5. Modelos tridimensionais te6ricos de menor energia livre e potenciais eletrostaticos de superficie
para (a) mastoparano-L, (b) mastoparano-R1, (c) mastoparano-MO e (d) [I°, R® MP. O potencial
eletrostatico foi calculado pelo Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS), com escala do potencial
variando de -5kT/e (vermelho) a +5kT/e (azul).

5.3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E AVALIACAO DA
CINETICA DO TEMPO MORTE (TIME-KILL)

Logo da avaliagdo das propriedades fisico-quimicas e comparacgao estrutural
dos peptideos de estudo, estes foram sintetizados pela empresa Peptide 2.0
Incorporated (USA), usando o método de fase solida mediante a estratégia Fmoc (9-
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fluorenilmetoxicarbonila), sendo logo suas massas confirmadas por espectrometria de
massas de tipo MALDI-ToF (Anexo A), tornando-os aptos para experimentos
posteriores. Assim, as CIMs e CBMs do peptideo mastoparano-L e seus derivados
foram determinadas contra trés cepas de S. aureus isoladas de bovinos acometidos
com mastite. Os resultados dos testes de susceptibilidade bacteriana (Tabela 3)
mostraram que o peptideo mastoparano-L néo foi ativo contra as cepas 02/18 e 353/17
a 32 uM. No entanto, o crescimento da estirpe Aurora foi inibido com uma concentragao
de 32 uyM deste mesmo peptideo. As CBMs do mastoparano-L ndo foram determinadas
frente as cepas 02/18 e 353/17 (CMB >32 uM). Entretanto, apresentou CBM igual a 32
MM contra a cepa Aurora. Por sua parte, o peptideo mastoparano-R1 nao foi capaz de
inibir o crescimento ou inviabilizar as cepas de S. aureus avaliadas na maior
concentragao testada (32 uM). Por outro lado, o peptideo mastoparano-MO mostrou
uma atividade melhorada ao inibir o crescimento de todas as cepas a 16 pyM, além de
apresentar acdo bactericida nesta mesma concentracdo para as estirpes 02/18 e
Aurora. Ademais, a CBM de mastoparano-MO contra a cepa 353/17 foi de 32 uM. Por
fim, foi observado que o peptideo [I°, R MP exibiu o maior potencial antibacteriano
com CIMs de 4, 8 e 16 uyM para as estirpes Aurora, 353/17 e 02/18, respectivamente.
Ademais, [I°, R® MP possui uma acéo bactericida com CBM entre 8 e 16 uyM frente as

cepas testadas.

Com respeito a avaliacdo da cinética do tempo de morte, o curso do tempo
da atividade bactericida (time-kill) do peptideo [I°, R®] MP frente a S. aureus Aurora esta
representado na Figura 6. A curva do tempo de morte mostra que o peptideo [I°, R
MP, a uma concentracao de 8 uM, reduz a totalmente carga bacteriana inicial (4 log1o)
apos 70 minutos de incubacgéo.
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Tabela 3. Atividades bacteriostaticas e bactericidas dos peptideos mastoparano-L, mastoparano-
R1, mastoparano-MO e [I° R® MP contras cepas de S. aureus isoladas de mastite bovina.

masl'fo(lrial\l/rl)ano ma;tfr(ﬁ(ﬂe;no ma’\s/ltgpzzrl\i)no [15, RE] MP (M)
Bactérias CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S. aureus 02/18 >32 >32 >32 >32 16 16 16 16
S. aureus 353/17 >32 >32 >32 >32 16 32 8 16
S. aureus Aurora 32 32 >32 >32 16 16 4 8

CIM: Concentragdo inibitéria minima. CBM: Concentracdo bactericida minima

- S. aureus Aurora

O [° R} MP
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Figura 6. Cinética do tempo de morte (time-kill) do peptideo [I°>, R®] MP frente a S aureus Aurora a uma
concentracdo de 8 uM (circulos brancos). O crescimento da cepa bacteriana na auséncia do peptideo foi
utilizado como controle (quadrados pretos). O peptideo foi adicionado no tempo 0, sendo monitorado a
cada 10 min até os 90 min de incubacéo.

