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RESUMO

Peptideos com caracteristicas anfifilicas e catidbnicas podem ser usados para
o carreamento de farmacos conjugados para regibes acometidas por infeccbes
bacterianas com o objetivo de potencializar sua acao antibiética direta. Contudo, tao
importante quanto esta acdo, € também, a modulacdo da resposta imune do
organismo hospedeiro frente o processo infeccioso neste microambiente. No
presente trabalho, o] peptideo Chim2 (estrutura primaria:
KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWKYM-NH,) foi idealizado como uma quimera peptidica
formada por um dominio que se liga preferencialmente a membranas de células
procaridticas (Chim2a), um sitio de hidrélise enzimética (Chim2b) e um peptideo
agonista do receptor de formil peptideos 2 (FPR2), chamado de Chim2c. Dessa
maneira, o0 peptideo adsorve preferencialmente em membranas de procariotos
carreando uma porcéo capaz de ativar o sistema imune apoés hidrolise da molécula
parental, Chim2, pelo arsenal enzimatico local. Chim2 foi sintetizado e purificado.
Sua estrutura foi investigada e determinada por dicroismo circular (CD) e
ressonancia magnética nuclear (RMN). A hidrolise de Chim2 livre e associado a
membranas modelo foi analisada por espectrometria de massa (MS) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além disso, foram conduzidos ensaios de ativacao
de macréfagos peritoneais murinos (BMDM) e de producdo de ROS em neutrdfilos
humanos para verificacdo do potencial imunomodulador tanto de Chim2, quanto de
seu fragmento, Chim2c. Os dados demonstram que Chim2 €& antimicrobiano e
interage preferencialmente com vesiculas de carga negativa estruturando-se em
hélice-a de Ala3 a Phel4, expondo o restante de sua cadeia como uma cauda
desestruturada, direcionando a hidrolise por enzimas e a liberagdo do fragmento
agonista de FPR2. Foi demonstrado que este fragmento induziu o acumulo de
corpusculos lipidicos em macréfagos de camundongos e a liberacao de interleucinas
imunomoduladoras. Estes dados indicam a viabilidade da estratégia do uso da
adsorcdo em membranas como forma de inducdo de protedlise seletiva em
peptideos e provém informacdes acerca do desenho racional de farmacos que

utilizem estratégia similar, demostrando que peptideos com atividades

Xvii



antimicrobianas e imunomoduladoras podem ser grandes aliados no

desenvolvimento de novos medicamentos.
Palavras-chave: Peptideo Antimicrobiano (AMP); Interacdo Peptideo-Membrana,;

Protedlise; Ressonancia Magnética Nuclear (RMN); Antibidtico; Design de
Farmacos; Imunologia.
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ABSTRACT

Peptides with amphiphilic and cationic characteristics can be used to carry
conjugated drugs to regions affected by bacterial infections in order to enhance their
direct antibiotic action. However, the modulation of the immune response of the host
organism against the infectious process in this microenvironment is also important. In
this work, the Chim2 peptide (primary structure: KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWKYM-
NH,) was idealized as a chimeric peptide composed of a domain which binds itself
preferably to procaryotic cell membranes (Chim2a); an enzymatic hydrolysis site
(Chim2b); and an agonist peptide of the formyl peptide receptor 2 (FPR2),
denominated Chim2c. Thus, Chim2 is preferentially adsorbed on prokaryotes’
membranes, carrying a portion capable of activating the immune system after its
hydrolysis by the local enzymatic arsenal. Chim2 was synthetized and purified, and
its structure was determined by circular dichroism (CD) and nuclear magnetic
resonance (NMR). In addition, murine peritoneal macrophage activation (BMDM) and
ROS production in human neutrophils assays were conducted to verify the
immunomodulatory potential of both Chim2 and its fragment, Chim2c. Data
demonstrate that Chim2 is antimicrobial and preferentially interacts with negatively
charged vesicles, forming an a-helix from Ala3 to Phel4, exposing the rest of its
chain as an unstructured tail, directing hydrolysis by enzymes and the release of the
agonist fragment of FPR2. This fragment induced the accumulation of lipid droplets in
mouse macrophages and the release of immunomodulatory interleukins. These data
indicate the viability of the strategy of using membranes adsorption as a way of
inducing selective proteolysis in peptides and provide information about the rational
design of drugs that use a similar strategy, demonstrating that peptides with
antimicrobial and immunomodulatory activities could be great allies on the

development of new drugs.

Keywords: Antimicrobial Peptide (AMP); Peptide-Membrane Interaction; Proteolysis;

Nuclear Magnetic Resonance (NMR); Antibiotic; Drug Design; Immunology.
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1. Introducao

Algumas proteinas sédo fontes de peptideos encriptados, que ao serem
liberados de suas cadeias proteicas parentais, podem agir em diferentes alvos
moleculares, apresentando variadas atividades biologicas, como atividade
antimicrobiana. Esses peptideos, chamados de peptideos antimicrobianos
intragénicos (IAPs, do inglés Intragenic Antimicrobial Peptides) por nosso
grupo, apresentam propriedades fisico-quimicas semelhantes aos peptideos
antimicrobianos (AMPs) convencionais, e podem ser utilizados para diversos
fins biotecnolégicos como em saude humana, agricultura e conservacdo de
alimentos.t %3487

Os IAPs podem apresentar atividades diferentes de suas proteinas
originais, ou seja, quando retirados de sua matriz proteica, podem
desempenhar atividades distintas da proteina precursora, independentemente
de sua origem." # ** Essas atividades s&o decorrentes de suas caracteristicas
fisico-quimicas, como anfifilicidade, hidrofobicidade, estrutura secundéria,
carga liquida e outras que norteiam a acdo desses peptideos frente a
membranas celulares.> > * # Tais caracteristicas podem ser preditas em um
software chamado Kamal, que busca em grandes bancos de dados de
proteinas, possiveis IAPs que possam ser posteriormente sintetizados e
testados para avaliacdo de suas atividades biolégicas.’ %3

Um exemplo de IAP obtido por essa metodologia foi o Hs02
(KWAVRIIRKFIKGFIS-NH,), um peptideo de carga liquida positiva originado da
proteina miosina ndo convencional-1h, que apresenta significativa atividade
anti-inflamatéria e antimicrobiana e estruturacéo (em hélice-a) na presenca de
membranas.®. Membranas de células bacterianas apresentam carga liquida
negativa, em funcdo da presenca de lipopolisacarideos e &cido teicoico, além
de fosfolipideos negativos, como fosfatidilserina e fosfatidilglicerol.
Diferentemente, células de mamiferos apresentam membrana de carga neutra
devido ao excesso de fosfolipideos zwitteribnicos como fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina.> °

Dados anteriores obtidos por nosso grupo indicam que o peptideo Hs02

interage preferencialmente com membranas de carga negativa e que essa
1



interacdo apesar de forte, é superficial.® Essa caracteristica faz com que o
peptideo possa ser usado como base para o desenvolvimento de um potencial
carreador de farmacos ou de moléculas ativadoras do sistema imune, sendo
direcionado para a regido infeccionada, aumentando sua eficacia e
minimizando efeitos colaterais indesejados e de resisténcia.’* **

Para isso, o peptideo Hs02 teve sua estrutura modificada, sendo
acrescido de dois dominios proteicos adicionais com objetivos distintos. O
primeiro € um sitio de clivagem enzimatica composto por residuos de
aminoacidos especificos para proteases com atividade do tipo tripsina. Além
disso, foi introduzido um segmento que funciona como um “espagador”, com
capacidade de desestruturar o peptideo, permitindo maior liberdade
conformacional. Com isso, o sitio de clivagem fica, idealmente, livre para a
acdo enzimatica.'> > A acéio da enzima no sitio de clivagem promove a
liberacdo do segundo dominio proteico, o qual age como um ativador do
sistema imune. Esse dominio € formado pelo peptideo WKYM-NH;, um
agonista do receptor de formil peptideo 2 (FPR2), receptor este que esta
envolvido em um grande numero de respostas fisiologicas a patégenos, como a
estimulacdo de leucdcitos fagocitarios, quimiotaxia, apoptose e liberacdo de
citocinas.'® 117

Com esse tipo de construcdo em mente, um peptideo de 24 aminoacidos
foi obtido em laboratorio por meio da sintese de peptideos em fase soélida
(SPFS)™®: Chim2 (KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWKYM-NH,), o qual possui trés
regibes distintas que atuam, idealmente, em conjunto para proporcionar o
estimulo do sistema imune em uma situacao de infeccdo bacteriana através de
uma protedlise seletiva induzida por membrana. A primeira regido (Chim2a —
KWAVKIIRKFIKGFIS-) é composta pelo peptideo Hs02, sendo sua Unica
diferenca a troca da arginina 5, por uma lisina, e serve para direcionar o
peptideo a regido infectada devido a sua interacdo preferencial com
membranas bacterianas; a segunda (Chim2b - -GGKR-) é formada por uma
regido espacadora e por um sitio de clivagem enzimatica, permitindo maior
liberdade conformacional e, portanto, livre acesso enzimatico ao sitio hidrolitico

que libera, por ultimo, (Chim2c - -WKYM-NH;) um peptideo imunomodulador



capaz de ativar o sistema imune do organismo pela ativacdo do receptor de
membrana do tipo FPR2."’

Com o peptideo em maos, diversos experimentos foram realizados para
avaliar desde sua interacdo com membranas a liberacdo e quantificacdo da
por¢cdo imunomodulatéria; até a definicdo de sua estrutura tridimensional por
RMN; a também, testes biologicos de acdo inflamatoria, antimicrobiana,
concentracdo inibitéria minima (CIM) e obtencdo de espécies reativas de

oxigénio (ROS).



2. Objetivos

2.1 — Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo geral sintetizar e caracterizar o
peptideo Chim2 para avaliagcdo de sua acado antimicrobiana, de seu padréo de
digestdo enzimética e da capacidade imunomodulatéria de seu fragmento

peptidico Chim2c.
2.2 — Objetivos Especificos

1. Sintetizar, purificar e caracterizar o peptideo Chim2.

2. Avaliar a estrutura secundaria de Chim2 na presenca de vesiculas
unilamelares (LUVs) compostas por dimiristroil fosfatidilcolina (DMPC) e
2:1 DMPC:DMPG (dimiristroil fosfatidilglicerol) por Dicroismo Circular
(CD).

3. Determinar a estrutura tridimensional de Chim2 por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN).

4. Realizar ensaios de digestdo enzimética do peptideo Chim2 na auséncia
e presenca de vesiculas modelo (LUVs) de carga negativa e neutra para
avaliacao da liberacdo de Chim2c mediante tripsinélise.

5. Observar o padrdo de digestdo enzimatica do peptideo por
Espectrometria de Massa (MS).

6. Quantificar a liberacdo do peptideo Chim2c ap6s hidrélise de Chim2 por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

7. Avaliar a acdo antimicrobiana do peptideo Chim2 frente a diferentes
cepas bacterianas.

8. Avaliar a capacidade inflamatéria do peptideo Chim2c através de testes
de ativacdo de macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) de
camundongos e liberagao de interleucinas.

9. Estimar a viabilidade celular em neutréfilos humanos dos peptideos
Chim2, Chim2c e outros peptideos fragmentos através do ensaio de
reducdo de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio).



