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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos, combinada as dificuldades de
descoberta de novas classes de farmacos para terapéutica antimicrobiana, tem levado
a busca de novas alternativas para o tratamento de infecgdes bacterianas. Na ultima
década, houve um crescente interesse por segmentos proteicos com agao
antimicrobiana que podem estar presentes nos organismos vivos ou produtos de
secregoes. Peptideos antimicrobianos podem potencialmente auxiliar no tratamento
de um grande numero de infec¢des causadas por bactérias, fungos, parasitos e virus.
O presente trabalho teve como objetivo central a descoberta de peptideos com acgéo
antimicrobiana bactericida ou bacteriostatica. Para atingir o objetivo proposto, analise
in silico foi realizada a partir de proteinas de aranha marrom (Loxosceles intermedia).
Apos as analises, os peptideos selecionados foram sintetizados quimicamente e foi
avaliada a taxa de mortalidade celular, frente as linhagens Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922 e Mycobacterium tuberculosis. A toxicidade do
peptideo foi avaliada frente a linhagem celular HaCat. O peptideo demonstrou baixa
citotoxicidade em células HaCat e atividade antimicrobiana contra as bactérias
testadas, mostrando promissora atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Infec¢ao. Peptideo. Resisténcia. Veneno.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics, combined to the difficulties in discovering
new classes of antimicrobial drugs, led to the search for new alternatives to treat
bacterial infections. Interest in protein segments with antimicrobial action that may be
present in living organisms or secretion products has grown in the last decade.
Antimicrobial peptides can potentially aid in the treatment of a large number of
infections caused by bacteria, fungi, parasites and viruses. Thus, this study aimed to
discover peptides with antimicrobial bactericidal or bacteriostatic action. To achieve the
proposed objective, in silico analysis was conducted from brown spider proteins
(Loxosceles intermedia). After the analysis, the peptides were chemically synthesized
and the cell mortality rate was evaluated against the strains Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 51299, Pseudomomas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922 and Mycobacterium tuberculosis. The cytotoxicity
was evaluated against HaCat cell line. The peptide demonstrated low cytotoxicity in
HaCat cells and antimicrobial activity against the tested bacteria, showing promising
bactericidal and bacteriostatic action.

Keywords: Antimicrobial. Infection. Peptide. Resistance. Venom.
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1 INTRODUGAO GERAL

O mais antigo relato conhecido de “pestiléncia” foi encontrado no Egito,
datado de 3.180 a.C. Esse relato pode representar a primeira epidemia registrada,
apesar de que os termos pestiléncia e peste eram utilizados sem nenhuma definicao
(FADER; ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2021). As doengas infecciosas estédo
entre as mais fatais, sendo que em 2019 a pneumonia e outras infeccdes respiratorias
inferiores eram o grupo mais mortal de doengas transmissiveis e, juntas, foram
classificadas como a quarta principal causa de morte no mundo de acordo com dados
da Organizagao Mundial da Saude (OMS), 2021. Segundo Levinson (2016) o
tratamento das doencas infecciosas teve inicio com os primeiros medicamentos para
sifilis. O conceito da quimioterapia, termo utilizado para tratamento farmacoldgico com
objetivo de destruir células, é acreditado a Paul Ehrlich. Ele desenvolveu um dos
primeiros compostos para o tratamento de doenca infecciosa, que data de 1910. O
composto era o organo arsénico, conhecido como Salvarsian. A quimioterapia
antibiotica teve inicio com a descoberta e elucidagao da estrutura quimica da
penicilina. O “periodo de ouro” das descobertas de novos antibiéticos perdurou de
1940 a 1960. Neste periodo, foram introduzidos diversos medicamentos no uso clinico,
fato que levou ao uso indiscriminado destes compostos e contribuiu para o cenario de
resisténcia nos dias de hoje (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Atualmente, a maioria das empresas farmacéuticas que investem em
pesquisa e desenvolvimento tém poucos produtos antimicrobianos (AMP) no mercado,
especialmente voltados para a lista de patdgenos priorizada pela OMS (OLIVEIRA et
al., 2020). A resisténcia bacteriana aos farmacos disponiveis representa um desafio
que une excepcionalmente interesses e preocupagdes globais para a saude humana
e animal, e também os setores alimentar e agricola. O problema tem se exacerbado
pela aquisicdo de genes de resisténcia antimicrobiana (AMR). Os patdégenos
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (ESKAPE), representam o
maior paradigma para resisténcia, patogénese e transmissdo de doengas, tanto na
comunidade quanto em ambientes clinicos (OLIVEIRA et al., 2020). Este cenario
mostra a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos e novas terapias.

Entre os principais desafios no desenvolvimento de novos farmacos, esta o

alto custo de investimento, sobretudo em estudos clinicos e ensaios pds-aprovagao.
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O processo € ainda mais oneroso no que diz respeito a compostos com acdo multipla.
No centro do problema esta o fato de que a justificativa financeira para o
desenvolvimento e comercializagdo de novas terapias muitas vezes superam o valor
de investimento para a saude publica (DE OLIVEIRA et al., 2020). Na ultima década,
houve um crescente interesse por segmentos proteicos com agao antimicrobiana, que
podem estar presentes nos organismos vivos ou produtos de secregdes, incluindo
venenos de animais. Também, peptideos antimicrobianos podem potencialmente
auxiliar no tratamento de um grande numero de infecgbes causadas por bactérias,
fungos, parasitas e virus (RIBEIRO, 2016). Peptideos antimicrobianos derivados de
veneno de aranhas e escorpides foram identificados pela primeira vez na década de
1990. As aranhas do género Loxosceles, estdo amplamente distribuidas ao redor do
mundo compreendendo em torno de 140 espécies (Yl et al., 2014). Os venenos de
aranha, em particular, aqueles do género Loxosceles vem sendo pesquisados como
auxiliares no desenvolvimento de drogas e producéo de bioinseticidas, por exemplo,
sendo o desenvolvimento de peptideos antimicrobianos uma frente a ser explorada
(TREVISAN-SILVA et al., 2017).

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo central a busca de
peptideos com acdo antibacteriana contra patdogenos causadores de doenga
infecciosa em humanos, incluindo o Mycobacterium tuberculosis causador da

tuberculose que esta entre a lista de prioridades da OMS.
1.1 OBJETIVO
1.1.1  Objetivo geral

Identificar peptideos com agao bactericida ou bacteriostatica derivados do
veneno da aranha Loxosceles intermedia contra patdogenos causadores de doenga
infecciosa em humanos, incluindo o M. tuberculosis.
1.1.2 Objetivos especificos

a) Realizar a triagem in silico de peptideos antimicrobianos a partir de

proteinas disponiveis em bancos de dados por meio do algoritmo CampR3.

b) Realizar modificagdes nos peptideos selecionados por recurso Rational
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Design of Antimicrobial Peptides disponivel em CampR3.

c) Realizar nova triagem por meio das ferramentas AntiTB_MD e AntiTB_RD
disponiveis em AtbPpred para a predi¢cao de peptideos com abrangéncia
antituberculose.

d) Verificar a similaridade com sequéncias ja patenteadas.

e) Sintetizar quimicamente os peptideos selecionados.

f) Testar diferentes concentracbes dos peptideos frente a cocos Gram
positivos, bacilos Gram negativos e bacilos alcool-acido resistentes.

g) Avaliar a toxicidade do peptideo selecionado frente a linhagem de células
HaCat.

Para atingir os objetivos propostos, esse trabalho foi desenvolvido em duas
etapas. Na primeira foi a realizada a revisdo dos dados de literatura sobre o tema
(Capitulo 1). Na segunda etapa foram realizadas analises in silico, e analise
experimental (Capitulos 2 e 3). No capitulo 2 foram abordados metodologia geral e
resultados para a obtencgao de peptideos. No Capitulo 3 € apresentada a patente onde
sédo descritos os fundamentos da invencéo, o estado da técnica, abordagem do
problema, e as metodologias empregadas de forma completa, compreendendo o
passo a passo, mais especificamente no item 3.4 titulo “DESCRICAO DETALHADA
DA INVENCAOQ”.
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CAPITULO 1: REVISAO DA LITERATURA

1 ASPECTOS TEORICO-CONCEITUAIS SOBRE O TRATAMENTO DE DOENGAS
BACTERIANAS

As doencas infecciosas estdo entre as mais fatais, e que mais afligem as
sociedades humanas. De acordo com a OMS, as cinco principais doencgas infecciosas,
incluem as infeccbes virais respiratérias, doencgas diarreicas, Human
Immunodeficiency Virus/ Acquired immunodeficiency syndrome (HIV/Aids),
tuberculose e malaria. Em 2019, a pneumonia e outras infec¢des respiratorias
inferiores, eram o grupo mais mortal de doengas transmissiveis, e juntas, foram
classificadas como a quarta principal causa de morte no mundo. Ainda em 2019, a
tuberculose ocupou o0 13° lugar na lista das principais causas de morte mundiais (OMS,
2020). No Brasil em 2020, foram registrados 66.819 novos casos de tuberculose, uma
média de 31,6 casos a cada 100 mil habitantes. O Brasil esta na lista de paises com
alta carga para tuberculose (TB) e coinfecgao TB-HIV, sendo considerado prioridade
no tratamento da doenga pela OMS. A regido norte do Brasil € onde se concentra o
maior numero de casos. Os estados do Amazonas, Acre e Espirito Santo sdo os de
maior incidéncia da doenga como pode ser observado na FIGURA 1 (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

FIGURA 1 — COEFICIENTE DA INCIDENCIA DA TUBERCULOSE (100 MIL HABITANTES).

Fonte: Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo/Secretarias Estaduais de Saude/Ministério
da Saude; Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
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Contrariando as expectativas de erradicacdo das doencgas infecciosas, nota-
se o surgimento de novas doengas e o ressurgimento de infecgbes consideradas
erradicadas. As doencgas infecciosas emergentes podem ser definidas como aquelas
com surgimento recente em uma populagao, ou que ja existiam, mas tém aumentado
rapidamente em incidéncia e alcance geografico. Elas podem ocorrer pela introdugéo
do agente etiologico ou como uma variante de uma infeccdo humana existente,
seguida pelo seu estabelecimento e rapida disseminacdo dentro de uma nova
populagdo hospedeira. Muitos séo os esforgos para controle destas doencas e, com
foco nas doengas bacterianas, pode-se citar os esforcos dos profissionais da saude
para adesdo do paciente ao tratamento, e a introdu¢cdo de novas terapias e
medicamentos para uso clinico (MORSE, 1995).

Para tratamento das doencas infecciosas bacterianas, atualmente existem
disponiveis diferentes classes de antimicrobianos, definidas de acordo com seu
mecanismo de agao. O alvo dos farmacos pode ser a sintese da parede celular, ou
ainda a interrupcgéao da replicacao ou reparo do DNA bacteriano, transcricdo e traducao
(GOLAN et al., 2018). Dentre as classes de farmacos antimicrobianos disponiveis, 0s
betalactdmicos constituem a mais amplamente utilizada. Seu mecanismo de agao
consiste na inibicdo da sintese da parede celular por meio do impedimento da ligagao
cruzada dos peptideoglicanos e seu sitio ativo é o anel betalactdmico. Algumas
bactérias possuem enzimas do grupo [B-lactamases, capazes de degradar o anel
betalactdmico do farmaco, atenuando sua acdo. Como forma de contornar este
problema, alguns antibiéticos betalactamicos, sdo associados a compostos inibidores
de B-lactamase. Essa associacdo impede a agdo da enzima, promovendo sua
hidrolise e, consequentemente, protegendo a integridade do farmaco. Entre os
inibidores em uso clinico estdo os compostos acido clavulanico, avibactam,
tazobactam, vaborbactam e relebactam (YAHAV et al., 2021).

De forma geral, o objetivo da terapia farmacoldgica antimicrobiana é a
toxicidade seletiva. Ou seja, 0 ataque a vias criticas para a sobrevivéncia do patégeno
com dano minimo ao hospedeiro. A razdo entre a dose terapéutica e a dose toxica €
denominada indice terapéutico, sendo que quanto menor o indice terapéutico, menor
sera a margem de seguranga para tratamento sem efeitos colaterais. Isso esta
diretamente relacionado ao alvo no qual agem os farmacos. O alvo pode ser exclusivo,
quando esta presente no patégeno e ausente no hospedeiro. Pode ser semelhante,

como por exemplo, isoformas de enzimas, sendo que neste caso ocorre uma
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diminuicao do indice terapéutico. Pode, ainda, ser um alvo comum presente tanto no
patdégeno quanto no hospedeiro, o que muitas vezes leva a um aumento da toxicidade
do farmaco. Os agentes antimicrobianos sdo ainda capazes de produzir efeitos
bacteriostaticos ou bactericidas. Os farmacos bacteriostaticos, inibem o crescimento
bacteriano sem causar a morte do patégeno, devido a sua agdo em vias essenciais
para o desenvolvimento bacteriano, mas ndo para a sobrevida. O sucesso do
tratamento quimico com esses agentes depende da integridade do sistema imune do
hospedeiro para eliminar as bactérias. Os farmacos bactericidas, por sua vez, sao
aqueles que agem em vias essenciais a sobrevida bacteriana causando a morte do
patogeno (GOLAN et al., 2018).