5.4. ENSAIOS HEMOLITICOS

A atividade hemolitica dos peptideos foi avaliada frente a eritrocitos bovinos.
Como mostrado na Figura 7, o peptideo parental (mastoparano-L) e o derivado

mastoparano-MO mostram as maiores porcentagens de hemdlise (62% e 50%,
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respectivamente) quando testados a 100 uM. Em contrapartida, os derivados [I°, R® MP
e mastoparano-R1 mostraram menos de 20% de atividade hemolitica nesta mesma
concentracdo (100 pM). Ademais, quando avaliado em relagdo ao seu potencial
hemolitico nos mesmos valores de CIM (4-16 uM), o peptideo [I°, R® MP (melhor
candidato antibacteriano deste estudo) demonstrou um percentual de hemdlise de
~16,25%. Dessa forma o derivado [I°, R®] MP além apresentar maior atividade
bacteriana, possui uma atividade hemolitica reduzida quando comparado com o

peptideo parental (mastoparano-L) e o derivado mastoparano-MO.
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Figura 7. Atividade hemolitica do peptideo mastoparano-L e seus derivados frente a hemacias bovinas.
Na figura estdo apresentadas as porcentagens de hemdlise dos peptideos testados a 100 yM. Triton X-
100 (2%) foi utilizado como controle positivo de hemdlise.
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6. DISCUSSAO

S. aureus tem sido largamente relatado como um dos principais agentes
patogénicos responsaveis pela mastite em gado leiteiro (NASCIMENTO et al., 2005).
Este microrganismo pode causar IIM cronicas persistentes e reincidentes, as quais tem
um enorme impacto econémico nos sistemas de producéo de lacticinios, bem como no
bem-estar animal e na sautde humana (AGHAMOHAMMADI et al., 2018; ASLI et al.,
2017; BENEDICTUS et al., 2019). Os antibidticos convencionais continuam a ser a
principal estratégia de controle e tratamento da MB (BOUCHARD et al., 2015). No
entanto, a resposta refrataria ao tratamento com antibiéticos em muitos casos de MB
(OCHOA-ZARZOSA et al., 2008; SONG et al., 2016) e a rapida evolucao da resisténcia
bacteriana a estes medicamentos, bem como a possivel presenca de residuos de
antibioticos no leite, torna questionavel seu uso no tratamento e controle desta doenca
(BAEZ-MAGANA et al., 2018). Em vista disso, ha uma urgente necessidade de
abordagens alternativas para o tratamento de doencas animais como a MB. Neste
contexto, os PAMs séo candidatos terapéuticos promissores para o tratamento desta
doenca animal, uma vez que um amplo espectro de atividades tem sido relatado para
estas moléculas. No entanto, a toxicidade frente a células de mamiferos de alguns
PAMs tem impedido suas aplicacBes terapéuticas. Portanto, diversas estratégias de
desenho racional tém sido voltadas ao desenho de PAMs com seletividade celular e

atividades antimicrobianas otimizadas.

No desenho racional de PAMs, os determinantes fisico-quimicos (carga,
hidrofobicidade, momento hidrofobico) da atividade destas moléculas devem ser
levados em consideragdo em conjunto, uma vez que ha uma relacdo interdependente
entres estes (SHAGAGHI et al.,, 2018). No presente estudo, foram avaliadas e
comparadas as propriedades fisico-quimicas de trés derivados do peptideo isolado da
peconha de vespa, mastoparano-L. Como mostrado anteriormente, as modificacbes
realizadas a sequéncia do peptideo mastoparano-L alteraram os parametros fisico-

quimicos dos derivados, tais como carga, hidrofobicidade e momento hidrofébico.
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Consequentemente, houve a alteracdo das atividades antibacterianas e hemoliticas
destes peptideos. Assim, a adicdo de cinco residuos de aminoacidos apolares a
sequéncia do peptideo parental, levou ao aumento da hidrofobicidade do peptideo
mastoparano-MO, como também a reducdo do momento hidrofobico. Isto permitiu
melhorar a atividade do derivado frente as cepas de S. aureus testadas. Contudo, foi

observada somente uma leve diminuicdo da atividade hemolitica.