10.Quantificar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
neutréfilos humanos pelos peptideos Chim2, Chim2c e outros peptideos

fragmentos.



3. Referencial Tedrico

3.1- Peptideos Intragénicos Antimicrobianos (IAPs)

Os peptideos séo biomoléculas formadas por residuos de aminoacidos
que se ligam por meio de ligacdo peptidica. Eles tém ocorréncia natural em
seres vivos, mas também podem ser sintetizados em laboratério. Os peptideos
exercem diversas fun¢des no organismo, desde a atuacdo como horménios até
o papel de protecdo e combate a doencas e organismos patogénicos.®

Dentre esses peptideos, os chamados peptideos antimicrobianos
(AMPs), tem despertado o interesse dos pesquisadores devido as suas
atividades antibidtica, anti-inflamatoéria, antiviral, antifingica e também contra
células cancerosas.” ® ’ Os AMPs sdo produzidos pelo organismo com funcao
de defesa, combatendo diretamente os patdgenos ou as células doentes, ou
mesmo, estimulando o sistema imune para resposta contra a doenca.’

Muitos desses AMPs sdo encontrados em sua forma madura, porém nao
sdo produtos génicos diretos, advindo da protedlise de uma cadeia proteica
parental. Essa observacdo motivou alguns pesquisadores a buscar em cadeias
proteicas maduras segmentos que, quando retirados do contexto de suas
proteinas parentais, apresentam também atividade antimicrobiana. Trata-se de
um fenbmeno conhecido, amplamente, como encriptacdo, ndo sendo esse
restrito somente a atividade antimicrobiana, mas também a diversas outras
atividades biolégicas. Assim, quando liberados, esses peptideos podem

apresentar atividades biol6gicas diferentes de suas proteinas parentais.> % 3+

19, 20, 21, 22, 23, 24

Os peptideos antimicrobianos que se encontram encriptados em uma
cadeia proteica e que, uma vez liberados, podem interagir com diversos alvos
biomoleculares, sdo chamados de Peptideos Antimicrobianos Intragénicos
(IAPs)." %3 Essa nomenclatura ser& usada predominantemente no trabalho em
guestdo, porém, outros nomes sdo encontrados na literatura para eles, como

21, 23

peptideos cripticos, criptoinas® e criptideos®. Os IAPs podem apresentar

uma atividade distinta de sua cadeia proteica original, devido a caracteristicas



fisico-quimicas especificas que governam 0s mecanismos de acao desses
peptideos, possibilitando assim, novas atividades que ndo eram manifestas
quando restritos a estrutura da proteina parental.™: % 3 4 19. 20 21, 22, 23, 24,25, 26, 27,
28

Os IAPs se tornaram um grande campo de pesquisa no desenvolvimento
de farmacos e produtos biotecnolégicos. O leque de fontes proteicas para suas
obtencdes é vasto e explorar a enorme quantidade de proteinas conhecidas na
busca por eles utilizando uma abordagem experimental seria extremamente
trabalhoso, demandando grande quantidade de tempo e dinheiro.

Buscando uma maneira de facilitar essa busca, Brand e colaboradores
descreveram uma nova metodologia para identificar supostos peptideos
antimicrobianos encriptados em proteinas a partir da similaridade fisico-quimica
destes segmentos proteicos especificos com AMPs a-helicoidais provenientes
de bancos de dados.! Utilizando um software chamado Kamal, desenvolvido no
Laboratorio de Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia,”® eles selecionaram e sintetizaram 15 peptideos com
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a AMPs e os testaram para
atividade antimicrobiana. * Os parametros foram sugeridos com base nas
caracteristicas fisico-quimicas necesséarias para os AMPs interagirem com
membranas celulares, como: numero de residuos, hidrofobicidade média,
momento hidrofébico, carga liquida, anfifilicidade, entre outras, parametros que
norteiam os mecanismos de acdo desses peptideos e suas atividades. % > 4
Basicamente, o operador do software efetuou a busca de segmentos
compativeis em cadeias proteicas ja conhecidas, nesse caso em proteinas da
espécie Glycine max (soja), através de parametros fisico-quimicos estipulados,
e entdo, dentro dessas cadeias de proteinas, foram sugeridas sequéncias
peptidicas com essas caracteristicas fisico-quimicas e provavel atividade
similar a AMPs. Dos 15 peptideos sintetizados, 6 apresentaram atividade
inibitéria contra pelo menos um dos patégenos testados. Além disso, esses
peptideos foram testados frente a vesiculas unilamelares grandes (LUVS),
constituidas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), vesiculas de carga neutra, e
uma mistura 2:1 de dimiristoilfosfatidilcolina:dimiristoilfosfatidilglicerol
(DMPC:DMPG), vesiculas carregadas negativamente, por calorimetria de
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varredura diferencial (DSC) e dicroismo circular (CD), para avaliacdo de sua
interagdo com membranas, possibilitando a identificacdo de similaridades nos
modo de interagdo dos peptideos.

O desenvolvimento de uma ferramenta capaz de predizer in silico
estruturas peptidicas baseadas em um banco de dados de proteinas € uma
maneira pratica de obter IAPs de diferentes fontes, ampliando e facilitando
bastante o trabalho do pesquisador.

Ampliando o escopo de IAPs obtidos por essa metodologia, Ramada e
colaboradores apresentaram a identificacdo e as atividades biologicas de
diversos peptideos intragénicos originais de proteinas de plantas de 4
diferentes espécies (Theobroma cacao, Arabidopsis thaliana, Citrus sinensis e
Gossypium raimondii) através da busca orientada desenvolvida pelo software
Kamal.? Da lista de peptideos gerados, 21 foram escolhidos, sintetizados e
testados para avaliagdo de sua atividade antimicrobiana e antifingica e de
interacdo com membranas celulares. A maioria dos peptideos apresentou uma
estrutura ndo definida na auséncia de vesiculas, mas na presenca delas,
praticamente todos se estruturaram em hélice-a, situacdo comumente
observada para muitos AMPs. ° Em relacdo a atividade bioldgica, 16
peptideos demonstraram acdo contra pelo menos um dos organismos
avaliados entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras e fungos
filamentosos.

O desenvolvimento de ferramentas computacionais para descoberta de
peptideos encriptados de diferentes fontes proteicas ganhou popularidade e
diferentes métodos tém sido estabelecidos por outros grupos de pesquisa para
otimizar e aprimorar essa busca.

Pane e colaboradores® desenvolveram um método computacional para
localizar peptideos antimicrobianos catidnicos (CAMPS) contidos em estruturas
proteicas, sendo assim chamados de peptideos cripticos e analisar a estrutura
interna de longos CAMPs, para definir com precisdo um mapa das
caracteristicas moleculares determinantes de sua atividade antimicrobiana. De
maneira resumida, o método consiste em, utilizando uma planilha criada pelos
autores no Microsoft Excel, determinar “pontuacdes antimicrobianas” para
peptideos em cadeias proteicas através de formulas matematicas que levam

8



em consideracao a correlacao entre a poténcia antimicrobiana de um CAMP e
suas caracteristicas fisico-quimicas como carga liquida, hidrofobicidade e
tamanho (quantidade de residuos). Em fung¢édo da pontuacéo atingida, pode-se
localizar e determinar a posicdo destes peptideos antimicrobianos ocultos e
incluindo variaveis especificas de cepas bacterianas, prever, semi-
quantitativamente, a eficacia da atividade antimicrobiana destes peptideos em
qualquer cepa desejada.?® Através do método, os autores identificaram dois
novos peptideos antimicrobianos: um derivado do fator de transcricdo Stf76 de
um plasmideo do reino Archea e um da regido interna da proteina
apolipoproteina E humana.®

Recentemente, Torres e colaboradores®® apresentaram o uso de um
software que, de maneira semelhante ao Kamal, utilizou as caracteristicas
fisico-quimicas necessérias para a acdo de AMPs frente a membranas para
identificar 2603 possiveis peptideos antibiéticos encriptados no proteoma
humano derivados de proteinas ndo relacionadas ao sistema imune. Desses
peptideos, 55 foram sintetizados, caracterizados e testados para acdo contra
bactérias e 35 apresentaram, pelo menos, algum tipo de acdo antibidtica,
demonstrando a efichcia do método computacional e a relevancia dessas
caracteristicas fisico-quimicas para a acéo biolégica dos peptideos.*

Esses dados demonstram que cadeias proteicas variadas de diferentes
fontes podem fornecer IAPs com potencial diversificado e atividades biolégicas
diferentes de sua proteina-mae por apresentarem caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes a AMPs a-helicoidais, sendo, portanto, uma éarea de

enorme potencial para pesquisa.

3.2 - Interacdo de Peptideos com Membranas

As membranas plasméticas sdo formadas, basicamente, por uma
bicamada fosfolipidica anfifilica, na qual as regides hidrofébicas se unem e
deixam os grupos hidrofilicos nas regides interfaciais (para o interior ou exterior
da célula).*? Dentre os fosfolipideos que podem compor essa membrana se
destacam a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilcolina, ambos zwitteriénicos, que
possuem carga liquida neutra, e o fosfatidilglicerol e a fosfatidilserina, os quais

9



apresentam carga negativa.’ Células eucariéticas saudaveis apresentam carga
liguida neutra em sua membrana em funcdo da composicdo majoritaria de
fosfolipideos neutros, enquanto as membranas de microrganismos apresentam
carga negativa, em funcdo do grande percentual de fosfolipideos carregados

negativamente.® 3% 3

Embora existam excecfes, uma carga liquida positiva € vista como
primordial para a atividade antimicrobiana de AMPs e IAPs. % 3 %> 932 Eggeg
peptideos costumam ser ricos em residuos de aminoacidos catibnicos, como
lisina e arginina, possuindo, portanto, uma carga liquida positiva que possibilita
uma interac&o eletrostatica com membranas negativas.® Outros fatores, como a
estrutura secundaria do peptideo e sua anfifilicidade e hidrofobicidade, também
sdo relevantes a interacéo peptideo-membrana.l 234 °

Peptideos podem mudar sua estrutura a partir de sua adsor¢cdo em
membranas. As estruturas secundarias dos peptideos capazes de interagir com
membranas podem ser classificadas em dois grandes grupos: hélice-a e folha-
B. Peptideos que apresentam estrutura em hélice-a, geralmente, se encontram
desestruturados em solucdo e somente se estruturam na presenca de
membranas celulares, diferentemente dos peptideos em folha-f que séao
comumente mais ordenados tanto em solugdo, quanto na presenca de
membranas, devido a restricdes impostas por ligacdes dissulfeto ou ciclizacao
da estrutura do peptideo.® ** A anfifilicidade faz com que os peptideos
cationicos, ao interagirem eletrostaticamente com as membranas negativas, se
estruturem de maneira que a porcao hidrofilica do peptideo figue em contato
com a interface da membrana, enquanto sua porcao hidrofébica interage com a
parte alquilica neutra da bicamada, possibilitando a permeacdo da membrana
pelo peptideo.® ** J4 a hidrofobicidade média é relacionada a proporcédo de
residuos hidrofobicos presentes na cadeia peptidica e € importante para gerar
um equilibrio de cargas no peptideo, otimizando a atividade contra membranas
de patégenos, gerando seletividade e menor toxicidade.® %

Com base nesses conceitos, modelos teoricos de interacdo dos
peptideos com membranas sao sugeridos na literatura, apresentando

diferentes mecanismos de acdo para permeabilizacdo frente a bicamadas
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lipidicas, os quais ressaltam a importancia das caracteristicas fisico-quimicas

para essa interacao (Figura 1). > °

OO0 OO0 &

Figura 1. Modelos de interacdo de AMPs com membrana. Os peptideos catidnicos
interagem eletrostaticamente com a membrana negativa da célula por um mecanismo
chamado carpet model (modelo “carpete” ou “tapete”) no qual, os peptideos positivos
se unem as “cabecgas” negativas dos fosfolipideos da membrana, recobrindo-a. Apos
atingirem uma concentracdo critica, os peptideos podem se inserir na membrana
através dos modelos de: (A) bastdo ou ‘barrel-stave’, (B) detergente ou ‘detergent-like
way e (C) poro toroidal ou ‘toroidal pore’. A cor vermelha do peptideo representa a
parte hidrofilica, enquanto a cor azul, a parte hidrofébica.® ° (Figura modificada da ref.
9).