1.1 CONTEXTO HISTORICO

Por meio da evolugdo da medicina, sabe-se que doencgas infecciosas e
canceres tém etiologias diferentes. De uma perspectiva farmacoldgica, estas doengas
embora diferentes, apresentam tratamentos com principios semelhantes, sendo
identificados como tratamentos quimioterapicos. O alvo em comum sao as diferencas
seletivas entre o microrganismo ou célula cancerosa e a célula normal do hospedeiro,
visando a destruicdo daquela causadora da patogenia (GOLAN et al., 2018).
Historicamente, o conceito da quimioterapia € credenciado a Paul Ehrlich, que
desenvolveu um dos primeiros compostos para o tratamento de doencga infecciosa que
data de 1910 (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). O Salvarsan, também
conhecido como bala magica, foi o primeiro tratamento para sifilis, e seu composto
ativo era uma base organo arsénica que substituiu 0 mercurio até entdo utilizado no
tratamento da doenga. Esse medicamento permaneceu em uso até o surgimento da
penicilina (VERNON, 2019). A penicilina, descoberta em 1928 por Alexandre Fleming,
deu inicio a era de ouro dos antibiéticos que perdurou até 1960. Um dos importantes
avancos a respeito foi a elucidagao da estrutura da penicilina, que possibilitou o
desenvolvimento de analogos semissintéticos para contornar a resisténcia. Por volta
de 1930, os estudos voltavam-se a microrganismos como produtores de
antimicrobianos, o que levou a identificacdo dos Actinomicetos. Estes microrganismos
sao bactérias Gram positivas produtoras de substancias antibiéticas. Em meio a este

periodo, houve a descoberta da estreptomicina, o primeiro agente ativo para
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tratamento da tuberculose (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

A maioria dos antibiéticos descobertos na chamada idade do ouro esta em
uso atualmente, mas com eficacia menor pelo aumento da incidéncia de
microrganismos resistentes. Ainda, durante este periodo, as sucessivas descobertas
levaram ao uso indiscriminado destes compostos antibioticos, o que certamente
contribuiu para o cenario de resisténcia atualmente. Devido ao fato que os
microrganismos sao capazes de desenvolver resisténcia as terapias medicamentosas,
a pesquisa de novos farmacos e a elaboracado de novos tratamentos € um processo
em evolugao continua. Apenas cinco novas classes terapéuticas de antimicrobianos
foram introduzidas clinicamente nas ultimas quatro décadas; sao elas: oxazolidinonas
(linezolida), lipopeptideos (daptomicina), pleuromutilinas (retapamulina),
estreptograminas (quinupristina/ dalfopristina) e glicilciclinas (tigeciclina) (GOLAN et
al., 2018).

A estimativa é que o mercado financeiro global de antibiéticos movimente
cerca de US$30 bilhdes anualmente. A maioria das empresas farmacéuticas que
investem em pesquisa e desenvolvimento tem poucos produtos antimicrobianos no
mercado, voltados para a lista prioritaria de patégenos da OMS. Em 2018, trés novos
antibidticos com potencial para tratar infecgdes bacterianas graves surgiram com a
aprovacgao da Food and Drug Administration (FDA) ou da European Medicines Agency
(EMA). Todos os trés compostos tém como alvo a subunidade 30S do ribossomo
bacteriano. O primeiro deles, analogo da classe de aminoglicosideos, a Plazomicina
(Zemdri; Achaogen Incorporated), possui indicagao para o tratamento de pacientes
em infeccao do trato urinario complicada, incluindo pielonefrite em pacientes acima de
18 anos (OLIVEIRA et al., 2020). O Eravaciclina (Xerava; Tetraphase Pharmaceuticals
Incorporated), que € um analogo da tetraciclina, foi aprovado exclusivamente para o
tratamento de complicacbes em infecgdes intra-abdominais causadas pelo grupo
ESKAPE. Este grupo representa o maior desafio no tratamento de infecgdes em
hospitais devido aos diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em uso
clinico (OLIVEIRA et al., 2020). A Omadaciclina (Nuzyra; Paratek Pharmaceuticals
Incorporated), que é um medicamento ativo da classe das tetraciclinas, foi aprovado
para o tratamento de pneumonia bacteriana, infec¢des de pele e infecgdes do trato
urinario (ITU) complicada e ndo complicada (OLIVEIRA et al., 2020).

Em 2019, cinco novas terapias com drogas antimicrobianas (QUADRO 1)
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foram aprovadas pelo FDA, a EMA ou o Pharmaceuticals and Medicals Device Agency
(PMDA). Destas cinco terapias, quatro drogas demostraram eficacia contra patégenos
do grupo ESKAPE (OLIVEIRA et al., 2020).

QUADRO 1 - TERAPIAS ANTIMICROBIANAS APROVADAS NO ANO DE 2019

Terapia Farmacéutica Indicagao
Imipenem-cilastatina- - ITU e infecgao intra-abdominal
relebactam Recarbrio; Merck & Co., Inc. complicadas incluindo ESKAPE
Lefamulina Xelenta; Nabriva Pneumonia bacteriana incluindo

Thera-peutics AG ESKAPE
Lascufloxacina Lasvic; Kyorin Pharmaceutical | Pneumonia bacteriana incluindo
Co. Ltd. ESKAPE
Cefiderocol Fetroja; Shionogi & Co. Ltd. ITU complicada incluindo ESKAPE
Pretomanid TB Alliance Tuberculose MDR

FONTE: Adaptado de Oliveira et al. (2020).

Dentre o portfélio de drogas em fase de ensaio clinico, a grande maioria é
derivada de alguma classe quimica para a qual ja existe um mecanismo de resisténcia.
Uma das poucas drogas que fogem a regra é a Murepavadina, um composto peptideo
mimético de alvo de proteina de membrana externa, seletivo contra o transportador
de proteina LptD, que medeia o transporte de lipopolissacarideo (LPS) (OLIVEIRA et
al., 2020). Uma nova classe que emerge e se encontra em estudos de fase Il clinica
€ a Brilacidina (Innovation Pharmaceuticals Incorporated). Trata-se de um peptideo
mimético de defensina para o tratamento de infec¢des de pele agudas causadas por
S. aureus. A necessidade de novas alternativas, somada as dificuldades de
descoberta de novas classes de antibiéticos, levou a busca por alternativas como os
inibidores de B-lactamases (YAHAV et al., 2021).

O primeiro inibidor utilizado clinicamente foi o acido clavulanico, eficiente
contra as enzimas mais amplamente distribuidas, as B-lactamases de classe A. Um
dos avangos recentes mais importantes a ser colocado € a introdugcdo das
diazabiciclooctanonas (DBOs), das quais o composto avibactam foi o primeiro
representante a ser utilizado clinicamente (TOOKE et al., 2019). O avibactam & um
inibidor de B-lactamases da classe A, incluindo a enzima carbapenemase presente
em Klebsiella pneumoniae (KPC), sendo que a combinagdo com a ceftazidima foi

aprovada para tratamentos incluindo infecgdes complicadas intra-abdominais, do trato
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urinario e pneumonias adquiridas em hospitais e associadas a ventilagdo mecanica. O
sucesso do avibactam, impulsionou o desenvolvimento de uma série de DBOs
alternativos, entre eles o composto da empresa Merck®, o relebactam em combinacéo
com o imipenem que foi aprovado pelo FDA em 2019 para tratamento de infec¢des do
trato urinario e infecgdes intra-abdominais complicadas. O composto foi aprovado
também pela EMA (JACOBS; PINTO JUNIOR, 2020).

1.2 RESISTENCIA BACTERIANA AANTIBIOTICOS

Nos ultimos anos, muitas doengas curaveis, como a febre tifoide e a gonorreia,
por exemplo, estdo se tornando cada vez mais dificeis de tratar. Ao mesmo tempo,
doengas como a tuberculose vém ganhando resisténcia aos farmacos disponiveis em
todo o mundo. De acordo com o trabalho de Jacobs e colaboradores (2020), que
reuniu dados de 2017, a tuberculose droga resistente (TB-DR), ou a tuberculose
multidrug resistant (TB-MDR), ocorreu em 3,5% dos novos casos no mundo, sendo
classificada como resisténcia primaria, e em 18% dos casos de tuberculose
anteriormente tratados, classificada nestes casos como resisténcia adquirida. De
acordo com a OMS, todos os anos cerca de 80.000 pessoas desenvolvem alguma
forma de tuberculose resistente (Nuti et al., 2017). A quarta doenga infecciosa mais
letal no mundo, a tuberculose, obteve no Brasil, entre 2015 e 2018, um total de 7.749
casos diagnosticados como drogarresistentes, 98% dos casos da forma pulmonar da
doenca, sendo cerca de 53% do total de casos concentrados em capitais (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2021). A FIGURA 2 mostra o padréo de resisténcia da
tuberculose no Brasil entre os anos de 2015 a 2020, sendo a resisténcia a rifampicina

ou multirresisténcia predominante, seguido da monorresisténcia.
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FIGURA 2 — PADRAO DE RESISTENCIA DOS CASOS NOVOS DE TUBERCULOSE
DROGARRESISTENTE. BRASIL, 2015 A 2020.

Fonte: Sistema de Informagao de Tratamentos Especiais da Tuberculose/Ministério da Saude (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

As infecgbes resistentes resultam em mais de meio milhdo de mortes
globalmente e impactam na qualidade de vida dos individuos infectados. Também
afetam a economia, pois o tratamento demanda periodos longos com drogas de maior
custo, multiplas testagens e ainda, em muitos casos, tratamentos associados em
razao de efeitos colaterais (NUTI et al., 2017). O tema resisténcia antimicrobiana toma
maior propor¢ao e impacto quando se considera que 0 sucesso de inumeros outros
tratamentos como transplantes, cirurgias ortopédicas, didlise renal e quimioterapia,
por exemplo, depende da capacidade de controle das infec¢coes (PERRY;
WAGLECHNER; WRIGHT, 2016).

Entre as causas de resisténcia, incluem-se enzimas como as [-lactamases,
capazes de inativar o sitio ativo do farmaco, e mecanismos de efluxo ou camuflagem
do alvo do farmaco que podem reduzir a sua capacidade de ligacao (GOLAN et al.,
2018). As causas genéticas de resisténcia incluem mutacées cromossOmicas em
genes que codificam o alvo do farmaco ou alguma via envolvida, podendo ser
transferida verticalmente entre geracgdes. A resisténcia pode ser adquirida também por
transferéncia horizontal de material genético entre microrganismos, ou ainda pela
incorporagao de genes de resisténcia presentes no ambiente (ZAHA, FERREIRA E
PASSAGLIA, 2014).



28

QUADRO 2 - MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

(continua)

Resisténcia

Mecanismo

Resisténcia a meticilina/oxacilina

Staphylococcus spp. (MRS/ORS)

em

Mediada por uma proteina auxiliar de ligacdo a penicilina
(P2BP2a ou P2PB2C) codificada pelo gene mecA ou mecC para

qual os betalactamicos possuem baixa afinidade

Resisténcia de baixo nivel a oxacilina em
spp. (BORSA-bordeline
oxacillin-resistant S. aureus) e MOD-SA
(modified S.

aureus)

Staphylococcus

penicillin-binding  protein

Resisténcia associada a mutagdes de ponto levando a alteragdes

no gene PBP ou hiperproducao de betalactamase

Resisténcia a penicilina em Streptococcus

Spp.

PBPs (alvo da penicilina) de baixa afinidade s&o codificados por
genes “mosaicos” provenientes de transferéncia horizontal com

Streptococcus do Grupo Viridans comensais

Resisténcia a vancomicina em | Altos niveis de resisténcia (CIM> 8 ug/mL) sao mediados pelo
Staphylococcus spp. gene VnaA.