Em geral, é aceito que existe uma correlagdo entre alta hidrofobicidade e
aumento da atividade hemolitica de PAMs (BLONDELLE AND HOUGHTEN, 1992;
CHEN ET AL., 2005, 2007). Neste contexto, Chen et al. (2007), por meio da geracéo de
derivados a partir de um PAM de 26 residuos com estrutura a-helicoidal anfipatica,
analisaram o efeito da hidrofobicidade na atividade antibacteriana e hemolitica dos
peptideos. Estes autores demonstraram que existe um limiar de hidrofobicidade no qual
€ possivel obter uma atividade antimicrobiana 6tima. Porém, o aumento ou diminui¢do
da hidrofobicidade além desse limiar, inibe a atividade antimicrobiana; enquanto que o
aumento drastico da hidrofobicidade estara correlacionado com maiores porcentagens
de hemdlise (CHEN et al., 2007). Assim, a alta porcentagem de hemdlise apresentada
pelo derivado mastoparano-MO frente a eritrécitos bovinos no presente estudo, poderia
ser o resultado da sua alta hidrofobicidade quando comparado ao peptideo parenteral e
aos derivados mastoparano-R1 e [I°, R® MP (Tabela 1). Segundo Chen et al. (2007), o
aumento da hidrofobicidade pode promover a auto-associacao dos peptideos (formacao
de dimeros) em meio aquoso. Deste modo, quando em dimeros, os PAMs nao
conseguiriam atravessar a parede celular bacteriana e atingir a membrana
citoplasmatica para causar a morte celular (CHEN et al., 2007). Em contraste, a alta
hidrofobicidade das membranas dos eritrocitos suscitariam a dissociacdo dos dimeros
possibilitando, assim, a entrada dos PAMs na bicamada lipidica dos eritrécitos. Como
consequéncia € esperado uma acao hemolitica. Assim, a formacdo ou dissociacdo de
dimeros (como mencionado acima) poderia explicar o leve aumento do potencial
antibacteriano e alta hemolise do mastoparano-MO. Em concordancia com o estudo de
Chen et al. (2007) (acima citado), Kiyota et al. (1996), através do estudo conformacional

de cinco peptideos a-helicoidais com diferente proporcdo de residuos hidrofobicos e
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hidrofilicos, demonstraram que o aumento da hidrofobicidade na face ndo polar dos
PAMs aumenta a afinidade destas moléculas por lipideos e por eles mesmos, levando a
auto-associacao. Adicionalmente, foram testadas as atividades hemoliticas destes
peptideos. Deste modo, foi demonstrado que o peptideo que exibia uma maior
hidrofobicidade apresentou maior atividade hemolitica frente a eritrocitos humanos
(KIYOTA et al., 1996).

De fato, a influéncia da hidrofobicidade nas atividades hemoliticas de alguns
peptideos da familia dos mastoparanos foi estudada por Lin et al. (2011). Estes autores
mostraram que 0s peptideos com maior hidrofobicidade exibiam maior atividade
hemolitica, como € o caso do peptideo mastoparano-MO no presente estudo. Lin et al.
(2011) ressaltaram que pequenas substituicdes realizadas a sequéncia de um peptideo
podem alterar o arranjo estrutural deste e, com isso, suas atividades antimicrobianas e
hemoliticas. Por exemplo, o peptideo mastoparano AF, o qual possui um residuo de
fenilalanina na por¢éo hidrofébica (do mesmo modo que o peptideos mastoparano-MO
no presente estudo), quando comparado com o peptideo mastorapano-D (que possui
um residuo de fenilalanina na porgao hidrofilica), exibiu maior atividade hemolitica. Com
base nisso, os autores sugeriram que a posicdo do residuo e da cadeia lateral
aromatica deste poderiam afetar a atividade hemolitica do peptideo, uma vez que 0s
anéis aromaticos nos peptideos sao fundamentais para a interacdo hidréfoba com as
membranas. Lin et al. (2011) concluiram que tanto a hidrofobicidade como a posi¢ao
dos residuos na sequéncia peptidica poderiam desempenhar um importante papel na
modulacdo da atividade hemolitica dos peptideos da familia dos mastoparanos (LIN et
al., 2011).