Na figura 1 é mostrado que AMPs catibnicos interagem com a
membrana negativa eletrostaticamente, se unindo as “cabegas” carregadas dos
fosfolipideos. A partir dai, os peptideos podem se inserir na membrana por
diferentes mecanismos. No modelo bastdo ou ‘barrel-stave’ (A), canais sao
formados através da membrana pelos peptideos que permanecem em contato

com a mesma através de sua regido hidrofébica, permitindo que o “buraco”
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formado permaneca aberto. No modelo detergente ou ‘detergent-like way’ (B),
0s peptideos se intercalam com os grupos polares dos fosfolipideos forcando
uma curvatura da membrana e a posterior formagao de micelas. No modelo
poro toroidal ou ‘toroidal pore’ (C) o peptideo se insere na membrana através
do dobramento da camada através da intercalacdo de peptideos com a regido
polar dos fosfolipideos formando um poro.>°

Além desses modelos, existem outros propostos para 0s mecanismos de
interacdo de peptideos com membrana. Esses modelos sédo variaveis e o
estudo € continuo, pois dependem de fatores como composi¢cdo da membrana
e das relacBes molares entre peptideos e fosfolipideos.*® ¥

A fim de compreender a relagdo entre as propriedades fisico-quimicas
dos peptideos e suas interacdes com membrana, Brand e colaboradores®
evidenciaram a classificacdo dos peptideos descritos em seus trabalhos

anteriores® 2

em determinadas categorias ou clusters. Esse estudo se da
relacionando os peptideos em grupos que apresentam similaridades em sua
interacdo com membranas modelo, por meio de dados obtidos por calorimetria
diferencial de varredura (DSC) com posterior aplicacdo de métodos estatisticos
multivariados.®

As bicamadas lipidicas (L) possuem uma estrutura ordenada na forma
de gel (B8), quando em temperatura baixa, inferior a temperatura de transicdo de
seus fosfolipideos constituintes (Tm). A interagdo da membrana com moléculas
membrano-ativas, como os peptideos antimicrobianos, altera essa estrutura
para uma condicdo mais desordenada (estrutura liquido-cristalina, q),
aumentando a fluidez da membrana. Essa transicdo, PB—La, ocorre
cooperativamente com temperatura de transicdo (Tm) e a variacdo de entalpia
(AH) caracteristica para cada fosfolipideo (Figura 2). Esses parametros podem
ser obtidos por DSC, logo a transicdo provocada pela interacédo
peptideo/membrana pode ser avaliada e fornecer informacdes de como se da

esse modo de interacéo.*

12



Fase gel Fase liquido-cristalina

- " .
: bt a ﬂ -
= 3 - - » P
-~ SEw )
(ORA N o -
- ',"-.'C Y
. < R

Figura 2. Transicdo de fase em membranas fosfolipidicas. (A) Mostra a diferenca
de organizacéo entre a fase gel (8), mais ordenada, para a fase liquido-cristalino (a),
menos ordenada. (B) Apresenta o esquema de transicdo de fase P3 — La mostrando
a temperatura de transicdo (Tm) e a variacdo de entalpia (AH) caracteristicos para
cada fosfolipideo.* (Figura modificada da ref. 4).

Os peptideos causam, entdo, diferentes graus de perturbacdo na
membrana. Efeitos semelhantes na transicdo da fase principal das membranas
indicam um padrao de interacdo similar dos peptideos e demonstram que
esses tém propriedades fisico-quimicas anélogas relevantes para essas
interacdes. Logo, peptideos que interagem com a membrana de formas
parecidas podem ser classificados em grupos de acordo com a similaridade de
suas propriedades.?

No referido trabalho de Brand e colaboradores®, os vinte e um peptideos
estudados no trabalho de Ramada e colaboradores? e mais outros seis AMPs
conhecidos (DS01,* Mag-2a,* Nattererin-1,*° Scaphin-08,** PS-2%? e HSP-04%)
foram analisados por DSC na presenca de LUVs de DMPC e uma mistura 2:1
de DMPC:DMPG e seus resultados submetidos aos métodos estatisticos de
Andlise do Componente Principal (PCA) seguido por uma Analise Hierarquica
de Agrupamento ou ‘Clustering’ (HCA) que definiu a classificacdo deles em 3

diferentes aglomerados ou clusters (Figura 3).2
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Figura 3. Classificacdo dos peptideos em Clusters de acordo com as
semelhancas apresentadas na perturbacdo da transicdo de fase principal das
membranas modelo (vesiculas) analisadas por DSC. O método de PCA foi aplicado
aos dados de DSC e os cinco primeiros componentes principais, que descrevem,
aproximadamente, 87% da variacdo dos dados, foram registrados. Um algoritmo de
HCA foi aplicado nos cinco primeiros componentes principais. (a) Grafico de dispersao
3D das posi¢cbes dos peptideos nos trés primeiros componentes principais. Os clusters
de peptideos foram codificados por cores: Cluster 1 (vermelho), Cluster 2 (verde) e
Cluster 3 (azul). (b) Grafico de constelagdo dos resultados obtidos de HCA que
categoriza os peptideos em grupos discretos. As identidades dos clusters sédo

representadas pelas mesmas cores.? (Figura retirada da ref. 3).

O cluster 1 compreende peptideos que apresentaram a inducdo de
pequenas alteracdes na transicdo da fase principal das vesiculas de DMPC,
porém, com perturbacdo significativa na transicdo de fase de vesiculas 2:1
DMPC:DMPG. J& peptideos dos clusters 2 e 3 apresentaram inducdo de
alteracdes na transicdo de fase das vesiculas de ambas composi¢cdes, tendo
um comportamento termotropico semelhante, sendo sua diferenca, o fato dos
peptideos do cluster 3 induzirem inser¢cdes mais profundas na parte hidrofobica
dos fosfolipideos constituintes da membrana.?

Avaliados para a atividade antimicrobiana, o Cluster 1 ndo apresenta
atividade detectavel, enquanto os Clusters 2 e 3 apresentam atividade média

independente dos tipos de microrganismos utilizados, sendo que 9 desses
14



IAPs, apresentaram resultados comparaveis ou até melhores do que os dos
AMPs de referéncia.’

Todos esses dados apresentados demonstram correlacdo entre o
padrdao de interacdo de IAPs com membranas modelo e a atividade

antimicrobiana desempenhada por esses peptideos.

3.3 — Peptideos membrano-ativos como agentes de acUmulo

preferencial em sitios infeccionados

Com base nos estudos de interacdo de peptideos com membrana e no
método de agrupamento (“clusterizagdo”) estabelecido pelo grupo de pesquisa,
€ constante a busca por novos IAPs e a avaliacdo da relacdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas com suas atividades bioldgicas.

Em um trabalho mais recente, Brand e colaboradores demonstraram a
robustez do software Kamal na busca in silico de IAPs provenientes de cadeias
internas de proteinas humanas, chamados de Homo sapiens IAPs (Hs IAPs).2
A busca foi realizada em 160.000 proteinas e 4 peptideos foram selecionados
para sintese em laboratorio (Hs01, Hs02, Hs03 e Hs04). Todos esses
peptideos sdo anfifilicos, foram avaliados estruturalmente por dicroismo circular
(desestruturados em solucdo e estruturados em hélice-a na presenga de
vesiculas) e tiveram sua interacdo com membranas investigada por DSC. Além
disso, sua atividade antimicrobiana foi testada contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, leveduras e fungos filamentosos. Eles também foram
avaliados quanto a toxicidade e exclusivamente o Hs02, quanto a sua
capacidade anti-inflamatéria.®

Dentre esses peptideos destacou-se o Hs02 (estrutura primaria:
KWAVRIIRKFIKGFIS-NH,), derivado da proteina miosina ndo convencional-1h.
No estudo de interacdo com membranas por DSC, ele apresentou leves
variagbes na transicao de fase principal de LUVs de DMPC, mas perturbagéo
mais significativa para as vesiculas 2:1 DMPC:DMPG. Esse resultado, junto
dos outros Hs IAPs, foram anexados aos dados obtidos para outros 52

I* 3 e submetidos a

peptideos estudados nos trabalhos anteriores de Brand et. a
uma andlise de PCA, para avaliagdo mais ampla e quantitativa, buscando
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similaridades para o perfil de interacdo desses peptideos com membranas em
relagdo a outros peptideos membrano-ativos. Os cinco primeiros componentes
principais foram agrupados pelo método HCA, gerando a Figura 4.°
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Figura 4. Gréafico de constelacdo dos resultados obtidos de HCA para os Hs IAPs

junto aos 52 peptideos estudados por Brand et. al* ®. Os peptideos estio
organizados em 5 clusters de acordo com as seguintes cores: Cluster 1 (vermelho),
Cluster 2 (azul), Cluster 3 (verde), Cluster 4 (verde claro) e Cluster 5 (alaranjado). Os
peptideos Hs03 e Hs04 se encontram no Cluster 5 que perturbam significativamente a
transicdo de fase principal de ambos os modelos de membrana (DMPC e 2:1
DMPC:DMPG), interagindo com suas cadeias alquilicas. Enquanto os peptideos Hs01

e Hs02, se encontram no Cluster 3, que ndo apresentam significativa perturbacdo na

transicdo de fase principal do modelo de membrana de DMPC, mas alteram a do
modelo de 2:1 DMPC:DMPG.?