Resisténcia a vancomicina em | Fenodtipo mediado pelo gene VanA induzivel e transferivel confere
Enterococcus  faecalis/  Enterococcus | também resisténcia a Teicoplanina (CIM= 64ug/mL)

faecium

Resisténcia a vancomicina em | Fendtipo mediado pelo gene VanB induzivel e transferivel (CIM2

Enterococcus faecalis / E. faecium

4-1.024pg/mL)

Resisténcia a vancomicina em

Enterococcus  gallinarum/  Enterococcus

casseliflavus/ Enterococcus flavescens

Fendtipo mediado pelo gene VanC de expresséo constitutiva e
nao transferivel (CIM= 4-16ug/mL)

Resisténcia a vancomicina em | Fendtipo mediado pelo gene VanD néo transferivel (CIM> 64-
Enterococcus faecium 128ug/mL)
Resisténcia a vancomicina em | Fendtipo mediado pelos genes VanE e VanG néao transferiveis

Enterococcus faecalis

(CIM2 16pg/mL)

Resisténcia a macrolideos, lincosaminas e
estreptogramonas em Staphylococcus spp.,
Streptococcus beta-hemilititicos e

Streptococcus pneumoniae

Efluxo codificado pelo gene mrs(A) em Staphylococcus spp. ou

gene mef em Streptococcus spp. confere resisténcia a
macrolideos; resisténcia a macrolideos associada a resisténcia
constitutiva ou induzivel a clindamicina mediada pelo gene erm

promove a metilagdo do RNA ribossomal 23S

Resisténcia aos betalactamicos

Mediado pelo grupo de enzimas denominado [B-lactamases
capazes de hidrolisar o anel B-lactdmico nos farmacos da classe

B-lactamicos

FONTE: Adaptado de Oplustil et al. (2020).
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Perry e colaboradores (2016) consideram o ambiente como uma fonte de
genes de resisténcia para as bactérias. A maioria dos antibiéticos de uso médico ou
agricola sao originalmente produzidos de forma natural pelos Actinomicetos, bactérias
encontradas no solo. Alguns Actinomicetos s&o resistentes ao metabdlito
antimicrobiano que produzem. Dessa maneira, os autores ressaltam que os
Actinomicetos produtores de antibiéticos podem ser fonte original para muitos dos
genes de resisténcia disseminados. O fato de a resisténcia ter origem no ambiente,
se reforga por estudos como o de D'COSTA et al. (2011), que apontam o gene de
resisténcia a B-lactamicos em amostras de 30.000 anos.

Devido a essa grande diversidade, Yang e colaboradores (2020) fizeram um
levantamento entre bancos de dados de genes de resisténcia bacteriana disponiveis,
com o objetivo de criar uma referéncia para a selegcado e o uso de antibiéticos com
base nestes bancos. Levando em consideracdo ferramentas universais, como
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e Swiss-Prot, apds a fusao de
dados e eliminagédo da redundancia, chegou-se a um total de cerca de 4.554 grupos
completos de genes de resisténcia. O QUADRO 2 traz as principais classes de

resisténcia de importancia clinica.

1.2.1 Resisténcia aos B-lactamicos

A resisténcia aos B-lactamicos ganha destaque por ser a classe de
antimicrobianos mais utilizada. Em um conceito generalista, as p-lactamases sao
enzimas capazes de hidrolisar o anel 3-lactédmico, sitio ativo dos farmacos da classe.
A enzima se associa nao covalentemente ao anel B-lactamico que é atacado pela
hidroxila livre do lado do sitio ativo, resultando na formagao de um grupo acil-éster. A
hidrdlise libera a enzima ativa e o antibiético hidrolisado inativo, formando como
produto final agua e acido penicildico. As B-lactamases podem ser de espectro estreito,
as quais sao capazes de hidrolisar penicilinas e algumas cefalosporinas. Essas
enzimas sdo chamadas, de forma geral, de penicilinases. Podem ainda ser do tipo
ESBL (B-lactamases de espectro estendido), capazes de hidrolisar todas as
penicilinas, incluindo as associadas a inibidores da B-lactamase, quase todas as
cefalosporinas e o Aztreonam. As [3-lactamases capazes de degradar antibiéticos
carbapenémicos sdo chamadas também carbapenemases (CRISTINA DA SILVA;
LINCOPAN, 2012; ABRANTES; NOGUEIRA, 2017).
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QUADRO 3 — CLASSIFICACAO DAS B-LACTAMASES

Enzima Bush-Jacoby-Medeiros Ambler
AmpC CMY e ADC Classe
Grupo |
Serina B-lactamases molecular C
ESBL (enzimas do tipo TEM, KPC, NCM,
Classe
IMI, SME, GES, SHV e CTX-M) Grupo Il
molecular A
Serina B-lactamases
ESBL (enzimas do tipo NDM e VIM, SPM,
Classe
IMP, AIM) Grupo 1l
molecular B
Metalo-B-lactamases
(ESBL do tipo OXA-oxacilinase) Classe
. Grupo I
Serina 3-lactamases molecular D
Penicilinases Grupo IV *

FONTE: Adaptado de Abrantes; Nogueira (2017); * Nao existe classificagdo correspondente.

As ESBL tornaram-se um problema de saude publica no que diz respeito as
infeccbes nosocomiais e comunitarias por membros da familia Enterobacteriaceae
(CRISTINADA SILVA; LINCOPAN, 2012). Por se tratar de um grupo amplo de enzimas,
surgiram esquemas de classificag&do. Dois sistemas estdo em uso: o sistema de Bush-
Jacoby-Medeiros e o sistema de Ambler. O esquema proposto por Bush-Jacoby-
Medeiros, baseia-se na preferéncia de substrato da enzima e na inativagcao diante de
inibidores especificos. O esquema de classificagcdo de Ambler considera a
similaridade entre as cadeias de aminoacidos das enzimas e classifica as enzimas
nos grupos A, B, C e D. O QUADRO 3 traz as principais enzimas classificadas de
acordo com Bush-Jacoby-Medeiros e Ambler (CRISTINA DA SILVA; LINCOPAN, 2012;
ABRANTES; NOGUEIRA, 2017).

As classes A, C e D sao enzimas de sitio ativo serina chamadas serina -
lactamases (SBLs). A classe B compreende um grupo heterogéneo de metaloenzimas
de zinco chamadas Metalo-B-lactamases (MBLs) (ABRANTES; NOGUEIRA, 2017).
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2 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

De acordo com Primon-Barros e Macedo (2017), a descoberta de peptideos
antimicrobianos em organismos multicelulares teve inicio com a observagao da
atividade antimicrobiana a partir da hemolinfa de pupas das mariposas Samia isulph
e Hialophora cecropia, na década de 1970. A cecropina foi o primeiro AMP purificado,
na década de 1980. A partir da descoberta, mais de 150 AMPs foram identificados a
partir de insetos. Esses peptideos, de modo geral, fazem parte da defesa natural
desses organismos contra patégenos bacterianos (Yl et al., 2014). Embora nao haja
uma definicdo formal para o termo peptideo, € comum caracteriza-los como
sequéncias de aminoacidos nao longas (de até 50 aminoacidos) com pouca estrutura
secundaria. Moléculas com maior numero de aminoacidos, passam a ser
denominadas proteinas. Esses aminoacidos, estao ligados entre si por meio de
ligacbes peptidicas. Devido ao fato de conter aminoacidos de tipos diferentes e em
diferentes sequéncias, cada peptideo possui uma caracteristica exclusiva. A
diversidade de aminoacidos e as diversas possibilidades de combinagdes sao
caracteristicas que fazem com que os peptideos tornem-se atraentes para estudos
bio-organicos e moleculares, inclusive como antimicrobianos (NUTI et al., 2017). Na
ultima década, houve um crescente interesse por peptideos com ag¢ao antimicrobiana
natural, que podem estar presentes nos organismos vivos. Estes antimicrobianos
podem potencialmente auxiliar no tratamento de grande numero de infec¢des
causadas por bactérias, fungos, parasitas e virus. Alguns desses peptideos
encontram-se em uso clinico e em estudos bastante avancados. Além disso, cerca de
dez dos antibioticos em uso atualmente possuem natureza peptidica (RIBEIRO, 2016).
Os peptideos antimicrobianos (PAM) podem ser naturais ou sintéticos.
Naturalmente, sdo produzidos por células especificas como mecanismo de defesa
contra patdégenos e sdo encontrados principalmente nos 6rgaos com maior exposi¢ao
a agentes infecciosos como, por exemplo, a pele. De modo bastante geral, os PAMs
apresentam como caracteristica, natureza anfipatica com carga positiva em pH
fisiolégico. S&o conhecidas quatro estruturas secundarias para os PAMs, a saber,
estendida, loop, folha 8, e hélice a (NUTI et al., 2017). Acredita-se que a maioria dos
peptideos age atacando a membrana plasmatica da célula bacteriana, o que faz com
que ocorra a morte celular em um tempo relativamente curto. Podem ser citados trés

principais modelos do mecanismo de acido dos peptideos antimicrobianos, o modelo
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barril, o de tapete e o modelo de poro toroidal. No modelo barril ocorre a interagao
entre a face hidrofébica dos peptideos com os lipideos da membrana da célula alvo,
de modo a ocorrer o processo de formagéao de um canal transmembrana com estrutura
semelhante a um barril formando poros (CARVALHO; MACHINI, 2013). Como
exemplo de drogas peptidicas que possuem agdo por esse mecanismo, estdo a
ceratotoxina e alameticina. Esse modelo foi proposto primeiramente por Ehresntein e
Lecar em 1977 (NUTI et al.,, 2017). A ceratotoxina A (CtxA) é um peptideo
antimicrobiano derivado de inseto. E composta por 36 residuos de aminoacidos, que
formam poros com estado de condutancia bem definidos (MAYER et al., 2019). A
alamectina € uma sequéncia de 19 aminoacidos e sua agao baseia-se na formacéao
de feixes helicoidais que atravessam a membrana (MEMARIANI et al., 2020;
SALNIKOV et al., 2016). No modelo de tapete, ocorre a interagdo entre os PAMs
carregados positivamente com a membrana de carga negativa. Os peptideos
acumulam-se na superficie da membrana celular formando um “tapete” e, ao atingirem
determinada concentracao, penetram na membrana causando lise celular. O modelo
de poro toroidal, sugere que ocorre uma interacéo eletrostatica onde os PAMs se
unem paralelamente a membrana da célula. O peptideo entdo separa as cabecas dos
fosfolipideos e induz a monocamada lipidica superior a dobrar-se através do poro.
Neste modelo, o interior do poro € formado por moléculas de peptideos intercaladas
as cabecgas dos fosfolipideos (CARVALHO; MACHINI, 2013). Uma das principais
diferencas em relagdo ao modelo barril € que no modelo de tapete existe uma
interagdo do peptideo carregado positivamente com a membrana de carga negativa.
Um quarto modelo proposto para uma pequena porgao dos peptideos antimicrobianos
sdo as proteinas como alvo, onde estes fragmentos podem ter agcao por meio de
inibicdo da sintese de proteinas vitais para o funcionamento da célula (NUTI et al.,
2017).

Apesar de necessitarem de aprimoramento, os peptideos microbianos sao
moléculas bastante promissoras. Possuem imunogenicidade inferior quando
comparados as proteinas ou anticorpos recombinantes, além de terem maior
capacidade de penetracdo associada ao seu tamanho reduzido. Devido aos seus
mecanismos de agado inespecificos, sdo menos vulneraveis ao desenvolvimento de
resisténcia. Esses sao alguns dos pontos positivos que impulsionam o interesse nos

estudos dos PAMs enquanto opgdes terapéuticas (MAYER et al., 2019). Porém, ainda
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existem barreiras a serem ultrapassadas no que diz respeito ao uso dos PAMs como
alternativa de tratamento. Existe indugao de toxicidade da célula hospedeira, baixa
estabilidade e sua produgdo em larga escala demanda alto investimento. Sao
extremamente sensiveis a proteases, apresentam alta depuracéao renal e hepatica, e
possuem baixa biodisponibilidade, o que se torna um problema para administracédo
oral. Sua inespecificidade também acaba sendo um problema quando existe
necessidade de alvos direcionados (MEMARIANI et al, 2020). Os pontos
mencionados, abrem ampla janela a bioengenharia com objetivo de melhoramento e
otimizacao destas moléculas. Um exemplo sdo os conjugados com a finalidade de
aumentar sua eficacia (MAYER et al., 2019).

Nas ultimas décadas, surgiu o interesse em explorar os venenos de animais
como fonte de moléculas biologicamente ativas para desenvolvimento de novas
terapias, uma vez que os venenos consistem em uma mistura de moléculas complexa
(PRIMON-BARROS; JOSE MACEDO, 2017). Peptideos antimicrobianos derivados de
veneno de aranhas e escorpides foram identificados pela primeira vez na década de
1990. As liotoxinas | e Il sdo os primeiros PAMs de aranha, isolados do veneno da
aranha-lobo, Lycosa carolinensis. Shin e colaboradores (2016) propéem que esses
peptideos desempenhem papel duplo. Primeiramente, auxiliam no processo
predatério como toxinas e, como uma segunda fungdo, auxiliam na protecdo dos
animais contra infec¢gdes agindo como antimicrobianos. De acordo com os dados,
nenhum dos peptideos mostra acdo contra Mycobacterium spp., assim como nao
constam registros de peptideos isolados das aranhas do género Loxosceles spp.