Por outro lado, em um estudo realizado por Schmidtchen et al. (2009) a
adicdo de end-tags de residuos hidrofébicos (end-tags de 2 a 5 residuos), levou ao
aumento da atividade antibacteriana de dois derivados do peptideo cininogénio. Foi
ainda demonstrado que o potencial antibacteriano melhorava proporcionalmente ao
tamanho da end-tag. No entanto, do mesmo modo, a permeabilizacdo dos eritrécitos

aumentou com o comprimento das end-tags (SCHMIDTCHEN et al., 2009). Em adicéo,
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estudos tem demostrado que o aumento da hidrofobicidade dos PAMs se relaciona com
diminuicdo da seletividade de células com carga negativa superficial (como as das
bactérias) (DATHE et al., 1997).

Como mencionado previamente, o peptideo mastoparano-R1 foi obtido
através da substituicdo de residuos na sequéncia do peptideo parental (mastoparano-L)
através do algoritmo Joker. Como resultado, foi observado o aumento da carga e
momento hidrofobico deste derivado, assim como a diminui¢cdo da sua hidrofobicidade.
Tais modificacBes levaram a supressdo da atividade antibacteriana deste derivado,
como também a diminuicdo da atividade hemolitica. Neste contexto, os resultados da
pesquisa realizada por Chen et al. (2007) (descritos acima) demostraram que uma
baixa hidrofobicidade esteve relacionada com a diminuicdo ou supressao da atividade
antimicrobiana (CHEN et al., 2007; DATHE et al., 1997). Do mesmo modo, Dathe et al.
(1997), mostram que a diminuicdo da hidrofobicidade de um derivado do peptideo
KLA1, levou a diminuicdo da afinidade do derivado por cepas de S. aureus, bem como
de eritrocitos. Em relacdo a carga dos PAMs, Dathe et al. (2001), por meio da
modulacdo do numero de cargas positivas de derivados de magainina lla, demostraram
gue o aumento da carga dos PAMs (maior que +5; sendo +6 no caso do mastoparano-
R1) inibiu seu potencial antibacteriano. Isto foi associado com uma reducdo da
eficiéncia de permeabilizagdo dos PAMs, uma vez que a forte interagdo eletrostatica
entre as cargas positivas dos peptideos e as cargas negativas dos grupos hidrofilicos
dos fosfolipideos de membrana imobilizaria os PAMs impossibilitando, assim, a
insercao e alteracdo da membrana para suscitar a morte celular (DATHE et al., 2001).
Em adicdo, a diminuicdo da atividade hemolitica em mastoparano-R1 pode ser
explicada também por interacdes eletrostaticas. Segundo Dathe et al. (2001), é possivel
gque o0s peptideos interajam eletrostaticamente com moléculas de &cido sialico
presentes na face externa da membrana dos eritrdcitos, as quais poderiam distanciar os

PAMs da bicamada lipidica evitando, assim, a hemolise dos eritrocitos.