E observado na figura que o Hs02 altera a transi¢&o de fase principal da
membrana de forma semelhante ao AMP Magainina-2a (Mag-2a), ou seja,

praticamente ndo alteram a transicéo de fase principal das vesiculas de DMPC,
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mas afetam a transicao de fase principal das vesiculas de 2:1 DMPC:DMPG de
maneira superficial, interagindo com a membrana sem causar grandes

perturbacées ou lise da mesma.? *°

Esse tipo de interacdo é interessante, pois demonstra preferéncia por
estruturas fosfolipidicas de carga liquida negativa (LUVs 2:1 DMPC:DMPG),
em funcdo da diferenca eletrostatica proporcionada pela carga positiva do
peptideo. Ela permite também, um posicionamento superficial em relacdo a
membrana fazendo com que porcdes do peptideo se projetem para fora da
regido interfacial da mesma, e assim, o peptideo possa servir de base para o
desenvolvimento de carreadores de farmaco ou de moléculas
imunomoduladoras, como demonstrado na literatura, ' 1244

Chen e colaboradores mostraram a utilizacdo de um peptideo
antimicrobiano conhecido pela afinidade a bactérias denominado UBl2g.41,
conjugado a um antibiético (Cloranfenicol, CAP) (Figura 5), como carreador do
farmaco. O direcionamento do peptideo para a regido infectada facilitou a
entrega do medicamento, e consequentemente, aumentou a eficacia

terapéutica e minimizou os efeitos colaterais indesejados.*°

HN-TGRAKRRMQYNRR

CI,HC
o 0
HN” o

O
AP-UBI.
02N4®—2_/ CAP-UBI29.41
OH

Figura 5. Estrutura da molécula CAP-UBly4. Em vermelho, a estrutura do
antibidtico Cloranfenicol; em azul a sequéncia primaria do peptideo UBl,g4;. (Figura

modificada da referéncia 10).

Para investigar a capacidade de direcionamento do peptideo para o sitio
de infeccdo, os autores acoplaram ao mesmo um composto fluorescente
detectado por infravermelho préximo (ICG02) e testaram em camundongos, in
vivo, para diferentes infec¢cdes bacterianas (Staphyloccocus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). A seletividade do peptideo

modificado (ICG02-UBl,s.41) frente a uma inflamacdo estéril (processo
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inflamatorio que ndo envolve agente microbiano) provocada por LPS (Figura 6)

também foi avaliada.*®

Oh

a S. aureus

Figura 6. Imagens de fluorescéncia de infravermelho préximo dos ensaios de
infeccdo de camundongos por bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa e infecgdo estéril por LPS apds injecdo de
ICG02 e ICG02-UBlye-4¢. Biodistribuicdo de ICG02 em camundongos infectados: (A)
com S. aureus (direita) e LPS (esquerda); (B) com E. coli (direita) e LPS (esquerda);
(C) com P. aeruginosa (direita) e LPS (esquerda). Biodistribuicdo de 1CG02-UBljg.41
em camundongos infectados: (D) com S. aureus (direita) e LPS (esquerda); (E) com E.
coli (direita) e LPS (esquerda); (F) com P. aeruginosa (direita) e LPS (esquerda); (G)

com S. aureus (direita) e E. coli (esquerda).™ (Figura adaptada da ref. 10)
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Na figura, as entradas de A a C mostram a injecdo somente do
fluoréforo, e ndo é observado nenhum acumulo preferencial nas regides
tratadas com bactérias ou com LPS. J4 as entradas de D a F, apresentam a
adicao do peptideo acoplado ao composto fluorescente, mostrando que a partir
de 1 hora a fluorescéncia € distribuida por todo o corpo e que as 4 horas, fica
nitido o acumulo na regido que apresenta a infecgdo bacteriana, mostrando o
direcionamento causado pelo peptideo devido a interacéo especifica deste com
as membranas desse tipo de célula. A entrada G, mostra as duas regides na
presenca de bactérias e 0 acimulo do peptideo modificado em ambas. Devido
a seletividade, segundo os autores, o antibidtico acoplado ao peptideo (CAP-
UBl,9.41) apresentou menor toxicidade as células saudaveis e maior atividade
antibacteriana quando comparado ao antibiético sozinho.*

Levando em consideracdo o que foi mostrado no trabalho de Chen® e
Brand®, o peptideo Hs02 apresenta uma particular forma de interacdo com
membranas e, portanto, possibilidade de ser usado como um portador de
farmacos ou de moléculas ativadoras do sistema imune, interagindo

preferencialmente com células procarioticas.

3.4 — Determinacdo de estruturas peptidicas por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN)

A compreensdo da estrutura adquirida pelo peptideo apos a interacao
com a membrana é de suma importancia para entender a relagdo desta e as
atividades biolégicas acarretadas. Para elucidar melhor essa interacéo,
conhecer a estrutura tridimensional do peptideo € primordial. Para isso pode
ser utilizada a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H), através de experimentos de duas dimensdes: 'H-'H TOCSY (Total
Correlation Spectroscopy) e 'H-'H NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy), dos quais € possivel observar interagdes intra- e interresiduais,
por acoplamentos escalares e espaciais, que fornecem detalhes estruturais do
peptideo em solugdo de membranas mimeéticas através de relacbes
estereoquimicas e conformacionais.*® No experimento de ‘H-'H TOCSY, é
possivel observar a interagdo entre atomos de hidrogénio do mesmo
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aminoacido através de acoplamentos escalares entre 0s spins de cada atomo.
Ja no experimento de 'H-'H NOESY, é possivel observar interacdes entre
atomos de hidrogénio do mesmo residuo, assim como, entre atomos de
hidrogénios de residuos diferentes, com uma distancia de até 5 A, através de
acoplamentos dipolares pelo espaco em funcédo do Efeito Nuclear Overhauser
(NOE).46‘ 47

Um exemplo da utlizagdo da RMN para elucidagdo da estrutura
tridimensional de peptideos foi mostrado por Oh e colaboradores.*® Nesse
trabalho eles apresentam a elucidacdo da estrutura tridimensional por RMN de
dois peptideos antimicrobianos hibridos CA(1-8) - MA(1-12) (estrutura primaria
- KWKLFKKIGIGKFLHSAKKF-NH,) e CA(1-8) — ME(1-12) (estrutura primaria -
KWKLFKKIGIGAVLKVLTTG-NH,). A estrutura tridimensional desses peptideos
foi buscada para avaliar a relagdo da estrutura dos peptideos com sua
atividade antibiética. Eles mostraram que o peptideo CA(1-8) - MA(1-12) possui
uma estrutura em hélice 3/10 com duas voltas combinadas com uma hélice-a
curta na regido N-terminal. Ele possui ainda uma regido espacadora no meio
do peptideo, funcionando como uma dobradica (hinge), que faz com que essa
regido fique dobrada (Figura 7a). Essa estruturacdo parece essencial para a
interacdo seletiva com células procarioticas, em detrimento do peptideo CA(1-
8) — ME(1-12), que possui interacdo tanto com células procaridticas, quanto
eucaribticas, como as de eritrocitos humanos. Isso provavelmente se da pela
estrutura do peptideo, que diferente do outro, possui estruturacdo em hélice-a
na regido C-terminal com cerca de trés voltas e uma estrutura flexivel com uma
volta na regido N-terminal, conectadas por uma regido espacadora, que nos
dois peptideos é formada pela sequéncia Gly9-1le10-Glyll, e desestrutura a

regido que a possui (Figura 7b).
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Figura 7. Representacao em fita da estrutura média restrita minimizada de: (A)
CA(1-8) — MA(1-12) e (B) CA(1-8) — ME(1-12).* (Figura retirada da ref. 48)

O trabalho de Brand e colaboradores® traz a estrutura tridimensional por
RMN do peptideo Hs02 (Figura 8).
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C-
Figura 8. (a) Estrutura de menor energia de Hs02 representada em fita (esquerda)
e sobreposicdo das 10 estruturas de menor energia de Hs02 (direita) na
presenca de micelas DPC-d38. (b) Caracteristica anfifilica do peptideo Hs02. As
caracteristicas eletronicas dos aminoacidos da cadeia lateral sdo apresentadas nas
cores: vermelho para os residuos carregados positivamente; ciano para os residuos
polares e verde para os residuos apolares.® (Figura retirada da ref. 8)

A estrutura do peptideo foi determinada na presenca de micelas DPC-gssg

(dodecilfosfocolina), e com excecao do primeiro residuo de aminoacido (Lys1),
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todos os outros residuos tiveram seus deslocamentos quimicos identificados. A
partir dos calculos do indice de deslocamento quimico (em inglés, CSI) para os
Hy, da cadeia principal, o peptideo apresentou uma estrutura a-helicoidal
anfifilica entre os residuos Ala3-Phel4, destacando-se uma separacao clara
entre uma regido carregada (formada pelos residuos Arg5, Arg8, Lys9 e Lys12)
e outra apolar; e as regides N-terminal e C-terminal, desordenadas, indicando
uma estrutura aleatéria.® Essas caracteristicas estruturais de Hs02
(estruturacado em hélice-a e anfifilicidade) se mostraram relevantes para a acéo
biolégica do peptideo que apresentou uma ampla e potente atividade
antimicrobiana, além de atividade supressora de LPS e anti-inflamatéria.®

Bessa e colaboradores® apresentaram a avaliacdo da atividade
antimicrobiana e antibiofiime do peptideo Hs02 contra véarias cepas de S.
aureus e P. aeruginosa, inclusive, isolados multirresistentes (MDR). Para a
atividade antimicrobiana, eles obtiveram valores de concentragdo inibitoria
minima (CIM) na faixa de 2 a 16 pg.mL™ do peptideo Hs02 contra todas as
cepas, que sao valores baixos e indicativos de acdo antimicrobiana eficaz. Com
relacdo a atividade antibiofilme, eles mostraram que, apesar de Hs02 néo ser
capaz de inibir a formacéo de biofilmes por algumas cepas, ele afetou biofilmes
pré-formados (24 h) reduzindo a viabilidade celular das bactérias de uma
espécie, e também, de duas espécies co-ocorrentes.* Além disso, o peptideo
induziu a rigidez da membrana celular de ambas as espécies bacterianas,
semelhantemente ao antibiético Daptomicina, que € usado em ultimos casos
para o tratamento de infeccbes causadas por patégenos Gram-positivos
multirresistentes.*® °% 5

No geral, esses resultados sugerem a importancia da caracterizacao da
estrutura tridimensional do peptideo, ao interagir com membranas, por sua
relacdo direta com suas atividades bioldgicas. Especificamente, para o
peptideo Hs02, vimos que sua estrutura a-helicoidal anfifilica proporciona uma
atividade antimicrobiana direta contra células procaritticas, em funcdo de sua
interacdo preferencial com membranas carregadas negativamente. Essa
interacdo que € superficial, porém forte, faz com que o peptideo possa ser
usado como um modulo preliminar de direcionamento de membrana para o

desenho racional de moléculas quiméricas. O direcionamento preferencial
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dessas moléculas para regides infeccionadas proporcionaria uma acgao
especifica, aumentando a eficacia do tratamento e minimizando efeitos

colaterais indesejados.