Com o crescente interesse em torno do tema, houve o desenvolvimento e
aprimoramento de ferramentas e a criagdo de bancos de dados especificos (Yl et al.,
2014). O Antimicrobial Peptide Database (APD), € um banco de dados de peptideos
antimicrobianos que conta com 3.283 peptideos registrados até o momento. De
acordo com os dados levantados a partir deste banco, existem atualmente 44
peptideos de veneno de aranha, os quais foram listados no QUADRO 4. De acordo
com informagao disponivel em <https.//aps.unmc.edu/home> a ultima atualizagao do
banco de dados foi em 18 de outubro de 2021 (WANG,; LI; WANG, 2016).




QUADRO 4 - PEPTIDEOS DERIVADOS DO VENENO DE ARANHA

34

Género e espécie de

Ano |Peptideos . Espectro de agao Referéncia
origem
Anti-Gram + e Gram -, antifungico, .
1998 |Lycotoxins | e Il Lycosa carolinensis candidacida, inseticida, anti-MRSA, \1(3\;3 ADAMS.,
inibidor de enzima
. Anti-Gram + e Gram -, antifungico, |SILVA;
2000 |Gomesin (25 -5) | camhoscurmia candidacida, antiparasitario, DAFFRE:
g antimalarico, hemolitico, anticancer | BULET., 2000
Cupiennins 12-1d Anti-Gram + e Gram -, KUHN-
P Cupiennius salei antiparasitario, inseticida, NENTWIG et
2002 hemolitico, anticancer al., 2002
Oxiopinin 1, 22-2d Oxyopes kitabensis | Anti-Gram + e Gram -, hemolitico g:(%anzo etal,
2003 Acanthoscurrin 1 e 2 | Acanthoscurria Anti-Gram -, antifungico, LORENZINI et
(rico em Gly) gomesiana candidacida al., 2003
Lycocitin 1 e 2 Lycosa singorensis Anti-Gram + e Gram -, antifungico EéJOZNIK etal,
2004
Psalmopeotoxinas | Psalmopoeus Antiarasitario. antimalarico CHOl et al.,
ell (38-5) cambridgei P ’ 2004
2006 | Latarcins Anti-Gram + e Gram -, antiviral, KOZLOQOV et al.,
Lachesana tarabaevi |antifungico, hemolitico 2006
2008 C! to-insetotoxin Lachesana tarabaevi |Anti-Gram + e Gram -, inseticida VASSILEVSKI
1 etal., 2008
LyeTx | Lycosa erythrognatha | Anti-Gram + e Gram -, antifungico ?g‘ 1'\:)1_08 etal,
2010 BAUMANN et
- Lo . . e
Ctenidinas 1 e 2 Cupiennius salei Anti-Gram - al., 2010
e aqa.
Oxyopinin 42 (15 Oxyopes takobius Anti-Gram + e Gram -, hemolitico DUBOVSKII e
2011 S) al., 2011
Oh-defensina (3S — . . Anti-Gram + e Gram -, antifingico, |ZHAO et al.,
Ornithoctonus hainana N
S) candidacida 2011
Lvcosin | Anti-Gram + e Gram -, antifingico,
y Lycosa singorensis candidacida, antiparasitario, LIU et al., 2012
hemolitico, anticancer
Eurypelma
2012 Rondonin californicum e Acantho | Antiviral, antifungico, candidacida Zlcgbl:gA et
scurria gomesiana N
Juruin (3S-S) Avicularia juruensis Antifungico, candidacida g‘g EOZA etal,
latartoxin 1% (4S — S) |Lachesana tarabaevi |Anti-Gram +, inseticida KUZMENKOV
2013 etal., 2013
Spiderine OtTx1a . . . . VASSILEVSKI
(55 - S) Oxyopes takobius Anti-Gram + e Gram -, inseticida etal, 2013
2016 | Lycosin Il Lycosa singorensis Anti-Gram + e Gram - %’A{EG etal.,

FONTE: A autora (2021).
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2.1 ARANHAS DO GENERO Loxosceles COMO FONTE INEXPLORADA DE
PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

As aranhas do género Loxosceles sao popularmente conhecidas no Brasil
como aranha marrom. Estdo amplamente distribuidas ao redor do mundo
compreendendo cerca de 140 espécies. O género de forma geral nao € agressivo,
mas, ainda assim, ha registros de casos de acidentes envolvendo picadas em
humanos. O quadro clinico em fungcdo do envenenamento que decorre da picada da
aranha do género Loxosceles € chamado loxoscelismo, e € caracterizado por lesao
dermonecrética com propagagado gravitacional, podendo ocorrer manifestagdes
sistémicas que incluem disfun¢des renais e hematoldgicas. Estudos com exposigéao
de pele de coelho ao veneno bruto revelam um quadro de necrose coagulativa
asséptica (CHAVES-MOREIRA et al., 2019; LOPES et al., 2020).

Com base na anadlise protedmica e transcriptbmica, os venenos sao
compostos principalmente de peptideos de baixa massa molecular, proteinas e
glicoproteinas enriquecidas com moléculas de peso molecular na faixa de 5-40 kDa
(CHAVES-MOREIRA et al., 2019). As esfingomielinases-D (SMD) de Loxosceles,
mais tarde referidas como fosfolipases-D (PLDs), sdo conhecidas por serem um dos
principais componentes dos venenos de Loxosceles, e sao a familia de toxinas mais
bem caracterizada em venenos de aranha marrom. Outros dois grupos
significativamente presentes no veneno sdo as metaloproteases semelhantes a
astacina e os peptideos Inhibitor Cystine Knot (ICK) . As fosfolipases-D representam
um alvo para a descoberta de drogas contra o Loxocelismo. As metaloproteases
semelhantes a astacina apresentam atividade proteolitica e estdo ligadas aos efeitos
hemostaticos no loxoscelismo. Por fim os peptideos ICK sado caracteristicamente
neurotdxicos e estao ligados ao fato de paralisar a presa ou predadores (TREVISAN-
SILVA et al, 2017). Os venenos de aranha, em particular aqueles
do género Loxosceles, vém sendo pesquisados em diferentes frentes de aplicagéao

geral, exemplificadas no QUADRO 5.
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QUADRO 5 — APLICACOES BIOTECNOLOGICAS DO VENENO DA ARANHA Loxosceles spp.

Proposta

Aplicacao

Referéncia

ARACHNnNase (Hemostasis
Diagnostics International
Co., Denver, CO)

Plasma contendo um extrato de veneno da
aranha Loxosceles reclusa, que imita a
presencga de um anticoagulante lupico (AL)

MCGLASSON et al.,
1993

Antissoro

Producao do soro hiperimune usado como
antissoro para vitimas de acidentes.

BARBARO; EICKSTEDT;
MOTA., 1994

Diagnostico de loxoscelismo

Ensaios de imunoabsorgado enzimatica
(ELISA) para detecgéo de antigenos do
veneno da aranha Loxosceles intermedia

CHAVEZ-OLORTEGUI et
al., 1998

Bioinseticida

Investigacéo da presenca de toxinas
inseticidas no veneno de
Loxosceles intermedia contra o
inseto Spodoptera frugiperda

DE CASTRO et al., 2004

Ferramenta de pesquisa em
biologia celular

Utilizado como modelo de lesdo de tecido

LUCIANO et al., 2004

FONTE: A autora (2021).

A necessidade de novas alternativas para o tratamento de doencgas

infecciosas, somado a dificuldades de descoberta de novas classes de

antimicrobianos, sao incentivos para a busca de novas abordagens como a pesquisa

e desenvolvimento de peptideos antimicrobianos. A metodologia pode ser facilitada

pelas ferramentas in silico, disponiveis em bancos de dados e algoritmos de previsao.

O fato do veneno da aranha Loxosceles intermedia, uma espécie amplamente

distribuida na América Latina, inclusive no Brasil, ndo ter sido explorado como fonte

de peptideos antimicrobianos abre um leque de possibilidades que foram exploradas

neste trabalho. A pesquisa que teve como resultado a patente “Peptideo sintético

P.LOX5 com acéao antibacteriana” esta descrita no Capitulo 2.
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CAPITULO 2: METODOLOGIAS E RESULTADOS

Para melhor compreensao neste capitulo sera apresentada a metodologia
usada para a selecao de peptideos. As analises estdo divididas em duas fases. A
primeira delas é a anadlise in silico, na qual foram selecionados os peptideos
promissores como antibacterianos. Na fase dois, analise experimental, os peptideos
foram sintetizados e testados frente a linhagens bacterianas. A Figura 1 mostra o

fluxograma empregado no trabalho.

FIGURA 1 — FLUXOGRAMA DE METODOLOGIA DE ANALISE

FONTE: A autora (2021).

1 ANALISE IN SILICO

Como consequéncia do avanco das pesquisas em peptideos antimicrobianos,
surgiram ferramentas de triagem in silico especificas como facilitadoras nas primeiras
etapas. Entre as ferramentas existem abordagens racionais e nao racionais.  Trés
sdo os métodos principais para o design racional. O primeiro deles € o Model-based

Design (MDB), que visa adicionar seletividade ou aumentar a atividade de uma
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sequéncia de peptideo conhecida, por meio da inclusdo de aminoacidos ou alterando
a posicao dos mesmos. O segundo método, trata-se do projeto fisico-quimico, que
gera analogos com diferentes propriedades fisico-quimicas de sequéncias conhecidas.
O terceiro, denominado Método de novo cria novos peptideos baseados na
identificacao de padrées de sequéncia, posi¢cdes de residuos cruciais e frequéncias
de aminoacidos em peptideos antimicrobianos conhecidos. No presente trabalho
foram utilizados trés recursos de pesquisa in silico (PUENTES et al., 2020).

O primeiro recurso utilizado foi a busca realizada na biblioteca de proteinas
do NCBI — National Center for Biotechnology Information, disponivel em

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/>. Por meio do site, o NCBI promove a ciéncia e a

saude, fornecendo acesso a informag¢des biomédicas e genémicas. A biblioteca de
proteinas reune os dados das seguintes bases de dados APO, GenBank,
UniProtKB/Swiss-Prot. Com este recurso foram selecionadas as sequéncias,

descritas no QUADRO 1, a partir das quais foram desenvolvidas as etapas posteriores.

QUADRO 1 — SEQUENCIAS DE PROTEINAS DE Loxosceles intermedia.

(continua)
Tamanho da sequéncia

de aminoacidos Proteina Identificagdo

105 Toxina 2 AAT85611.1

Toxina 3 de metaloprotease semelhante a
243 ACV52011.1
Astacina
400 Hialuronidase AGH25912.1
Prec. Da toxina 2 de metaloprotease semelhante
256 . ) ACT52010.1
a Astacina

264 Toxina 1 de metaloprotease tipo Astacina ABK20019.1
(continuagao)
Tamanho da sequéncia Proteina Identificagao
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306 Loxtox i1 ABU43329.1
310 Loxtox i5 ABU43333.1
86 U2-sicaritoxina-Li1a (Toxina 3) AAT85612.1
101 U1-sicaritoxina-Li1a (Toxina 1) AAT85610.1
Toxina dermonecrotica LiSicTox-alphalA1a
306 ABA62021.1
(isoforma da toxina dermonecrética 1)
Toxina dermonecrotica LiSicTox-alphal A2aii
285 ABB69098.1
(isoforma 2 da toxina dermonecraética)
Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphall1
305 ABD91846.1
(Dermonecrotic toxin isoform 4)
Dermonecrotic toxin LiSicTox-betalD
305 ABD91847.1
(dermonecrotic toxin isoform 5)
Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphalVA1
299 ] o AGN52903.1
(dermonecrotic toxin isoform 7)
Dermonecrotic toxin LiSicTox-betal A1
304 ABB71184.1
(dermonecrotic toxin isoform 3)
81 U1-sicaritoxin-Li1c (toxin 4) ABD48090.1
Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphaV1
307 ] o ABO87656.1
(dermonecrotic toxin isoform 6)

256 astacin-like metalloprotease toxin 2 precursor ACV52010.1
33 35 kda dermonecrotic toxin AAB50795.1
Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphalVA1
299 AGN52903.1
(dermonecrotic toxin isoform 7)

306 Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphalA1bi POCES81.1

(continuagao)

Tamanho da sequéncia

Proteina

Identificagcao
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Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphalA1bii (loxtox
302 ) ABU43332.1
i

306 Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphalA2ai POCES83.1

Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphalAZ2aiii (loxtox

3105 ) ABU43331.1
i3)
Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphalA2bii (loxtox
302 ABU43330.1
i2)
304 dermonecrotic protein-like Il ABD48089.1

Dermonecrotic toxin LiSicTox-betalA1ii (loxtox i7) ABU43335.1

33 Dermonecrotic toxin LiSicTox-alphal-1 P0C2L0.2

86 U2-sicaritoxin-Li1b PODMDS8.1

FONTE: A autora (2021).