O arranjo estrutural o-helicoidal anfipatico, o qual segrega os residuos

basicos e hidrofébicos em faces opostas da molécula peptidica (polar e ndo polar,
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respectivamente) € geralmente aceito como requisito para a atividade dos PAMs
(GIANGASPERO et al., 2001; ZHANG et al., 2016). Assim como para a hidrofobicidade,
estudos tém demonstrado que a modulacdo da anfipaticidade est4 diretamente
relacionada com o potencial antimicrobiano dessas moléculas. No entanto, embora
anfipaticidade seja uma carateristica importante para a atividade dos PAMs, estudos
mostram que a anfipaticidade perfeita ndo necessariamente serd um requisito para a
atividade e especificidade melhoradas. (TAKAHASHI et al., 2010). De fato, um estudo
realizado por Wieprecht et al. (1997) com derivados de magainina 2, demonstraram que
analogos com alta anfipaticidade (alto momento hidrofébico), mas sem sofrer a
alteracdo de outras propriedades fisico-quimicas, mostraram aumento concomitante
das atividades antibacteriana e hemolitica, sendo isto explicado pelo aumento das
interacdes hidrofobicas e afinidade da membrana (WIEPRECHT et al,. 1997). Neste
sentido, no entanto, embora o0 derivado mastoparano-R1 apresente uma alta
anfipaticidade, o fato dele ndo exibir um aumento da atividade antibacteriana e
hemolitica pode ser explicado pela alta cationicidade deste peptideo (propriedade
modificada no presente estudo). Assim, como mencionado acima, este fator poderia
levar a uma forte atracdo eletrostatica com os lipideos de membrana evitando, dessa
forma, sua insercdo na membrana e conseguinte permeabilizacdo (DATHE et al., 2001).
Em adicdo, este peptideo (mastoparano-R1) possui uma baixa hidrofobicidade o que
também tem sido relacionado a diminuicdo da atividade antibacteriana e hemolitica
(CHEN et al., 2007). Por exemplo, GIANGASPERO et al.( 2001) mostraram que a baixa
hidrofobicidade de derivados peptidicos anula a atividade tanto frente a bactérias como
eritrocitos, mesmo que 0s outros parametros fisico-quimicos apresentassem valores

moderadamente altos.

Contrariamente, estudos tém mostrado que a quebra da anfipaticidade de
estruturas peptidicas a-helicoidais pode levar a reducao da atividade hemolitica e ao
aumento do potencial antibacteriano (ZHANG et al., 2016). Neste sentido, a interrupgéo
da anfipaticidade na molécula do peptideo [I°, R® MP (Figura 4d), pela insercdo de uma
isoleucina na face polar carregada positivamente deste derivado leva a um valor do

momento hidrofébico menor quando comparado, por exemplo, com o0 peptideo
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mastoparano-R1 (derivado com maior anfipaticidade). Assim, em concordancia com
Zhang et al. (2016) pode-se concluir que a quebra da anfipaticidade na sequéncia do
derivado [I°, R MP tem permitido tanto o aprimoramento do potencial antibacteriano
frente a cepas de S. aureus isoladas de vacas acometidas com mastite, bem como a
diminuicdo da atividade hemolitica frente a eritrocitos bovinos, quando comparado com
0 peptideo parental. Deste modo, observa-se que é necessario um equilibrio adequado
entre todas as propriedades fisico-quimicas e estruturais dos PAMs para atingir a
otimizagdo do potencial antimicrobiano e uma baixa toxicidade para as células
hospedeiras (TAKAHASHI et al., 2010).

Os resultados dos ensaios de CIM e CBM do presente estudo mostraram que
o peptideo [I°, R® MP exibe forte atividade antibacteriana (quando comparado com o
peptideo parental mastoparano-L) frente as trés cepas de S. aureus testadas (Tabela
3), com CIMs na faixa de 4-16 uM. De fato, as atividades antimicrobianas do derivado
[I°>, R® MP ja foram testadas em isolados clinicos humanos em um estudo recente.
Irazazabal et al. (2016) testaram o derivado [I°, R® MP frente a vérias cepas
bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas, como também frente a alguns fungos.
Os autores observaram que o peptideo foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus
ATCC 25923 a 25 uM (uma concentracdo de CIM ~6x maior quando comparada ao
peptideo [I1°, R® MP no presente estudo (4 uM)). Em adicdo, Irazazabal et al. (2016),
avaliaram o efeito antibacteriano do peptideo ao longo do tempo (time-kill). As curvas
do tempo de morte mostraram que o derivado [I°, R® MP exibe atividade bactericida a
50 UM (duas vezes a CIM = 25 uM) perante S. aureus ATCC 25923 apds 45 minutos de
incubacdo. Em comparacéo, a cinética do tempo de morte exibida pelo [I°, R®] MP no
presente estudo frente a cepa S. aureus Aurora mostrou que este derivado, a 8 UM, é
capaz de reduzir totalmente a carga bacteriana inicial apés 70 minutos de incubacao.
Esta diferenca nos tempos de acdo do peptideo [I°, R® MP sobre S. aureus proveniente
de humanos (IRAZAZABAL et al. 2016) e bovinos (presente estudo) pode ser explicada,
em parte, pela diferenca da concentracdo de peptideo utilizado em ambos os estudos.
Irazazabal et al. (2016) utilizaram uma concentragcdo 6,25 vezes maior que a