3.5 — Peptideos imunomoduladores mediante a ativacdo de

receptores celulares

Quando um organismo é acometido por uma infeccdo, o reconhecimento
do patdgeno se da, inicialmente, pelos receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) que s&o receptores que reconhecem padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPs), como moléculas bacterianas secretadas ou
ligadas & superficie das células.™® ** A ativacdo destes PRRs leva a uma
resposta inflamatéria e a ativacdo do sistema imune.® Os receptores de formil
peptideos (FPRs) sdo PRRs acoplados a proteina G (GPCR) localizados na
superficie de variados tipos celulares de animais. Tal proteina faz parte de um
grande nimero de respostas fisiolégicas a patdgenos.’ *® °2 A ativacdo dos
FPRs se da por variados agonistas microbianos, estimulando os leucécitos
fagocitarios que se acumulam nos locais de infeccdo e combatem os
microrganismos invasores.' >3 Os seres humanos expressam trés genes FPR:
FPR1, FPR2 e FPR3, que podem apresentar variacbes em suas estruturas
dependendo da regido do corpo em que atuam (FPRL2, FPRh1, FPRh2, etc).™
16, 52, 53

O receptor FPR2 é ativado por uma série de ligantes, que incluem desde
lipideos estruturalmente ndo relacionados a agonistas peptidicos e proteicos,
como o lipideo anti-inflamatdrio, lipoxina A4 e diversos agonistas enddgenos,
como a amiloide sérica A (SAA) e a anexina 1. Ele é ativado também, por
peptideos mitocondriais, neuropeptidios e peptideos antimicrobianos, como o
AMP LL-37, que ao se ligarem com FPR2, resultam em diferentes respostas
intracelulares de uma maneira especifica de acordo com a relagdo ligante-
receptor.’® Acionado pelos ligantes, o receptor FPR2 ativa seus dominios
intracelulares que mediam a sinalizacdo para as proteinas G, que por fim,
acionam varias vias de defesa sinal-dependentes de agonistas como a
fosforilagdo das tirosina quinases citosdlicas, transativacdo do receptor da
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tirosina quinase, fosforilacédo e translocacao nuclear de fatores reguladores da
transcricdo, liberagdo de calcio, producdo de espécies oxidantes, entre
outras.®

Os peptideos da série W atuam como agonistas especificos para o
receptor FPR2, sendo que estes peptideos tem como estrutura base a
sequéncia de aminoacidos WKYM, podendo ter modificagbes em sua cadeia
com a insercéo de outros aminoacidos, '™ 152 53:54.55.56.57 ym potente agonista
de FPR2 dos peptideos da série W é o peptideo WKYMVm, onde ‘m’ é o
enantibmero D- do aminoacido L-metionina. Este peptideo foi isolado de uma
biblioteca de peptideos sintéticos que € formada por sequéncias aleatérias de
hexapeptideos e se liga ao FPR2 com eficiéncia maior do que com 0s outros
receptores (FPR1 e FPR3).1% 16:54.55.58 Eqge peptideo ao se ligar com o FPR2,
ativa as funcdes de neutréfilos e mondcitos, incluindo quimiotaxia, liberacdo de
citocinas e ativacdo da NADPH oxidase.*® A estrutura do receptor FPR2 ligada
ao agonista WKYMVm ja foi publicada (Figura 9).*®

WKYMVm

Figura 9. Estrutura geral do complexo FPR2-WKYMVm. a. Visédo lateral da
estrutura do complexo FPR2-WKYMVm. O receptor FPR2 é mostrado, em geral, na
representacdo em fitas (ciano). Sua regido N-terminal esta colorido em vermelho,

enquanto as algas extracelulares, ECL1, ECL2 e ECLS3, estdo em azul, magenta e

25



verde, respectivamente. O peptideo WKYMVm é representado em modelo de esferas
com os carbonos em laranja. A ligacdo dissulfeto € mostrada como bastdes de cor
amarela. Os limites da membrana séo indicados por blocos de cor cinza. b. Viséo
extracelular da estrutura do complexo FPR2-WKYMVm.®® (Figura retirada da

referéncia 58).

O receptor FPR2 apresenta uma conformag&o estrutural canonica de
sete hélices transmembranas (hélices | - VII) (Figura 9a). Além disso, apresenta
uma ligacao dissulfeto entre a hélice Ill e a segunda alca extracelular (ECL2) e
uma conformacgao -grampo dessa alca, que sao estruturas compartilhadas por
outras GPCRs de peptideos resolvidos de classe A. Na regido extracelular,
referente principalmente a regido N-terminal, a primeira alca extracelular
(ECL1) e ECL2 é formado um tipo de conformagao em “lid”, como uma tampa,
que se fixa no topo da ligacdo do ligante de FPR2 (Figura 9b).%®

Um exemplo do agonismo de WKYMVm quando ligado ao receptor
FPR2 é a inducdo da fosforilacdo da tirosina pelo receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), geracdo de superoxido dependente de
NADPH-oxidase e a atividade da c-Src quinase, em células de cancer de
pulmédo (Ca-Lu-6), fazendo com que os residuos de fosfotirosina fornecam
locais de ancoragem para o recrutamento e o desencadeamento da via STAT3

(via que controla o processo de proliferacéo celular) (Figura 10).° °
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Figura 10. Transativacdo do EGFR dependente de FPR2 exposta ao peptideo
WKYMVm nas células de Ca-Lu-6. Essa acao resulta na fosforilagcdo de residuos de
tirosina, que fornecem locais de ancoragem para recrutamento de moléculas e
desencadeamento da via STAT3. A resposta celular a sinaliza¢éo induzida por FPR2 é

um aumento do crescimento celular.'® (Figura modificada da ref. 16).

Estudos mostram que essa interacdo entre os peptideos da série W e o
receptor FPR2 se da em func&o da estrutura do peptideo. ° 1652 53.54. 55,5657

Wan e colaboradores® sintetizaram diversos analogos do peptideo
WKYMVm e testaram suas atividades frente ao receptor FPR2, para avaliar a
relacdo da estrutura do peptideo com sua capacidade de ativacdo deste. Eles
observaram que a retirada do aminoacido d-Met6 resulta em perda significativa
de atividade, porém, se a remocdo desse aminoacido for em conjunto com a
Val5 o peptideo restante (WKYM) retém a maioria das atividades relacionadas
ao peptideo original. A partir deste, os pesquisadores retiraram os residuos N-
e C-terminais (Trpl e Met4) e constataram uma grande perda de atividade,
concluindo que esses residuos, nessas posi¢cfes, desempenham um papel

fundamental na interacdo com o ligante e na ativacdo do receptor. Além disso,
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eles propuseram que as cadeias laterais dos residuos Trpl e Tyr3 tem um
papel importantissimo na interacdo com FPR2, pois se ligam ao receptor por
meio de interagbes aromaticas. Com isso, constatou-se que o peptideo WKYM
€ capaz de ativar seletivamente FPR2, em detrimento de outros receptores
FPR, em concentragcdes nanomolares e que, portanto, representa uma
estrutura central para a ativac&o deste tipo de receptor.”’

Bufe e colaboradores®® estudando também essa relacdo da estrutura
dos peptideos da série W e sua interacdo com FPR2, afirmaram que o receptor
responde a variacbes do peptideo WKYMVm tolerando alongamentos no N-
terminal em até trés aminoacidos e perda em até dois residuos sem uma forte
diminuicdo da poténcia agonista. Porém, as perdas do terceiro (tirosina) e
qguarto (metionina) residuos, reduz drasticamente a poténcia agonista ao FPR2,
sugerindo que esses aminoacidos sdo necessarios para a interacao receptor-
ligante. Além desses dois residuos, a amidagdo do C-terminal influencia
criticamente a interacdo, pois sua remocao diminuiu drasticamente a poténcia
agonista.’

Esses dados nos mostram que os peptideos da série W, estruturados
basicamente como WKYM-NH,, possuem uma interacdo especifica com os
receptores FPR2 responsaveis por respostas inflamatérias (pré- e anti-) e
imunoldgicas no combate de infeccdes, em geral. Portanto, a utilizacdo desse
peptideo para interacdo com FPR2 e ativacdo do sistema imune, produzindo ou
reforcando um gradiente quimiotatico para migracdo de leucocitos, através do
seu carreamento seletivo para a regido infeccionada, parece ser uma forma

interessante de tratamento a processos infecciosos causados por bactérias.

3.6 — O sitio de clivagem enzimatica para a liberacdo da porcéao

imunomoduladora

A ideia do nosso trabalho é fazer com que o peptideo agonista de FPR2
seja carreado pelo peptideo Hs02 até o sitio da infecgéo, e la seja liberado no
microambiente, sendo necessario, portanto, que entre eles haja uma regiao de

clivagem enzimatica, ou seja, uma regiao propensa a sofrer protedlise.
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Quando o organismo sofre uma infec¢do bacteriana, ele encaminha para
a regido infectada diversas células, como globulos brancos, a fim de combater
0 patdgeno. Muitas enzimas estdo envolvidas em cascatas ativadas pelo
processo inflamatério, sendo entdo abundantes nesses locais de infeccdo.>® As
enzimas, com excecdo de um pequeno grupo, sdo proteinas responsaveis por
catalisar as reacfes das diversas etapas biomoleculares que mantém um
organismo vivo.'? Elas sdo classificadas de acordo com a reacdo que
catalisam. As enzimas chamadas ‘proteases’ catalisam a clivagem hidrolitica
das ligacdes peptidicas. As proteases, assim como as demais enzimas, sdo
especificas para os seus respectivos substratos, clivando ligagdes peptidicas
entre determinados residuos de aminoacidos, tornando previsivel e reprodutivel
essa fragmentac&o.*?

Ramachandran e colaboradores® apresentaram diversos exemplos de
enzimas proteoliticas que agem durante processos inflamatorios em sitios
caracteristicos da enzima tripsina. A tripsina € uma enzima digestiva do tipo
serino protease que hidrolisa especificamente as ligacbes peptidicas dos
residuos de aminoacido arginina e lisina.** ® % Enzimas que atuam nos
mesmos sitios de clivagem da tripsina sdo conhecidas como enzimas do tipo
tryptase-like.'* 62 ©3 % A calicreina humana (KLK) e C3 convertase, enzimas
envolvidas no processo inflamatério e do sistema complemento, necessarias a
imunidade inata do organismo, sdo exemplos de enzimas que apresentam essa
atividade do tipo triptase.®® °® Um outro exemplo desse tipo de atividade foi
apresentado por Lourbakos e colaboradores®” que mostraram que a enzima
RgpB (uma cisteino-protease especifica para arginina) ativa receptores PAR-1
e PAR-2 (receptores ativados por protease) em células epiteliais orais (KB),
causando uma mobilizacao intracelular de célcio, que esta relacionada a um
processo inflamatério (no caso, causada pela bactéria Porphyromonas
gingivalis — Periodontite), através da protedlise de um residuo de arginina nos
dominios extracelulares.®’ As bactérias responsaveis pelo processo infeccioso
também podem contribuir com um arsenal enzimatico no qual as enzimas
podem apresentar esse tipo de atividade triptica como € o caso da protease
Omptin, encontrada na membrana externa de enterobactérias Gram-
negativas.®® ¢ 0
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Os residuos de aminoacidos lisina e arginina se mostram como regides
promissoras no desenho racional de moléculas, ndo s6 por enzimas trypase-
like, mas também por outros tipos de proteases.®* °” ™* Tian e colaboradores’
apresentam o estudo da clivagem oxidativa através da oxidacao catalisada por
metais (MCO) de proteinas do proteoma humano, além de compostos N-a-
acetil e N-formilas, no qual foi demonstrado que as clivagens acontecem
predominantemente, nos residuos de lisina e arginina da cadeia peptidica no
lado da carboxila dos residuos. Eles sugerem que esses resultados
demonstram que, em sistemas bioldgicos, a clivagem dessas moléculas néo &
dada de maneira aleat6ria, como se pensava, mas € provavelmente regulada
por um mecanismo ainda desconhecido com caracteristicas semelhantes a
acao da tripsina.”