As sequéncias selecionadas foram triadas por meio da ferramenta Prediction
for Antimicrobial Peptide — Predict Antimicrobial region within Peptides disponivel de
forma gratuita no site Camp R3 — Collection of Anti-Microbial Peptides, disponivel em

< http://www.camp.bicnirrh.res.in/index.php>. Essa ferramenta permite a previsao de

AMP ou uma regido antimicrobiana dentro de peptideos. Trata-se de uma ferramenta
racional que faz proje¢cdes gerando combinagdes para uma sequéncia definida pelo
usuario. Para cada sequéncia o algoritmo determina um score que vai de 0.000 até
1.000 e classifica como antimicrobiano (AMP) ou ndo antimicrobiano (NAMP).

Foram realizadas substituicoes de residuos unicos para melhorar a atividade
antimicrobiana, nas sequéncias dos peptideos naturais selecionados. As
modificagdes foram selecionadas a partir do recurso Rational Design of Antimicrobial
Peptides disponivel em CampR3 (WAGHU et al., 2016). As sequéncias
selecionadas passaram por uma terceira fase de triagem na ferramenta AtbPpred

disponivel em <http://thegleelab.org/AtbPpred/index.html>. Foram selecionados

intencionalmente peptideos entre 5 e 25 aminoacidos devido a limitagdo na etapa de
sintese. O AtbPpred é um servidor com base na Web para previsao de antimicrobianos

especifico para peptideos antituberculose. De acordo com Manavalan e
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colaboradores (2019), as diferengas entre peptideos com agao anti-bacteriana ou néo,
podem ser mostradas por fatores nas sequéncias de aminoacidos, incluindo perfis,
composig¢ao, permutacdo e modos de combinagdo de aminoacidos e propriedades
fisico-quimicas. Esses fatores podem ser identificados por ferramentas de
bioinformatica chamadas de codificacdes de recurso, como por exemplo, composi¢cao
de aminoacidos (AAC), que mostra a ocorréncia de aminoacidos padrao; Composigéao
dipeptidica (DPC), que mostra a composi¢do de um par de residuos (por exemplo,
Ala-Ala, Ala-Cys) ocorrendo em um determinado peptideo; Composicao de tripeptideo
agrupado (GTPC), onde os aminoacidos sao divididos em categorias de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas. No servidor AtbPpred foram utilizadas nove
diferentes codificagbes. Os resultados obtidos na classificagdo de recursos foram
aplicados em arvores extremamente aleatérias (ERT), outra ferramenta de
bioinformatica, que se trata basicamente de um método de aprendizado de maquinas
para classificacao.

A partir dos resultados obtidos por meio de ferramentas de triagem in silico,
TABELA 1, os cinco peptideos com melhor resultado na soma do score obtido no
AtbPpred, foram selecionados para seguir para as etapas seguintes. Os peptideos
selecionados foram os de numero 7, 9, 10, 13 e 15. Para a continuidade do trabalho
os peptideos foram identificados de forma que o peptideo 7 passou a ser P.1, o
peptideo 9 passou a ser P.2, o peptideo 10 passou a ser P.3, o peptideo 13 passou a

ser P.4 e o peptideo 15 passou a ser P.5.

TABELA 1 — SCORE DOS PEPTIDEOS SELECIONADOS A PARTIR DAS FERRAMENTAS DE
TRIAGEM IN SILICO.

(continua)
Camp R3 AtbPpred Score
Numero _
Score AntiTB — RD AntiTB—MD  Soma
1 0,958 0,858 0,514 1.372
2 0,982 0,587 Non-AtbP 0,587
3 0,988 0,606 Non-AtbP 0,606

(continuagao)

NUmero Camp R3 AtbPpred Score
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Score  ALiTB—RD AntiTB—MD  Soma
4 0,988 0,605  Non-AtbP 0,605
5 0,942 0,839 0,507 1.346
6 0,958 0,858 0,514 1.379
7 0,777 0,535 0,882 1.417
8 0,985 0,504  Non-AtbP 0,504
9 0,898 0,793 0,771 1.564
10 0,993 0,863 0,707 1.570
11 0,829 0,503  Non-AtbP 0,503
12 0,942 0,839 0,507 1.346
13 0,931 0,864 0,546 1.410
14 0,958 0,858 0,514 1.372
15 0,949 0,85 0,539 1.389

FONTE: A autora (2021).

Na etapa seguinte os peptideos foram avaliados quanto a homologia, relagao
da sequéncia de aminoacidos a outras patentes por meio do algoritmo BLASTp
(ALTSCHUL, 1997) na base de dados “Sequéncia de proteinas patenteadas (pataa)”
TABELA 2.

TABELA 2 — SIMILARIDADE COM SEQUENCIAS JA PATENTEADAS

(continua)
Nﬁmeﬁro gla Descrigao Cobertura Identidade
sequéncia
Sequéncia 13 — patente US8287860 97% 73,47%
Sequéncia 7 Sequéncia 11 — patente US8287860 97% 79,39%
Sequéncia 30 — patente US8287860 97% 79,39%
Sequéncia 30 — patente US8287860 96% 75,00%
Sequéncia 9 Sequéncia 11 — patente US8287860 96% 75,00%
(continuagao)
Numero da

sequéncia Descrigao Cobertura Identidade
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Sequéncia 9 Sequéncia 28 — patente US8287860 96% 75,00%
Sequéncia 189 — patente US8431128 57% 87,50%
Sequéncia 13 — patente US5955258 57% 87,50%

Sequéncia 10
Sequéncia 6557 — patente US6617156 57% 87,50%

Sequéncia 13 — patente US8287860 100% 92.00%

Sequéncia 13 Sequéncia 30—patente US8287860 100% 88.00%
Sequéncia 11 — patente US8287860 100% 88.00%
Sequéncia 15 Corresponde ao P.LOXS5 (Capitulo 3)

FONTE: A autora (2021).

A patente US8287860 protege a tecnologia de isolamento, caracterizagao e
expressdao de fragmentos de DNA que codificam as esfingomielinases D de
Loxosceles boneti, Loxosceles reclusa e Loxosceles lateae os seus toxoides. Também
a produgdao de esfingomielinases D ativas e seus toxdides usando meios
recombinantes e o uso das mesmas como um imundégeno para a produgdo, em
vertebrados, de anticorpos neutralizantes do veneno correspondente. Uso de
esfingomielinases D recombinantes como parte de uma matriz de antigeno que pode
ser usada na imunopurificacédo de anticorpos e seus fragmentos ou como parte de
qualquer dispositivo de diagndstico usado para obter confirmacéao clinica de que o
agente causal de envenenamento em um paciente € wuma aranha
do género Loxosceles. A invencéo inclui também vetores moleculares para a
expressao dos fragmentos de DNA, cepas compreendendo os mesmos, que podem
expressar Esfingomielinases D de Loxosceles e métodos para expressao. A patente
US6617156 protege polipeptideos isolados e sequéncias de acido nucleico derivadas
de Enterococcus faecalis que sao uteis no diagnodstico e terapia. A patente
US5955258 protege um material polimérico, sendo totalmente discrepante em relagao
a esta pesquisa. A patente US8431128 protege a tecnologia referente a antigenos
hiperimunes obtidos a partir de Enterococcus faecalis. O presente trabalho propde um
peptideo antibacteriano desenvolvido a partir de proteina do veneno de Loxosceles
intermedia, e inclui em seu espectro agao contra Mycobacterium tuberculosis.
Nenhuma das patentes mencionadas reivindica peptideos derivados especificamente

do veneno de Loxosceles intemedia ou mesmo agao contra M. tuberculosis.
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Os peptideos foram avaliados quanto a homologia, em relagdo a sequéncias
naturais por meio da ferramenta BLASTp na base de dados “Sequéncias de proteinas
nao redundantes (nr)’. A TABELA 3 traz o resultado da busca mostrando as trés

sequéncias naturais com maior similaridade que variou de 72,92 a 96%.

TABELA 3 — SIMILARIDADE COM SEQUENCIAS NATURAIS

Nt]menro c.ia Organismo Cobertura Identidade
sequéncia

Loxosceles intermedia 100% 91,84%
Sequéncia 7 Loxosceles apachea 100% 75,51%
Loxosceles spadicea 97% 72,92%
Loxosceles intermedia 100% 96,00%
Sequéncia 9 Loxosceles arizonica 100% 80,00%
Loxosceles similis 100% 80,00%
Loxosceles intermedia 100% 92,86%
Sequéncia 10 Bacili bacterium 78% 81,82%
Manduca sexta 78% 81,82%
Loxosceles intermedia 100% 96,00%
Sequéncia 13 Loxosceles arizonica 100% 96,00%
Loxosceles intermedia 100% 96,00%

Sequéncia 15 Corresponde ao P.LOX5 (Capitulo 3)

FONTE: A autora (2021).

2 ANALISE EXPERIMENTAL

2.1 SINTESE QUIMICA

Na primeira etapa da analise experimental foi realizada a sintese

automatizada dos cinco peptideos selecionados na etapa in silico. A sintese
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automatizada é baseada na técnica de sintese em suporte solido (MERRIFIELD, 1963)
utilizando o sintetizador automatizado MultiPep Rsi (Intavis). A biossintese de
proteinas nas células ocorre de modo que o grupamento amina, também chamado N-
terminal, do aminoacido de entrada esta ligado ao terminal carboxila © da cadeia de
proteina (N-para-C) (RESENDE, 2016). Na sintese quimica de peptideos ocorre a
adicado de C-para-N, pelo acoplamento do grupo carboxila do aminoacido de entrada
para o N-terminal da cadeia peptidica em crescimento. A adicdo de aminoacidos na
cadeia peptidica em crescimento ocorre de modo preciso, passo a passo, e de forma
ciclica. A sintese quimica, ocorre por sucessivos ciclos de desprotecao e acoplamento.
Com o objetivo de evitar rea¢des secundarias, ramificagées de cadeia ou
encurtamento, grupos quimicos, estao ligados aos grupos reativos de aminoacidos,
protegendo o grupo funcional de reagao inespecifica. Na etapa de desprotecao, os
grupos quimicos “protetores” sdo removidos quimicamente. O acoplamento de novos
aminoacidos ocorre em fungao de reagentes de acoplamento que atuam no grupo
carbonila, formando um intermediario altamente reativo, que é deslocado entre o
grupo amino primario desprotegido no N-terminal da cadeia peptidica em crescimento,
possibilitando o acoplamento do grupo carboxila do aminoacido de entrada, formando
a ligacao peptidica nascente. Na etapa final da sintese, ocorre a clivagem do peptideo
e a remogao dos grupos protetores remanescentes. (RIBEIRO, 2016)

Apos a quantificacdo por meio do kit de analise de proteinas (Thermo
Scientific™ MicroBCA™) obteve-se as concentragdes que variaram de 1,220 a 1,959,
TABELA 4.

TABELA 4 — QUANTIDADE DE PEPTIDEO OBTIDO NA ETAPA DE SINTESE QUIMICA.

Amostra [Mg/mL]
P.1 1959,232
P.2 1328,002
P.3 1439,001
P.4 1220,812
P.5 1804,402

FONTE: A autora (2021).

2.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para os cinco peptideos sintetizados determinou-se a atividade antibacteriana,
pelo método de microdiluicdo em caldo. Foi realizada triagem pelo método de

determinacao da concentragao inibitéria minima (CIM), definido como a concentragao
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mais baixa (em mg | -1) do agente antimicrobiano que impede o crescimento visivel
de um microrganismo. As condi¢cdes experimentais seguiram condi¢cdes definidas por
WIEGAND; HILPERT; HANCOCK, 2008 e sdo dadas na TABELA 5. Com base nos
resultados do teste de CIM, o peptideo P.5 foi selecionado para testagem frente a

outras cepas (para detalhes ver Capitulo 3).