concentracéo usada no presente estudo (8 uM), o que pode refletir no menor tempo de
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cinética de morte (45 minutos) observado naquele estudo. Somado a isso, embora o
mesmo peptideo ([I°, R MP) tenha sido testado em ambos os estudos frente a cepas
de S. aureus, é importante ressaltar as mudancas no padréo de a¢éo do peptideo frente

a S. aureus isoladas de humanos e animais.

Deste modo, tem sido demonstrado que o derivado [I°, R® MP possui
atividade antibacteriana melhorada (quando comparado com o peptideo parental,
mastoparano-L) frente a cepas de S. aureus tanto em humanos (IRAZAZABAL et al.,
2016) quanto em bovinos (dados do presente estudo). Apresentando também, baixo
potencial hemolitico frente a eritrocitos de ambas as espécies (humanos e bovinos) e
rapida eficacia bactericida. Assim, estes resultados ressaltam o potencial terapéutico do
peptideo [I°, R® MP para o tratamento de doencas em humanos e animais.

7. CONCLUSOES

As modificacfes realizadas a sequéncia do peptideo parental mastoparano-L
levaram a alteracao das propriedades fisico-quimicas e arranjo estrutural dos derivados
mastoparano-R1, mastoparano-MO e [I°, R8 MP resultando, assim, em diferencas nas
atividades biolégicas destes derivados. A substituicdo de residuos de aminoacidos nas
posicdes 1, 2, 5, 9 e 10 (K%; 1% R® K9 119 realizada pelo algoritmo Joker para a
obtencéo do derivado mastoparano-R1 (derivado com hidrofobicidade reduzida, carga e
momento hidrofébico aumentados) permitiram diminuir a atividade hemolitica deste
derivado, enquanto aboliram a atividade antibacteriana do peptideo. Por outro lado, a
adicdo de uma end-tag de residuos apolares (FLPII) a regido N-terminal do derivado
mastoparano-MO (aumentando a hidrofobicidade, mantendo a carga e diminuindo o
momento hidrofobico) suscitaram o melhoramento das suas atividades antibacterianas,
mas nao do potencial hemolitico. Por fim, o leve aumento da hidrofobicidade (57,6%
para mastoparano-L e 58,9% para [I°, R®] MP), carga (+3 para mastoparano-L e +4 para
[1°, R® MP) e momento hidrofébico (0,398 para mastoparano-L e 0,471 para [I°, R® MP)
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suscitado pela troca de dos residuos de alanina (por residuos de isoleucina e arginina
nas posicoes 5 e 8 respectivamente) do peptideo [I°, R® MP permitiram melhorar tanto
a atividade antibacteriana quanto a hemolitica. Assim, os resultados deste estudo
mostram o potencial do derivado [I°, R®] MP na eliminacédo de bactérias associadas a
mastite bovina, bem como a importancia e aplicabilidade das estratégias de desenho
racional na geracdo de PAMs com atividades biologicas otimizadas. Por fim, o potencial
terapéutico do peptideo [I°, R®] MP aqui elucidado in vitro, demonstra o potencial desse
PAM para estudos posteriores de forma a confirmar seu potencial em modelos animais.
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ANEXO A — Analise por espectrometria de massas (MALDI-ToF) dos peptideos de
estudo apresentando ions m/z de 1479,9 Da para mastoparano-L, 2063,2 Da para
mastoparano-MO, 1636,1 Da para mastoparano-R1 e 1606, 3 Da para [I°, R MP.
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