Percebe-se, portanto, que um sitio de clivagem enzimatica formado por
residuos de lisina e arginina, parece ser um sitio prolifico para a acdo de
agentes proteoliticos que estdo relacionados a processos inflamatérios para
liberacdo de fragmentos peptidicos que estimulam o sistema imunoldgico.

Além da regido de clivagem, uma regido importante na constru¢do do
peptideo do trabalho em questdo, € a regido que separa nosso médulo que
interage com membranas do nosso peptideo imonomodulador, funcionando
como um espacador que mantém essa regido desestruturada e livre para
receber o ataque enzimatico.

A glicina é o Unico aminoacido que possui como cadeia lateral um atomo
de hidrogénio, fazendo com que ela mantenha poucas intera¢cdes com o0s
outros aminoacidos em uma cadeia peptidica. Além disso, o volume reduzido
da cadeia lateral permite que este apresente angulos diedrais proibidos para
outros residuos. Logo, sua presenca na cadeia peptidica costuma desfavorecer
a estruturacdo da mesma, levando a uma regido com grande liberdade
conformacional.*? 13 48 72 A sequéncia de uma ou mais glicinas na estrutura do
peptideo pode cumprir o papel de espacador desejado, assim como a presenca
de prolina, que é o Unico aminoacido com cadeia lateral ciclica mantendo a
funcdo amina do residuo de aminoacido em uma configuracao rigida, além de
possuir uma barreira de transi¢do da configuracao cis-trans baixa, aumentando
sua liberdade conformacional.** *3
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Sendo assim, no presente trabalho, a construcdo do peptideo Chim2
(KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWKYM-NH,) é dada como uma prova de conceito
do desenho racional de peptideos antimicrobianos e imunomodulatorios (Figura
11). Esta molécula foi desenhada racionalmente para sofrer protedlise
enzimatica de maneira preferencial em seu sitio de clivagem que se encontra
na regido desestruturada pelos aminoacidos espacadores (-GGKRY-, Chim2b),
para que a liberacdo do peptideo agonista de FPR2 (-WKYM-NH,, Chim2c)
ocorra de maneira seletiva ap0s a interacdo entre o peptideo, por meio da
porcdo Chim2a (KWAVKIIRKFIKGFIS-) com a membrana de procariotos. Ou
seja, o impedimento estérico imposto pela interface da membrana ao dominio
Chim2a, ap6s sua adsorcdo em membrana, deve direcionar a acao enzimatica

para o sitio de hidrolise em Chim2b, liberando, por fim, Chim2c para o meio.

Chim2a Chim2b  Chim2c %

r 1 r 1 r 1 4 A
KWAVKIIRKFIKGFIS GGKR WKYM-NH, FPRZ/ \
b i & & Neutréfilos g

2
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Figura 11. A. Estrutura primaria do peptideo Chim2 e seu modo de acéo
esperado. Chim2 (KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWKYM-NH;) foi racionalmente
projetado como uma quimera formada por trés modulos: um modulo N-terminal
membrano-ativo, chamado Chim2a (KWAVKIIRKFIKGFIS-), um médulo espacador
também contendo um dominio de hidrélise de tripsina (-GGKR-), chamado Chim2b, e

um modulo C-terminal (-WKYM-NH,, em vermelho) consistido de um peptideo
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agonista de FPR2 (Chim2c). b. Modo de a¢ao do peptideo Chim2. Esse peptideo foi
projetado para se acumular preferencialmente na superficie das células bacterianas e
passar por uma estruturacdo em hélice espiral no dominio Chim2a expondo o local de
hidrélise ndo estruturado em Chim2b, que, apés a clivagem, libera Chim2c, o agonista
de FPR2 (em vermelho). O peptideo agonista Chim2c deve se difundir do ponto focal
bacteriano e ativar o FPR2 nos neutrdfilos (receptores 7TM em vermelho nas células).

Um dos poucos exemplos desse tipo de protedlise enzimatica
direcionada pela interacdo do peptideo com a membrana encontrado na
literatura é relatado a seguir.

Em bactérias Gram-positivas, polipeptideos séo utilizados como
precursores da formacdo de moléculas que funcionam como feromonios
utilizados pelas bactérias para se comunicarem e regularem suas atividades
como um grupo, processo chamado de Quorum sensing.”® Na espécie
Staphylococcus aureus, o peptideo AgrD é o peptideo precursor para um
feromdnio peptideo autoindutor (AIP) que regula a expressdo de genes de
fatores de viruléncia, possibilitando a comunicacdo entre as células
bacterianas.” O peptideo AgrD se encontra aparentemente desestruturado em
solucdo, porém, na presenca de membranas, possui a regido N-terminal
anfifilica, composta por 18 residuos de aminoacidos, estruturada em hélice-a.**
Essa regido interage com a membrana, como se ancorando a mesma e 0S
outros 28 residuos, desestruturados, ficam livres em conformacdo aleatéria,
como uma cauda (Figura 12a e b; Figura 13a).** Essa quebra de estruturacao
entre a porcdo associada a membrana e a cauda desestruturada se da pela
presenca dos residuos de isoleucina e glicina (Figura 13a). O peptideo AgrD
possui o ferombnio AIP em sua cadeia peptidica entre a regido N-terminal
helicoidal e a regido C-terminal conhecida como sequéncia de reconhecimento.
A liberacdo do AIP se d& pela protedlise realizada pela protease AgrB que
retira a sequéncia de reconhecimento como um peptideo linear gerando uma
tiolactona no fragmento N-terminal. Este intermediario tiolactbnico é
transportado através da membrana para a face exdégena da bicamada e entéo,

uma segunda clivagem libera o feroménio AIP (Figura 13b).**
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Figura 12. Modelo proposto para a interacdo do peptideo AgrD com a
membrana.” (A) Ancoragem no folheto interno da membrana. (B) Ancoragem
através da membrana (transmembranar). E observado que a regido de a-hélice
interage com a membrana deixando a sequéncia desestruturada livre para o ataque da

enzima (Figura modificada da ref. 73).
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Figura 13. (A) Estrutura primaria do peptideo AgrD. Em vermelho, os residuos de
isoleucina e glicina que indicam a regido de quebra de estruturacdo da cadeia. O
cilindro alaranjado representa a sequéncia de hélice-a anfifilica. (B) Esquema da
protedlise de AgrD e da ativagdo da via de deteccdo por AIP. AgrD esta localizado
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na face interna da membrana com a qual interage pela regido anfifilica helicoidal,
mantendo a regido desestruturada livre. A enzima AgrB promove a protedlise de AgrD
liberando a regido C-terminal e ciclizando o AIP em uma tiolactona. O intermediario
tiolactonico é translocado para a face externa da membrana sofrendo uma segunda
protedlise e liberando o AIP. O AIP se liga ativando o receptor AgrC causando a
fosforilagéo do regulador de resposta AgrA, o qual se liga ao promotor P2 que regula a
transcricdo de RNAIlI e a produgédo de todas as quatro proteinas Agr, retomando a

sintese do AIP, e também, ao promotor P3 que regula a producdo do fator de

44
l.

viruléncia através da codificacdo de RNAIIL.™ (Figura modificada da referéncia 44).

Este trabalho apresenta uma nova estratégia na concepcédo de
peptideos antimicrobianos, abrangendo ndo apenas a atividade antimicrobiana
direta por desestabilizacdo da membrana procariota, mas também a exploragcado
do meio enzimatico local para a liberacdo de fragmentos imunomoduladores
através de uma protedlise seletiva induzida pela interacdo preferencial do
peptideo com a membrana procaridtica. A estratégia é semelhante aos
conjugados de peptideo ativado por elastase-colistina recentemente
publicados®, exceto que visa ndo apenas a eliminacdo bacteriana, mas a
modulacdo da resposta imune no microambiente da infeccéo,
semelhantemente a algumas pepducinas’ ou mesmo a peptideos de defesa
do hospedeiro codificados por genes, como o0 peptideo -catelicidina

multifuncional LL-37."°
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4. Metodologia

4.1- Sintese do peptideo Chim2

A sintese do peptideo se deu pelo método da Sintese de Peptideos em
Fase Sélida (SPFS) estabelecido por Chan e White.®

A sintese foi desenvolvida em uma seringa com uma placa sinterizada
no fundo para impedir a perda de resina. A seringa, foram adicionados 220 mg
de resina (Rink Amide AM resin — 0,7 mmol/g), a qual possibilita uma escala de
sintese de 0,15 mmol. Essa resina é o suporte solido no qual o peptideo fica
ancorado para sua sintese. Em seguida, foram adicionados 2 mL de dicloro
metano (DCM), para inchaco da resina, sob agitacdo, durante 30 minutos. Em
seguida, o solvente foi retirado por filtracdo a vacuo, deixando somente a
resina inchada.

Apds essa etapa, partiu-se para a etapa de desprotecdo, que € a
remocdo do grupo protetor da regido N-terminal da resina (Fmoc),
possibilitando que essa regido fique livre para posterior acoplamento do Fmoc-
aminoéacido. Para a desprotecédo, foram adicionados 2 mL de uma solucéo 1:4
de 4-metil-piperidina em N,N-dimetilformamida (DMF). A mistura foi entéo
agitada por 15 minutos e a fase liquida removida por filtracdo a vacuo. Foi
adicionado, novamente, 2 mL dessa solucdo e o processo foi repetido, para
garantir uma melhor eficiéncia na desprotecdo. A fase sdlida foi entdo lavada
com cerca de 4 mL de DMF, seguido de 4 mL de DCM, trés vezes, de maneira
alternada, sempre nessa ordem.

Para a confirmacdo da desprotecdo, foi feito um teste qualitativo
chamado teste de Kaiser, que se baseia na coloracdo dos graos apds a mistura
com alguns reagentes. O teste de Kaiser consiste na retirada de uma pequena
aliquota da resina (alguns grdos) que sao colocados em um tubo de ensaio. A
esse sdo adicionadas 2 gotas de cada uma das seguintes solugcdes: 5% de
nihindrina em etanol (m/v), 80% de fenol em metanol (m/v) e KCN em piridina
(2 mL de 0,001 mM de KCN em 98 mL de piridina). Em seguida, o tubo é
aguecido por 2 minutos em uma temperatura de 120 °C e verifica-se a

mudanca de coloracdo. Se a desprotecdo aconteceu, havera a presenca de
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aminas livres na solucéo, o que faz com que os graos fiquem, comumente, com
uma coloracdo azulada bem escura. Se a desprotecdo ndo aconteceu, 0S
gréos permanecerdo com a coloragdo original, translucidos.

E necessario lembrar que a sintese do peptideo se da, inicialmente, pela
regido C-terminal da cadeia, sendo iniciada pelo dltimo aminoacido da
sequéncia até o primeiro, na regido N-terminal.