TABELA 5 — CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Escherichia coli Staphylococcus aureus Mycobacterium Mycobacterium

Peptideo Atcc 25922 ATCC 25923 tuberculosis ATCC 25177 tuberculosis H37RV
P R R R R
P.2 R R MIC 64 ug/mL MIC 64 ug/mL
P.3 R R R R
P4 R R R R
P5  CIM32 ug/mL CIM 64 pg/mL CIM 16 pg/mL CIM 16 pg/mL
AMP — CIM 4 INH — CIM 0,125

CLO-CIM8pg/mL  INH - CIM 0,125 ug/mL

Controles ug/mL (Alvo: 4-8 ug/miL) (ponto de corte 0,25 pg/mL)

(alvo 4 pg/mL)

pg/mL (ponto de corte
0,25 pg/mL)

R — Resistente. AMP — ampicilina. CLO - cloranfenicol. INH — Isoniazida.
FONTE: A autora (2021). Referéncia para valores dos controles BrCAST, 2021 e Brasil, 2008.
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CAPITULO 3: PEPTIDEO SINTETICO P.LOX5 COM AGAO ANTIBACTERIANA

RESUMO

A presente invencédo trata de um peptideo, desenhado e avaliado in silico e
sintetizado quimicamente em suporte sdélido. O novo peptideo sintético P.LOX5 SEQ
ID No 1 mostrou acdo bactericida e bacteriostatica contra cocos Gram positivos,
bacilos Gram negativos e Mycobacterium tuberculosis em veiculos de administragao
diversos. Assim sendo, a presente invencgao pleiteia a protecédo do peptideo P.LOX5 a

ser empregado em diferentes formulagdes antibacterianas.

1 RELATORIO DESCRITIVO

1.1 CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao reivindica a sequéncia do peptideo sintético P.LOX5,
SEQ ID No 01 desenhado in silico a partir de uma proteina do veneno de aranha
(Loxoceles intermedia) e seu uso como bactericida ou bacteriostatico contra
bactériascocos Gram positivos, bacilos Gram negativos e bactérias alcool acido

resistente, incluindo Mycobacterium spp.

1.2 FUNDAMENTOS DA INVENCAO E ESTADO DA TECNICA

As bactérias estdo presentes em todos os lugares, objetos inanimados e
organismos Vivos, inclusive em simbiose com seres humanos e animais compondo a
microbiota natural. Alguns microrganismos especificos ou mesmo inofensivos em
ambiente fisioloégico sdo capazes de provocar doenga quando expostos a
determinadas condi¢gdes. Quando o microrganismo € capaz de desencadear o
processo de doenga é denominado patégeno (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

Os patdégenos podem ser classificados de acordo com seu formato e/ou a
composicao da parede celular quando corados por técnicas especificas. Essa
classificagao divide os microrganismos em grupos de importancia clinica, entre eles,

Gram positivos, Gram negativos e organismos alcool-acido resistentes incluindo, por
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exemplo, o género Mycobacterium (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

A parede celular das bactérias Gram-positivas possui uma camada espessa
de peptideoglicano. Além disso, algumas possuem acido teicdico na composig¢ao da
sua parede, componente ndo encontrado em bactérias Gram negativas. Os dois
principais géneros Gram positivos de importancia meédica sdo Staphylococcus e
Streptococcus (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010). No género Staphylococcus existem
espécies como Staphylococcus aureus que apresentam potencial de resisténcia a
antibidticos, como meticilina e vancomicina. Outro género importante dentre os Gram
positivos € Enterococcus. Essas bactérias se destacam nas infecgbes nosocomiais,
principalmente as linhagens resistentes a vancomicina (VRE) (LEVINSON, 2016).

No caso dos microrganismos Gram-negativos, a parede celular € formada por
camada fina de peptideoglicano, e uma membrana celular. Essa membrana contém
na sua composicdo polissacarideos, lipoproteinas e fosfolipideos. E no espaco
periplasmatico, entre a membrana externa e a membrana celular das bactérias Gram
negativas, que se encontram as enzimas capazes de degradar antibioticos, o que
confere aos microrganismos resisténcia aos agentes antimicrobianos (TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2010).

Como exemplos de bactérias Gram negativas pode-se citar aquelas presentes
no trato gastrointestinal, como Salmonella spp. que causa a salmonelose, e
Escherichia coli que causa infecgdes do trato urinario (TORTORA; FUNKE; CASE,
2010).

Entre os bacilos alcool-acido resistentes o representante de maior importancia
clinica € o Mycobacterium tuberculosis causador da tuberculose. Sua parede celular
possui uma fina camada de peptideoglicano e a parede externa € composta por
camadas de acido micolico, um lipideo céreo e hidrofébico (BERTOLLI, 2001).

A resisténcia bacteriana a multiplas drogas é preocupante. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude em seu relatorio de 2018, foram registrados 10
milhées de novos casos de tuberculose, e cerca de 1,5 milhdo de pessoas morreram
da doenga com mais de 500.000 casos resistentes a multidrogas ou extensivamente
resistentes (MARTIN-GARCIA; ESTEBAN, 2021).

Um ponto critico quanto ao tratamento de doencas infecciosas € o
desenvolvimento e introdugdo de novas drogas no mercado, que ocorre de forma
desproporcional ao aumento das taxas de resisténcias a multiplas drogas. Nas ultimas

quatro décadas apenas cinco (05) novas classes de antimicrobianos entraram no
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mercado e foram adicionadas a pratica clinica (GOLAN et al., 2018).

Ao pesquisar sobre o desenvolvimento de medicamentos incluindo
antimicrobianos, percebe-se que a natureza representa uma fonte excepcional para
pesquisas e desenvolvimento de novos compostos com agdes diversas.

Os peptideos antimicrobianos ainda sdo pouco empregados principalmente
na area clinica e sdo alvo do interesse de pesquisadores. Esses peptideos podem ser
de origem natural ou sintética e a maioria dos peptideos age atacando a membrana
plasmatica da célula bacteriana. Desta forma ocorre a morte celular num tempo curto,
0 que levanta a hipétese de que sdo menos propensos a indugao de resisténcia aos
antibioticos convencionais (MEMARIANI et al., 2020).

As defensinas séo peptideos de defesa do hospedeiro, e estdo presentes em
secrecoes de pele e hemolinfa de insetos. Estas poderiam ser outras fontes de
substancias contra bactérias patogénicas. Por exemplo, a pe¢conha de aranhas e
escorpides pode representar fonte a ser explorada para agentes antimicrobianos.

As aranhas do género Loxosceles s&o comuns na América do Sul, incluindo o
Brasil. Seu veneno (ou defensina) foi pouco estudado quanto ao seu potencial
antimicrobiano e desenvolvimento de novas moléculas. As aranhas do género
Loxosceles compreendem cerca de 130 espécies, dentre elas, a Loxosceles
intermedia. Os acidentes causados por esta aranha sao relativamente comuns e
causam reacao local caracterizada por dermonecrose. Em raros casos pode haver
uma reacao sistémica. Em geral o veneno destas aranhas é formado por peptideos e
glicoproteinas de baixo peso molecular (GREMSKI et al., 2014).

O volume de veneno produzido por essa aranha varia em microlitros e contém
de 20 a 200 ug de proteinas no total. A quantidade e conteudo do veneno produzido
dependera de fatores como tamanho, sexo, estado nutricional e fatores ambientais
relacionados a aranha. O grupo ICK compreende a maior parte dos compostos no
veneno de Loxosceles intermedia, isto é, cerca de 95% das toxinas presentes no
veneno (GREMSKI et al., 2014).

Com a explosao dos estudos sobre peptideos antimicrobianos percebeu-se a
necessidade de aprimorar as metodologias até entdo usadas. A identificagcao
experimental € um método caro e demorado, o que impulsionou o desenvolvimento
de ferramentas de triagem in silico como os algoritmos CAMPR3 e AtbPpred,
ferramentas utilizadas nesta pesquisa.

O algoritmo CAMPRS3 fornece informagdes abrangentes sobre peptideos
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antimicrobianos, incluindo a previsao e o recurso de design racional de peptideos
antimicrobianos por meio da substituicdo de residuos de aminoacidos no peptideo de
interesse (MANAVALAN et al., 2019).

AtbPpred é uma ferramenta para a predicdo de peptideos antituberculose
baseado em um modelo de previsdo de duas camadas (WAGHU et al., 2016).

Visando buscar as inovagdes relacionadas a peptideos antimicrobianos
derivados de veneno de aranhas o estado da técnica foi avaliado por meio de busca
de documentos patentarios. As buscas patentarias foram realizadas nas bases de
dados Patentscope e do INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial).

Na base Patentscope, quando realizada a busca por meio do termo “PEPTIDE
[AND] ANTIMICROBIAL [AND] VENOM?”, foram encontradas as patentes
WO/2003/03567 e AU 2002363081, ambas relacionadas a peptideos antimicrobianos
do veneno da aranha Cupiennius salei. O documento WO/2003/03567 trata de um
peptideo inseticida e também bactericida com uma massa molecular de 3.701,25 Da
que foi isolado do veneno de C. salei denominado CSTX-4. Os relatérios ndo divulgam
nenhum dado de sequéncia aminoacidica. De acordo com o documento, a atividade
antimicrobiana para o peptideo CSTX-4 foi determinada por concentragao inibitéria
minima em microdiluicdo em caldo, frente as bactérias E. coli ATCC 25922; S. aureus
ATCC 29213; Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853.

Na mesma base de dados, ao realizar a busca por meio do termo
“‘ANTIBIOTIC [AND] PEPTIDE [AND] VENOM?”, foram encontradas oito (08) patentes.
A patente CN1683399 (KUNMING, 2005) descreve um peptideo do veneno de vespa
com atividade de inibicdo de bactérias, fungos, virus e crescimento de células
tumorais e com a vantagem de n&o apresentar atividade de hemolise. Os autores
reivindicam seu uso na preparacao de medicamentos para o tratamento de doencas
infecciosas microbianas patogénicas e tumorais. Na patente CN1683399 (KUNMING,
2005) o peptideo foi testado frente aos microrganismos E. coli ATCC25922, S. aureus
ATCC 2592, P. aeruginosa CMCCB10104, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
magaterium e Bacillus subitilis. Outro documento (SUZHOU-KANGTAI, 2007)
descreve um peptideo derivado da Vespa magnifica Smith com atividade antitumoral
e antimicrobiana de amplo espectro, testada frente as bactérias E. coli ATCC25922,
S. aureus ATCC 2592 e P. aeruginosa CMCCB10104, também esta descrito seu

meétodo de preparacao e de aplicacao.
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O depdsito CN105456143 (GUANGZHOU, 2016) traz uma esséncia para
remocgao de acne contendo peptideo antimicrobiano de veneno de cobra com base na
atividade antimicrobiana de seus componentes que incluem peroxidase, fosfolipase
A2, toxina de membrana e peptideos antimicrobianos de catelicidina, identificando o
peptideo antibacteriano catelicidina-BF, derivada do veneno da cobra anelada
dourada, com acgao bactericida contra acne. O documento ndo traz uma avaliagao
especifica da atividade antimicrobiana, apenas cita que a acao se da contra o bacilo
da acne.

O peptideo RLL (N.A.U., 2020) do veneno de escorpido tem efeito inibitério
altamente eficaz sobre E. coli, S. aureus, Staphylococcus epidermidis e Salmonella
typhimurium, com atividade hemolitica baixa.

Vejovina (MX/a/2009009090) € um peptideo isolado e purificado do veneno
escorpiao Vaejovis mexicanus que possui componentes neurotdoxicos. A maioria
dessas toxinas apresenta folha 8 pregueada, ligada a uma alfa-hélice anfipatica e um
fragmento emaranhado por pontes dissulfeto. A estrutura tridimensional € formada por
trés ou quatro dessas ligagdes dissulfeto, geralmente com atividade antibiotica. Porém,
€ toxica para organismos diferentes por causarem danos as membranas biolégicas as
quais se ligam. Vejovina mostrou atividade antibidtica contra E. coli, Enterobacter
cloacae, K. pneumoniae e Pseudomonas spp.

O peptideo Css54 (LOURIVAL et al., 2011) foi isolado e purificado do veneno
do escorpidao Centruroides suffusus suffusus. O peptideo foi testado contra P.
aeruginosa, E. coli, E. faecalis, B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis e Candida
albicans.

Existe ainda o peptideo hibrido (POSTAY et al., 2011) e suas variantes,
sintetizado quimicamente a partir de analogos isolados do veneno do escorpido
Hadrurus gertschi e Vaejovis mexicanus (POSTAY et al., 2009) com modificagdes no
que diz respeito ao numero de aminoacidos e a natureza quimica dos mesmos. O
documento ndo traz maiores informagdes em relagdo aos microrganismos em que 0
peptideo foi testado.

Em relacédo a peptideos antimicrobianos derivados de veneno com agao
contra o género Mycobacterium, nenhum documento foi encontrado nas bases de
patentes nacionais e internacionais.