Apds a desprotecdo, a proxima etapa consistiu no acoplamento do
aminoacido. O acoplamento foi realizado pela rota sintética DIC/Oxima. Na
seringa foram adicionados 4 equivalentes (0,6 mmol) do Fmoc-aminoacido em
relacdo a resina, com uma massa especifica para cada aminoacido. Todos os
derivados de aminoacidos possuem o N-terminal protegido por um grupo Fmoc.
Em seguida, foram acrescentados 85,3 g de Oxyma Pure, 2 mL de DMF e 93
ML de DIC (N,N-diisopropilcarbodiimida). A quantidade dos reagentes DIC e
Oxima também correspondem a 4 equivalentes da quantidade de resina. A
mistura foi entdo agitada por 1 hora e 30 minutos e a fase liquida removida por
filtracdo a vacuo. Posteriormente, a fase sélida foi lavada exatamente como
descrito para a etapa de desprotecdo. Apos a lavagem, o teste de Kaiser
também foi realizado em cada ciclo, como descrito para a etapa de
desprotecdo, com a pequena diferenca, de que nesta etapa € observado a
presenca de aminas livres, logo a coloracdo observada ndo sera alterada.

Apos o acoplamento do primeiro residuo de aminoacido sao repetidas
todas as etapas de: desprotecado, lavagem, teste de Kaiser, acoplamento do
proximo aminoacido, lavagem, teste de Kaiser, e assim por diante, até a
insercao do ultimo residuo da sequéncia.

ApoOs o ultimo residuo de aminoacido acoplado, a ultima etapa do
processo de sintese é a clivagem. Nesta etapa foi realizada a retirada do
peptideo da resina. Para isso, é realizada novamente uma etapa de
desprotecdo, para a retirada do grupo protetor do ultimo residuo acoplado,
seguida da lavagem. A resina, ainda na seringa, foi entdo seca em uma bomba
a vacuo durante, mais ou menos, 1 hora. Em seguida, foi adicionado a resina,
em um tubo falcon de 50 mL, um “coquetel” de clivagem composto de:
TFA/tioanisol/agua/fenol/etanoditiol, nas razdes, 82,5:5:5:2,5 (v/v). A mistura foi
entdo agitada por 1 hora e 30 minutos. Em seguida, o TFA foi evaporado em
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fluxo de argdnio na capela. Agora sem TFA na mistura, foi adicionado éter
diisopropilico gelado, aproximadamente 20 mL, para precipitagdo do peptideo.
Para recolhimento da fase solida (peptideo + resina) foi utilizada filtracdo
simples com descarte da fase etérea (liquida). A mistura sdlida foi entdo lavada
com uma solucdo de acetonitrila/agua 1:1 (v/v), que solubiliza o peptideo,
deixando a resina retida no filtro.

Ao final de todo o processo, o peptideo solubilizado foi liofilizado (no
Laboratério de Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia) para obtencdo de um sélido branco.

4.2— Purificagcdo do peptideo por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Para garantir a pureza do peptideo, eliminando possiveis residuos e/ou
produtos indesejados de sintese, o peptideo foi purificado por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) no Nucleo de Pesquisa em Morfologia e
Imunologia Aplicada (NuPMIA) da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia. A purificacdo foi realizada no cromatdégrafo Shimadzu (Japao) com
sistema de bombeamento binario (LC-20AR), detector de arranjo de diodo
(DAD, SPD-M20A), injetor manual e sistema de analise e processamento de
dados LabSolutions versdo 5.92. Foi utilizada a coluna preparativa de fase
reversa Jupiter C18 (250 x 21,2 mm, 10 ym, 300 A) da Phenomenex. Foi
utilizada a fase movel composta de acetonitrila + 0,1% TFA e agua + 0,1% TFA
em um fluxo de 10 mL.min™. A concentracdo do peptideo na solucdo era de 20
mg.mL™, sendo injetado 1 mL no aparelho. As corridas tiveram duracdo de 1
hora, com um gradiente de concentracdo variado de seguinte perfil: de 0 a 5
min (5% de ACN +TFA); de 5 a 45 min (5 - 95% de ACN +TFA); de 45 a 55 min
(95 % de ACN +TFA); de 55 a 60 min (5% ACN +TFA). Nos detectores, foram
utilizados os comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm, para monitoramento
do peptideo, que correspondem ao comprimento de onda de absorcdo da
ligagdo peptidica e de absorcdo do anel aromatico das cadeias laterais,
respectivamente. As fracbes com o peptideo foram recolhidas e entéo,
liofilizadas no LEM para obten¢édo de um sélido branco.
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4.3— Determinacdo da estrutura primaria do peptideo por
Espectrometria de Massa (MS)

O peptideo foi analisado por MS para comprovacdo da identidade com
base na razdo massa/carga. Foi utilizado o Espectrometro de Massa MALDI-
TOF/TOF (UltraFlex 3, Bruker Daltonics) do Laboratério de Espectrometria de
Massa (LEM) da Embrapa. O peptideo foi misturado, na proporcédo 3:1, a uma
solucdo matriz de 10 mg.mL™ de Aacido alfa-ciano-4-hidroxicinamico em 50%
(v/v) de acetonitrila e 0,3% (v/v) de TFA. A mistura foi aplicada na placa de
MALDI e seca a temperatura ambiente. O peptideo foi analisado em modo
refletor positivo e o ion precursor foi fragmentado, via LIFT, para a confirmacao

da sequéncia.
4.4— Quantificacdo do peptideo

A quantificacdo do peptideo foi realizada por espectroscopia UV-Vis com
o0 auxilio do espectrofotometro UV-1280 da SHIMADZU do Laboratério NuPMIA
da Faculdade de Medicina da UnB. Uma quantidade do peptideo foi
solubilizada em 1 mL de &agua ultrapura (Milli-Q), e em seguida, 5 uL dessa
solucéo foi diluida em 995 pL de agua ultrapura. A diluicdo é feita com o intuito
de manter os valores de absorbancia dentro do limite superior da Lei de Beer-
Lambert (0,7). Essa solugéo teve a leitura, em triplicata, obtida para o valor de
absorbancia no comprimento de onda de 280 nm. Para o célculo da
concentracdo, foi utilizado o valor de absortividade molar tedrica para a
estrutura primaria do peptideo no valor de 280 nm, obtido pela ferramenta
ProtParam no site do ExPASy Bioinformatic Resource Portal’®, que é de 12490
M?*cm™. Esse valor é o utilizado devido a presenca de dois triptofanos na
estrutura. A média dos valores obtidos no espectrofotémetro foi dividida pelo
valor de referéncia para a obtencdo da concentracdo em pM. Multiplicando-se
essa concentracdo pelo valor de diluicio da solugcdo (200 vezes), a
concentracdo em mM foi obtida.
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4.5 — Obtencédo e quantificacdo das vesiculas unilamelares grandes
(LUVs) de DMPC e 2:1 DMPC:DMPG

As vesiculas foram confeccionadas de acordo com o método
apresentado por Brand®. Para as vesiculas de DMPC (1,2-dimiristoil-sn-glicero-
3-fosfocolina), foi medido 20 mg do fosfolipideo e solubilizado em 2 mL de
cloroférmio (CHCI3). Essa solucao foi completada com mais 20 mL de CHCI; e
seca em rotaevaporador até a formacado de um filme translicido. Esse filme foi
seco por mais 3 h em bomba a vacuo. Apos a secagem, o filme foi solubilizado
em 2 mL de tampéo PBS pH 7,4 (12,12 mM de fosfato de sodio dibasico, 7,88
mM de fosfato de sédio monobésico e 150 mM de cloreto de sédio) e levado
para extrusdo. A extrusdo consiste na passagem forcada das vesiculas por um
filtro de policarbonato. As vesiculas foram extrusadas 19 vezes. Apos a
extrusdo as vesiculas foram quantificadas. A quantificacdo das vesiculas foi
baseada no método estabelecido por Stewart’’. Foi recolhido 20 pL da solucéo
extrusada de vesiculas, em triplicata. O solvente foi evaporado e as vesiculas
solubilizadas em 2 mL de CHCI;. Foi adicionado 1 mL da solucdo de
ferrotiocinato de amonio (27 g de cloreto férrico hexahidratado e 30 g de
tiocianato de aménio em 1 L de &gua) e a mistura submetida a agitagdo em
vortex por 1 min. Em seguida, foi recolhida a fracdo orgéanica e analisada no
espectrofotometro UV-1280 da SHIMADZU do Laboratério NuPMIA da
Faculdade de Medicina da UnB no comprimento de onda de 488 nm. Os
resultados foram aplicados a equacao da reta, obtida previamente para a curva
de calibracdo determinada para o fosfolipideo nas concentracdes de 0, 12,5,
25, 50, 100 e 150 uM para a determinacao da concentracdo. Para as vesiculas
de 2:1 DMPC:DMPG (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoglicerol), 0s
procedimentos foram os mesmos com a diferenca na quantidade de massa
pesada, que levou em consideracdo o fato de que das 20 mg usadas, 66,6%
devia ser de DMPC e 33,3% de DMPG. Os procedimentos de quantificacédo
também foram idénticos com a diferenca que a concentracéo foi determinada a
partir da equacéo da reta obtida para uma curva de calibracdo criada para a
razdo 2:1 DMPC:DMPG, com 0s mesmos numeros de pontos para as mesmas
concentragoes.
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4.6 — Avaliacdo da estrutura secundéaria de Chim2 por Dicroismo
Circular (CD)

A avaliacdo da estrutura secundaria do peptideo Chim2 foi feita por
dicroismo circular na presenca de vesiculas grandes unilamelares (LUVS) de
dimiristroil fosfatidilcolina (DMPC) e uma mistura 2:1 de DMPC:DMPG
(dimiristroil fosfatidilglicerol).

As vesiculas foram usadas para induzir a estruturacéo do peptideo. Para
as andlises, foram preparadas solu¢cdes contendo 40 uyM do peptideo em
tampéo PBS 20 mM em pH 7,4 com diferentes concentragdes de vesiculas: 0,
40, 80, 160, 320, 640, 1280 e 2000 uM. As analises foram realizadas no
espectropolarimetro Jasco J-810 (Jasco International Co., Japdo) no LEM. Os
espectros foram obtidos em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, com janela
espectral de 200 a 260 nm, em um intervalo de 0,2 nm e tempo de resposta de
0,5 s. O acumulo de 4 varreduras foi utilizado para confeccdo dos espectros
finais. A elipcidade residual média (MRE — [B8]) foi calculada com base na

seguinte férmula:’®

8 x 100 x MM

8] =
1°] cxdxn

Onde 6 esté relacionado a elipcidade relativa ao comprimento de onda, MM é a
massa molar do peptideo, ¢ é a concentracdo do peptideo em mg.mL™, d é o
caminho Optico e n o nimero de residuos do peptideo.

A helicidade percentual, que é referente a porcentagem do peptideo que

se estruturou em hélice-a, foi calculada com base na seguinte formula:* 7

([B]222 (amostra) - [B]222 (branco))

Helicidade (%) = 30300
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Onde [B],22 € a elipcidade molar obtida no comprimento de onda de 222 nm.

4.7 — Ensaio de digestao do peptideo Chim2

Os ensaios de digestdo foram realizados para avaliar a clivagem do
peptideo pela enzima tripsina na auséncia e presenca de LUVs de DMPC e 2:1
DMPC:DMPG.