Portanto, o estado da técnica no campo da presente inovagéo indica que

foram desenvolvidas e protegidas formulagdes contendo peptideos, sintéticos ou
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naturais, provenientes de diversas fontes, inclusive do veneno de cobras e escorpides.
Porém, ndo ha trabalhos indicando peptideos sintéticos baseados em proteinas de

aranhas, especialmente da aranha Loxosceles intermedia.

1.3 DESCRICAO DA ABORDAGEM DO PROBLEMA TECNICO

A presente invencao inclui o peptideo sintético P.LOX5 de sequéncia de
aminoacidos (SEQ ID No 01) mimético ao da aranha Loxosceles intermedia e seu uso
como agente antimicrobiano.

Desde a descoberta da penicilina, vém surgindo linhagens bacterianas
resistentes aos antibiéticos disponiveis. O uso indiscriminado destes farmacos ao
longo dos anos contribuiu para o surgimento destas linhagens.

Como alternativa para amenizar esse problema, o comércio de antibioticos
passou a ser controlado por 6rgao regulador, sendo alguns antibioticos limitados ao
uso hospitalar. Surgiram ainda comités voltados ao estudo dos microrganismos frente
aos antibioticos, com o objetivo de padronizar e dar direcionamento no tratamento de
pacientes com doenca infecciosa e no uso coerente destes farmacos pela classe
meédica.

Apesar dos esforgos ao longo dos anos, a resisténcia antimicrobiana esta
cada vez mais presente inclusive em infeccbes na comunidade. Em contrapartida, o
desenvolvimento de novos antimicrobianos € um processo oneroso e lento quando
comparado a evolugdo da resisténcia nos perfis de susceptibilidade de
microrganismos diversos.

Cada vez mais a busca por alternativas se mostra necessaria e com isso se
faz notério o desenvolvimento de peptideos antimicrobianos como uma opg¢ao no
desenvolvimento de novos farmacos.

Esses peptideos podem ser desenvolvidos a partir de sequéncias de
proteinas conhecidas, obtidas por meio de bancos de dados, utilizando algoritmos
especializados em predigcao de atividade antimicrobiana.

Esses peptideos podem ser entdo produzidos por meio de sintese quimica
utilizando equipamentos especializados, sendo possivel a otimizagdo do tempo no
processo de analise e avaliagao destas moléculas.

Os peptideos apresentam ainda a vantagem de em geral serem molécula de

baixa imunogenicidade devido ao tamanho pequeno, o que contribui para a redugao
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de efeitos colaterais quando utilizados como farmacos.

1.4 DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencéao refere-se ao peptideo sintético P.LOX5 (SEQ ID No 01)
derivado de proteina presente no veneno da aranha Loxosceles intermedia
apresentando atividade antimicrobiana.

A utilizacao do peptideo P.LOX5 como antimicrobiano se da preferencialmente
contra espécies de bactérias.

O peptideo foi desenvolvido a partir da triagem in silico das proteinas descritas
no banco de dados Swiss-Prot por meio dos algoritmos CampR3 (WAGHU et al., 2016.)
e AtbPpred (MANAVALAN et al., 2019).

O peptideo foi desenvolvido a partir da predigcao in silico dos peptideos
antimicrobianos presentes na proteina loxtox i2 da familia de proteinas loxtox de
Loxosceles intermedia descrita no banco de dados Swiss-Prot.

O peptideo desenvolvido foi avaliado frente a diferentes espécies de bactérias.
Os resultados obtidos serdo detalhados nos exemplos a seguir, de obtencdo dos
peptideos (exemplos 1 e 2) e avaliagbes de atividade antimicrobiana (3) e de

citotoxicidade (4).

1.4.1 Exemplo 1 — Método para obtengéo e triagem do peptideo

O peptideo foi desenvolvido a partir da predicdo in silico dos peptideos
antimicrobianos presentes na proteina loxtox i2 da familia de proteinas loxtox de
Loxosceles intermedia descrita no banco de dados Swiss-Prot.

A escolha de Loxosceles intermedia se deu pelos fatos de ser um género
amplamente distribuido na América do Sul, a espécie ser bastante comum na cidade
de Curitiba onde foi realizada a pesquisa, e haver deficiéncia de estudos sobre
peptideos antimicrobianos derivados da espécie. O peptideo foi desenvolvido por
meio da predicdo in silico a partir da proteina loxtox i2. Trata-se de um fragmento
composto por 25 aminoacidos com modificagdes nas posi¢coes 11, 12 e 23 o que faz
com que nao seja uma sequéncia natural (SEQ ID No 01).

Foi utilizada primeiramente a ferramenta Predict Antimicrobial region within
Peptides disponivel em CAMPR3 - Collection of Anti-Microbial Peptides

(http://www.camp3.bicnirrh.res.in/index.php), um algoritmo de previsdo de peptideos
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antimicrobianos (MANAVALAN et al., 2019).

Foram realizadas modificagdes nas sequéncias dos peptideos naturais com
objetivo de melhorar a atividade antimicrobiana. As modificagées foram selecionadas
a partir do recurso Rational Design of Antimicrobial Peptides disponivel em CampR3.
Trata-se de um recurso de design racional de peptideos antimicrobianos por meio da
substituicdo de residuos de aminoacidos no peptideo de interesse.

Uma nova triagem especifica foi realizada por meio das ferramentas
AntiTB_MD e AntiTB_RD disponiveis em AtbPpred
(http://thegleelab.org/AtbPpred/index.html) para a predicdo de peptideos

antituberculose baseado em um modelo de previsdo de duas camadas (WAGHU et
al., 2016).

O peptideo selecionado (SEQ ID No 01) foi denominado de P.LOX5.

P.LOX5 foi avaliado quanto a homologia, relacdo da sequéncia de
aminoacidos a outras patentes por meio do algoritmo BLASTp (ALTSCHUL, 1997) na
base de dados “Sequéncias de proteinas patenteadas (pataa)”. A sequéncia com
maior similaridade apresentou 88% de identidade e 100% de cobertura (RODRIGUEZ
et al., 2004).

A TABELA 1 mostra a similaridade com sequéncias patenteadas e traz o
resultado da busca de cinco sequéncias com maior similaridade. N&o existe homologia
com nenhuma sequéncia, sendo o P.LOX5 um novo peptideo ainda nao patenteado,
com diversos aminoacidos modificados a partir da sequéncia natural visando

aumentar a agcao antimicrobiana.

TABELA 1 — Similaridade do peptideo P.LOX5 com sequéncias ja patenteadas.

Descrigao Cobertura Valor de E Identidade
Sequéncia 13 da patente US8287860 100% 5x10-12 88%
Sequéncia 30 da patente US8287860 100% 3x1008 76%
Sequéncia 11 da patente US8287860 100% 3x1008 76%
Sequéncia 28 da patente US8287860 100% 3x10-08 76%
Sequéncia 19 da patente US8287860 84% 5x10-04 71,43%

FONTE: A autora (2021). Dados comparados com patente US8287860 (RODRIGUEZ et al., 2004).

O peptideo artificial desenvolvido P.LOX5 (SEQ ID No 01) foi avaliado quanto

a homologia em relagcdo a sequéncias naturais por meio da ferramenta BLASTp na
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base de dados “Sequéncias de proteinas ndo redundantes (nr)’. A sequéncia com
maior similaridade apresentou 88% de identidade e 100% de cobertura. A TABELA 2
traz o resultado da busca mostrando as cinco sequéncias naturais com maior
similaridade. Nao existe homologia com nenhuma sequéncia, sendo o P.LOX5 um

peptideo n&o natural.

TABELA 2 - Similaridade com sequéncias naturais

Organismo Cobertura Identidade
Loxosceles intermedia 100% 88%
Loxosceles intermedia 100% 88%
Loxosceles intermedia 100% 88%
Loxosceles intermedia 100% 88%
Loxosceles intermedia 100% 88%

FONTE: A autora (2021).

1.4.2 Exemplo 2 — Método para obtengao do peptideo

Foi realizada a sintese automatizada do peptideo P.LOX5 baseada na técnica
de sintese em suporte solido (MERRIFIELD, 1963) utilizando o sintetizador
automatizado MultiPep Rsi (Intavis). A sintese foi realizada em colunas descartaveis
contendo resina derivatizada como suporte soélido e utilizando aminoacidos
modificados com grupos funcionais de protegdo Fmoc.

O peptideo foi quantificado por meio do kit de analise de proteinas (Thermo
Scientific™ MicroBCA™), que é uma formulagcdo de acido bicinconinico compativel
com detergente para a detecg¢ao colorimétrica e quantificacao de proteina total. Uma
adaptacdo do Thermo Scientific ™ BCA Protein Assay Kit. O procedimento foi

realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

1.4.3 Exemplo 3 — Método para determinacio da atividade antibacteriana

A determinagdo da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo, avaliando a taxa de mortalidade celular, frente as linhagens S.
aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 51299, P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli
ATCC 25922 e M. tuberculosis.

A cepa E. faecalis ATCC 51299 é resistente a vancomicina de acordo com

certificado disponivel em www.atcc.org/products/51299.
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Para o coco Gram positivo S. aureus ATCC 25923 e para o bacilo Gram
negativo E. coli ATCC 25922 foi utilizado caldo Mueller Hinton como diluente para o
preparo de uma série de solugdes do peptideo antimicrobiano.

Foram preparadas diluigdes sequenciais usando o método de diluicdo dupla
em uma placa de 96 pocos, sendo que cada pog¢o contém 100 uL da solugao do
peptideo. As concentragdes finais testadas foram 0,25 -0,50-1,0-2,0-4,0-8,0 —
16,0 — 32,0 e 64,0 ug/mL. Para M. tuberculosis foram testadas as concentracdes 8,0
—16,0 — 32,0 e 64,0 pg/mL.

Em seguida, foi adicionado igual volume da solugdo bacteriana na
concentragdo 1x108 células/mL, determinada de acordo com a escala nefelométrica
de Mac Farland. Configurou-se como controle positivo do teste o cultivo (pogo) que
contém suspensao bacteriana, mas nenhum peptideo antimicrobiano.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 h. Passado esse
tempo, para determinacao da viabilidade celular bacteriana por meio de revelador MTT
(3-(4,5-dimethyl-2-thyazolyl)-2,5-diphenyl2-tetrazolium bromide), preparou-se uma
solugao de 5 mg/mL de MTT em agua destilada, adicionou-se 10 uL da solugdo em
cada pocgo e incubou-se a placa protegida da luz por 30 min para S. aureus ATCC
25923 ou E. coli ATCC 25922. Passados 30 minutos foi medido o valor da absorbancia
no comprimento de onda de 585 nm com auxilio de um leitor de microplaca.

Para M. tuberculosis cepa H37Rv utilizou-se caldo Middlebrook 7H9
suplementado com 10% v/v de OADC (acido oleico-albumina-dextrose-catalase)
como diluente para o preparo das solugdes gradientes. As placas foram incubadas a

37 °C por sete dias. Passado esse tempo, para determinagao da concentragao
inibitéria minima por meio de revelador MTT, foi preparada a solugao de 5 mg/mL em
agua destilada, adicionados 10 pL da solugdo em cada pogo e a placa foi incubada
protegida da luz por 24 horas. O valor da absorbancia foi medido a 585 nm com um
leitor de microplaca para determinagao da taxa de mortalidade celular (BRASIL, 2008).

A taxa de mortalidade de E. coli ATCC 25922 foi superior a 50% frente a
P.LOX5 na concentracdo de 16 pg/mL (FIGURA 1). A taxa de mortalidade de P.
aeruginosa ATCC 27853 foi superior a 50% frente a P.LOX5 na concentragéo de 16
pMg/mL (FIGURA 2). Ataxa de mortalidade de S. aureus ATCC 25923 foi superior a 50%
frente a P.LOX5 na concentragao de 32 ug/mL (FIGURA 3). A taxa de mortalidade de
E. faecalis ATCC 51299 foi superior a 50% frente a P.LOX5 na concentracao de 32
Mg/mL (FIGURA4). Ataxa de mortalidade de M. tuberculosis H37RV foi superior a 50%
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frente a P.LOX5 na concentragao de 64 ug/mL (FIGURA 5).

FIGURA 1 — AGAO DE P.LOX5 REPRESENTADA PELO PERCENTUAL DE MORTE CELULAR DE
Escherichia coli ATCC 25922 FRENTE AO PEPTIDEO P.LOX5

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *** representa diferenca estatistica (P<0,0005) em relagdo a concentragéo seguinte.

FIGURA 2 — ACAO DE P.LOX5 REPRESENTADA PELO PERCENTUAL DE MORTE CELULAR DE
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 FRENTE AO PEPTIDEO P.LOX5

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *** representa diferenca estatistica (P<0,0005) em relagdo a concentragéo seguinte.
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FIGURA 3 — ACAO DE P.LOX5 REPRESENTADA PELO PERCENTUAL DE MORTE CELULAR DE
Staphylococcus aureus ATCC 25923 FRENTE AO PEPTIDEO P.LOX5

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *** representa diferenca estatistica (P<0,0005) em relagéo a concentragao seguinte.™*

representa diferenca estatistica (P<0,005) em relagéo a concentragcao seguinte.

FIGURA 4 — ACAO DE P.LOX5 REPRESENTADA PELO PERCENTUAL DE MORTE CELULAR DE
Enterococcus faecalis ATCC 51299 FRENTE AO PEPTIDEO P.LOX5

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *** representa diferenga estatistica (P<0,0005) em relagdo a concentragéo seguinte.
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FIGURA 5 — ACAO DE P.LOX5 REPRESENTADA PELO PERCENTUAL DE MORTE CELULAR DE
Mycobacterium tuberculosis H37RV FRENTE AO PEPTIDEO P.LOX5

FONTE: A autora (2021).

LEGENDA: *** representa diferenca estatistica (P<0,0005) em relag&o a concentragao seguinte.

1.4.4 Exemplo 4 — Método para determinagao da toxicidade celular

Visando identificar uma possivel acao citotoxica da formulacdo contendo o
peptideo P.LOX5, avaliou-se a viabilidade celular pelo método com reagente MTT em
modelo in vitro de linhagem celular HaCat.

Uma aliquota da linhagem celular HaCat mantida a -80 °C foi reativada e
mantida em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Os
cultivos foram incubados a 37 °C em 5% CO2 e atmosfera umida (> 80%).

Para manutencao do cultivo e subcultivo, o meio foi descartado e o cultivo
aderido foi lavado com 10 mL de solugao tampao fosfato-salina (PBS), em seguida,
foram adicionados 3 mL de tripsina a 0,05%, incubando-se a 37 °C por 3 min para
desprendimento das células aderidas na garrafa de cultura. As células foram liberadas
com auxilio de alga. O conteudo do frasco de cultivo foi transferido para um tubo de
centrifuga de 15 mL estéril e centrifugado por 5 minutos a 1.500 rpm, o sobrenadante

foi desprezado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em 1 mL de meio
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RPMI (10% SFB). Semeou-se as células em novas garrafas de cultivo de 25 mL.

Quando as células atingiram até 90% de confluéncia, realizou-se o
desprendimento e contagem celular em camara de Neubauer em microscopio optico.
Foram inoculadas 1x10% células por pogo em microplacas de 96 pogos com volume
final de 100 L por pogo. O cultivo em microplaca foi mantido por 24 horas em estufa
a 37 °C em atmosfera umida com 5% de CO2. Apds as 24 h de incubagao as placas
foram analisadas por microscopia de luz invertida para avaliar se houve crescimento
e aderéncia das células.

Ao atingir o crescimento ideal, o sobrenadante foi retirado e as células
aderidas foram lavadas com solugao tampao PBS a 37 °C. Aos pogos da microplaca
foram adicionados 100 pL de meio RPMI suplementado com 100 uL da solugao do
peptideo ou antibidtico teste para controle da morte celular. Obtendo-se
concentragdes finais de 64 pg/mL, 32 ug/mL, 16 pg/mL e 8 ug/mL. A placa foi incubada
por 24 h.

Ap0s as 24 h de incubacéao e exposi¢cao ao composto alvo, o sobrenadante foi
removido e as células aderidas foram lavadas com PBS a 37 °C. Adicionou-se as
cavidades da microplaca 100 pyL de solugdo de MTT a 5 mg/mL diluido em meio.
Incubou-se por 30 min ao abrigo da luz em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e entdo foram adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO),
homogeneizando-se em seguida. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas
em comprimento de onda de 585 nm.

Calculou-se o percentual de morte celular relativo a uma viabilidade de 100%
para o experimento controle sem tratamento (FIGURA 6). O percentual de morte
celular avaliado mostrou toxicidade inferior a 10% para o peptideo quando aplicado

em células HaCat.
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FIGURA 6 — TOXICIDADE CELULAR DE P.LOX5 REPRESENTADA PELO PERCENTUAL DE
MORTE CELULAR DE CELULAS HaCat FRENTE AO PEPTIDEO P.LOX5

FONTE: A autora (2021).

LEG

ENDA: * representa diferenga estatistica (P<0,05) em relagado a concentragédo seguinte.

1.5 DEFINICOES

O termo “antimicrobiano” ou “antibacteriano” se refere a um agente que
produz efeitos bactericidas ou bacteriostaticos. O termo “bactericida” refere-se a
farmacos que matam bactérias. O termo “bacteriostatico” refere-se a farmacos que
inibem o crescimento da bactéria sem causar a sua morte (GOLAN et al., 2018).

O termo “antibittico” se refere a um produto natural com efeito antimicrobiano
(FRANCO; KRIEGER, 2016).
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2 REIVINDICAGOES

2 Peptideo sintético caracterizado por consistir na sequéncia de amino

acidos SEQ ID No 01, identificado como P.LOX5, produzido por sintese quimica,
biolégica ou recombinante, e que apresenta atividade antimicrobiana.

3 Peptideo de acordo com a reivindicagcao 1, caracterizado por atuar

como agente antibacteriano contra espécies de cocos Gram positivos, bacilos
Gram negativos e alcool-acido resistentes.

4 Peptideo de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado por atuar,

mais especificamente, contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis.
5 Uso do peptideo sintético P.LOXS5 (SEQ ID No 01) de acordo com as

reivindicacbes 1 e 2 caracterizado pela aplicagcdo no tratamento de doencas

infecciosas causadas por patdégenos bacterianos em humanos ou animais.

6 Uso do peptideo de acordo com a reivindicagao 4, caracterizado pela

aplicacado no tratamento de infecgdes bacterianas incluindo-se espécies de
cocos Gram positivos, bacilos Gram negativos e Mycobacterium spp.
7 Uso do peptideo de acordo com as reivindicagbes 4 e 5,

caracterizado pela aplicacdo de forma isolada ou como parte de composi¢des

farmacéuticas em veiculos diversos.
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2 DISCUSSAO GERAL

O presente trabalho utilizou como ferramentas de triagem para busca de
novas substancias bactericidas e bacteriostaticas recursos de bioinformatica. O
levantamento das proteinas foi realizado a partir dos bancos de dados NCBI e Swiss-
Prot. Os dados foram processados utilizando ferramentas online que permitem realizar
triagens direcionadas especificamente ao estudo de peptideos com agéo
antimicrobiana. As ferramentas de bioinformatica trazem como vantagem agilidade e
baixo custo quando comparadas a metodologias experimentais convencionais. Essas
ferramentas permitem também modificacbes a fim de melhorar o desempenho das
sequéncias.

Dentre os peptideos obtidos in silico e que mostravam possivel agao
bactericida e bacteriostatica a sequéncia aminoacidica denominada P.LOX5 mostrou
melhor desempenho de acordo com as analises in silico. Por esta razéo foi
selecionado para dar sequéncia a pesquisa. Ao realizar a analise de similaridade foi
evidenciado que o peptideo ndo possui homologia com nenhuma sequéncia ja
patenteada e depositada em bancos nacionais e internacionais. Foi realizada também
analise de homologia com sequéncias naturais. O peptideo possui cobertura de 100%
em proteinas de Loxosceles intermedia e identidade inferior a 90% como mostrado na
TABELA 2. Os estudos sobre peptideos antimicrobianos de veneno de aranha tiveram
inicio em 1988 de acordo com dados levantados em literatura (YAN; ADAMS, 1998).
A partir de entdo houve descoberta de novos peptideos, totalizando cerca de 44
descritos no total. Com base na literatura, este € o primeiro peptideo com agao
antimicrobiana derivado de proteinas do veneno da aranha Loxosceles intermedia,
popularmente conhecida como aranha marrom, que apresenta atividade
antimicrobiana. E também o primeiro antimicrobiano derivado de veneno testado
contra Mycobacterium tuberculosis.

O peptideo foi desenvolvido a partir da predicdo in silico dos peptideos
antimicrobianos presentes na proteina loxtox i2 da familia de proteinas loxtox. O grupo
loxtox possui como caracteristicas gerais: ser expresso na glandula de veneno das
aranhas do género Loxosceles;, mostrar um nivel significativo de identidade em toda
a molécula com um ou mais representantes do grupo; tem massa molecular entre 30

e 33 kDa; a toxina madura possuir aproximadamente 280 residuos de aminoacidos; e
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exibir acdo biolégica dermonecrética. As diferentes isoformas de toxinas do grupo
refletem o processo evolutivo (KALAPOTHAKISA et al., 2007).

O peptideo P.LOXS5 foi sintetizado quimicamente in vitro e entao testado frente
a diferentes bactérias Gram positivas e Gram negativas. A taxa de mortalidade de E.
coli ATCC 25922 foi superior a 50% frente a P.LOX5 na concentragédo de 16 ug/mL
(FIGURA 1). A taxa de mortalidade de P. aeruginosa ATCC 27853 foi superior a 50%
frente a P.LOX5 na concentracado de 16 pg/mL (FIGURA 2). Ambas as bactérias sao
Gram negativas e possuem membrana externa e uma camada de peptideoglicano
mais fina quando comparadas as bactérias Gram positivas. A taxa de mortalidade de
S. aureus ATCC 25923 foi superior a 50% frente ao novo peptideo P.LOX5 na
concentracao de 32 ug/mL (FIGURA 3). A taxa de mortalidade de E. faecalis ATCC
51299 foi superior a 50% frente a P.LOX5 na concentragcédo de 32 ug/mL (FIGURA 4).
As duas bactérias sdo Gram positivas, possuem uma camada de peptideoglicano
espessa em sua parede celular e ndo possuem membrana externa.

Para M. tuberculosis H37RV, a taxa de mortalidade foi superior a 50% frente
a P.LOX5 na concentracdo de 64 pg/mL (FIGURA 5). Bactérias do género
Mycobacterium sao denominadas alcool-acido resistentes e possuem uma parede
celular rica em lipideos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

Para finalizar, a avaliacdo mostrou que apesar de ser derivado de uma toxina,
o peptideo apresentou baixa citotoxicidade quando testado em células HaCat
(queratindcitos imortalizados).

Os resultados aqui apresentados mostraram que o peptideo sintético derivado
de veneno de L. intermedia é promissor para o tratamento contra bactérias Gram

positivas, Gram negativas e alcool-acido resistentes.
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3 CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel identificar um peptideo com acéao
antimicrobiana derivado do veneno da aranha Loxosceles intermedia contra bactérias
Gram positivas, Gram negativas e, também, com acdo contra o Mycobacterium
tuberculosis.

a) Os bancos de dados NCBI e Swiss-prot permitiram a pesquisa de peptideos

antimicrobianos em fungao do grande repertério de dados de proteinas.

b) Os algoritmos CAMP R3 e AtbPpred sido ferramentas gratuitas com
recursos que permitiram a triagem in silico e a otimizagao de peptideo por
meio do recurso Rational Design of Antimicrobial Peptides disponivel em
CampRa.

c) O peptideo selecionado foi sintetizado quimicamente utilizando o
sintetizador automatizado MultiPep RSi (Intavis) de forma eficiente.

d) O peptideo P.LOX5 mostrou agao antimicrobiana contra bactérias Gram
positivas, Gram negativas e contra M. tuberculosis.

e) O peptideo P.LOX5 ndo € uma sequéncia natural.

f) O peptideo P.LOX5 ndo possui homologia com sequéncias ja patenteadas.

g) O peptideo P.LOX5 mostrou baixa toxicidade frente a linhagem de células
HaCat.

Os dados sugerem que o P.LOX5 tem potencial para o desenvolvimento de

novos agentes terapéuticos contra infecgbes causadas por bactérias, incluindo M.
tuberculosis. Esses resultados ressaltam a importancia de se expandir os estudos
acerca do potencial farmacolégico de peptideos como potenciais agentes
antimicrobianos alternativos aos antibidticos convencionais. Os peptideos sintéticos
possuem ainda como vantagem a possibilidade de triagem e melhorias estruturais por

meio de ferramentas in silico.
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4 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

No presente trabalho foi evidenciada a agdo antimicrobiana de um novo
peptideo. O efeito in vivo e o mecanismo de agao do P.LOX5 podera ser determinado
em nosso estudo futuro. Para a continuidade da pesquisa é necessario compreender
melhor os aspectos quimicos e o mecanismo de acdo do peptideo. E necessario
também o aprofundamento de estudos farmacocinéticos para a perspectiva de

modelos in vivo visando sua utilizagdo como um farmaco em potencial.
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