Os ensaios foram realizados no aparelho Thermomixer (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) a temperatura de 37 °C, sob agitacao (400 rpm). Para a
condi¢cdo na auséncia de vesiculas (Condicdo 1), foi adicionado ao recipiente
do ensaio 100 uyM do peptideo para um total de 1 mL de tampé&o TRIS (10 mM
de TRIS-HCI, 100 mM de NaCl) em pH = 8,0, com posterior adicdo de 1 uL de
uma solucdo de tripsina de pancreas bovino da Sigma-Aldrich 2 mg.mL™,
fazendo com que em solugdo tivessem 2 ug de tripsina. Na presenca de
vesiculas de DMPC (vesiculas de carga neutra), as quantidades dos reagentes
permaneceram as mesmas com o acréscimo de 1 mM da solucao de vesiculas
(Condicéo 2). Ja na presenca de vesiculas de 2:1 DMPC:DMPG (vesiculas de
carga negativa), foram realizados dois tipos de experimentos: no primeiro, as
quantidades dos reagentes permanecem iguais as condi¢cdes sem vesicula,
porém, com o acréscimo de 1 mM (razdo de 10:1 fosfolipideo:peptideo) da
solucéo de vesiculas (Condicéo 3); e no segundo, foi realizado um ensaio com
a mesma concentracdo de vesiculas e as mesmas condi¢cdes anteriores,
porém, com 25 uM do peptideo (razao de 40:1 fosfolipideo:peptideo) (condicédo
4). Os ensaios foram realizados, em triplicata, nos tempos de: 0, 15, 30, 60,
120 e 240 minutos, para as condi¢des 1, 2 e 3; e n0OS mesmos tempos, com o
acréscimo do tempo de 480 minutos, para a condicdo 4. Para todas as
condicdes era recolhida uma aliquota de 50 pL da solucdo e imediatamente,
adicionados 10 pL de uma solugéo 3% de TFA em agua para interrupcdo da

acao hidrolitica da enzima.

4.8 — Analise da liberacédo da porcao agonista de FPR2 do peptideo
Chim2 por MS
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As amostras dos ensaios de digestdo descritos no item 4.7 para todas as
condicbes, em todos os tempos, foram analisadas por espectrometria de
massa para comprovagdo da identidade dos fragmentos com base na raz&o
massa/carga. Foi utilizado o MALDI-TOF/TOF (UltraFlex 3, Bruker Daltonics)
do LEM, Embrapa. As amostras foram misturadas, na propor¢cédo 3:1, a uma
solucdo matriz de 10 mg.mL™ de Acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico em 50%
(v/v) de acetonitrila e 0,3% (v/v) de TFA. A mistura foi aplicada na placa de
MALDI e seca a temperatura ambiente. As amostras foram analisadas em

modo refletor positivo.

4.9 - Quantificacdo da liberacdo da porcédo agonista de FPR2 do
peptideo Chim2 por CLAE

O peptideo WKYM-NH,, agonista de FPR2, foi previamente sintetizado e
purificado por nosso grupo de pesquisa (Anexo D — Figuras D1 e D2).

Foi criada uma curva de calibracdo para o peptideo WKYM-NH,, a fim
de servir como referéncia para a resposta do método de digestdo. As amostras
de digestao foram, entdo, analisadas por CLAE para avaliar a quantificagdo do
quanto foi liberado de WKYM-NH, apds a clivagem pela enzima.

Tanto a curva, quanto as amostras foram analisadas no cromatdgrafo
Shimadzu (Japao) com sistema de bombeamento binario (LC-20AR), detector
de arranjo de diodo (DAD, SPD-M20A), injetor manual e sistema de analise e
processamento de dados LabSolutions versédo 5.92 no Laboratério NuPMIA da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia. Foi utilizada a coluna
analitica Vydac 218TP C18 (250 x 4,2 mm, 5 ym). A fase movel era composta
de acetonitrila + 0,1% TFA/agua + 0,1% TFA em fluxo de 1 mL.min™.

Para a confecgéo da curva, foram estabelecidos 7 pontos com a injecéao
do peptideo WKYM-NH, em 6 concentracdes diferentes (um dos pontos é o
ponto zero representado pelo branco — solucdo sem peptideo): 3,125, 6,25,
12,5, 25, 50 e 100 pM. Essas concentracbes foram ajustadas para que o
volume de amostra injetado no aparelho fosse de 50 pL. As corridas tiveram
duracéo de 52 minutos, com um gradiente de concentracdo variado de seguinte
perfil: de 0 a 5 min (5% de ACN + TFA); de 5 a 25 min (5 - 95% de ACN +
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TFA); de 25 a 35 min (95 % de ACN + TFA); de 36 a 37 min (95 - 5% ACN +
TFA) e de 37 a 52 min (5% de ACN + TFA). Nos detectores, foram utilizados os
comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm, para monitoramento do peptideo,
gue correspondem ao comprimento de onda de absorcdo da ligacdo peptidica

e de absorcao do anel aroméatico das cadeias laterais, respectivamente.

4.10 - Determinacédo da estrutura tridimensional do peptideo Chim2
na presenca de micelas de DPC-433 por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN)

Para a analise de RMN o peptideo Chim2 foi solubilizado em 50 mM de
DPC-433 em tampado PBS (pH = 7,00 e H,O/D,O (90:10, v/iv) a uma
concentracdo final de 2 mM. A solucéo, foi adicionado 0,5% de 2,2,3,3-d4-3-
trimetilsililpropionato de sodio (TMSP-44) como padréo interno para referéncia
de deslocamento quimico (0 ppm). Os experimentos foram realizados no
espectrometro Bruker Avance Il HD 600 operado a 600 MHz (14 T) para 'H, a
25 °C. Os sinais de ressonancia do peptideo foram atribuidos através de
experimentos bidimensionais (2D): 'H-'H TOCSY e 'H-'H NOESY. Os
espectros 2D foram adquiridos com 4096 pontos complexos e 512 incrementos
7. O sinal da agua foi atenuado com a sequéncia de pulso denominada
excitation sculpting. Os espectros 'H-'H TOCSY foram obtidos com um tempo
de mistura (mixing time) de 80 ms e os espectros *H-'H NOESY, foram obtidos
com um tempo de mistura de 200 ms. O processamento dos espectros foi
realizado utilizando-se o software NMRFX®® processor e a visualizagédo dos
mapas de contorno, utilizando-se o software CCPNMR® (versdo 2.4). Os
deslocamentos quimicos nos espectros foram atribuidos de acordo com os
procedimentos padrées estabelecidos por Wutrich.*® Os NOEs foram
caracterizados com base na altura dos picos cruzados. As estruturas foram
calculadas usando o software ARIA® (versdo 2.3.1) e CNS® (versdo 1.2). Os
calculos no ARIA foram realizados utilizando protocolos padrdo. Ao final de
cada caélculo, as informacdes de violagbes eram analisadas. Quando os

calculos ndo apresentaram nenhuma violagéo, o conjunto das 10 estruturas de
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menor energia foi escolhido para representar a estrutura 3D do peptideo em

solugéo.

4.11 - Avaliacao da atividade antimicrobiana do peptideo Chim2

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana de Chim2 foi utilizado,
como referéncia, o protocolo M7-A10%* do (CLSI) Clinical & Laboratory
Standards Institute, mais especificamente, o teste de suscetibilidade de
microrganismos diluidos em caldo. Foram utilizadas diferentes concentracdes
de peptideos, em meio Mueller Hinton, variando de 0,5 a 128 pM. Estes foram
testados em ensaios de diluicdo em caldo usando microplacas de 96 pocos de
fundo plano (placas de cultura de tecidos TPP, Merck) com 5 x 10°> UFC.mL™*
(unidade formadora de colénia) de bactérias (indculo inicial) com incubacao a
37 °C por 24 h. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a
concentragdo na qual nenhuma célula foi detectada em microscopia Optica
apos 20 a 24 h de incubacédo. Para determinacédo da concentracdo microbicida
minima (CMM), 10 pL do teste na concentracdo da CIM e duas concentracdes
mais altas foram transferidas para placas de agar Mueller Hinton. Essas placas
foram incubadas a 37 °C de 20 a 24 h. O CMM foi determinado como a
concentracdo na qual nenhuma colénia foi detectada. Todos os testes
consistiram em trés repeticdes bioldégicas com 2 repeticdes técnicas cada. Para
os testes, foram utilizadas as seguintes cepas de bactérias: S. aureus ATCC
25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853. As cepas foram
retiradas da biblioteca de microrganismos da Universidade Catodlica de Brasilia
(UCB) e todos os testes feitos no Laboratorio de Andlise de Biomoléculas do

Programa de Pés-Graduacgdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da UCB.

4.12 — Ensaios de viabilidade celular em neutréfilos humanos - MTT

O peptideo Chim2 teve sua viabilidade celular testada em neutrofilos
humanos. Essas células, a uma concentracdo de 10’ células.mL™, foram
estimuladas com LPS (50 ng.mI™) por 1 h a 37° C. As células foram ento
centrifugadas e adicionadas a tampdo PBS contendo Ca?* e Mg*, a uma
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concentracdo final de 5 x 10° células.mL™. Os peptideos foram adicionados em
diferentes concentracdes e incubados por 2 h a 37 °C. Posteriormente, as
células foram centrifugadas e foi adicionado 350 uL do reagente MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazo6lio) na razdo de 1:10 em PBS
contendo Ca®" e Mg*". As células foram entdo distribuidas em placas de 96
pogos de fundo plano a 100 yL/pog¢o. As amostras foram incubadas por 4 horas
a 37 °C. O detergente foi adicionado a 100 uL/po¢o no topo das células e
deixado durante a noite, no escuro, a temperatura ambiente. As leituras foram
realizadas nos comprimentos de onda de 570 nm e 640 nm usando um leitor de
placas no dia seguinte. Os ensaios de MTT foram realizados em triplicata. O
referido experimento obedeceu a todos os regulamentos éticos relevantes e
teve seu consentimento obtido através da aprovacao do protocolo de estudo
pelo Comité de Etica Regional Médica da Universidade de Edimburgo
(referéncia numero 21-EMREC-041).

4.13 — Ensaios de viabilidade de neutréfilos vivos/mortos

Os neutrofilos foram cultivados em IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's
Media) com 10% de soro autdlogo suplementado com penicilina,
estreptomicina e L-glutamina. As células foram entdo incubadas com LPS (100
ng.ml™) por 1 hora a 37 °C antes da adicéo de estimulos, também por 1 hora.
O peptideo Chim2 foi pré-incubado com tripsina por 30 min a 37 °C para
garantir a clivagem ideal do peptideo. A viabilidade celular foi avaliada por
citometria de fluxo (citbmetro Attune NXT, Thermo Scientific) com coloracdo

viva/morta de violeta zombie (Biolegend, 1:400).

4.14 - Ensaio de viabilidade celular em fibroblastos humanos e teste

de hemolise em eritrécitos humanos

Para os ensaios de viabilidade celular em fibroblastos humano foi
utilizado a célula de fibroblasto humano (Detroit 551) obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil). Essas células foram cultivadas em
meio  DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco BRL, EUA)
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suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor (Gibco, EUA),
uma solucdo antibiética a 1% (10.000 U.mL™ de penicilina e 10 mg.mL™" de
estreptomicina, Sigma-Aldrich, EUA) a 37°C e com 5% de gés carbbnico em
atmosfera umidificada. As células foram cultivadas em placa de cultura de 96
pocos em uma densidade de 3 x 10° células/pogco e mantidas por 24 h. Em
seguida, essas células foram tratadas com peptideo diluido em meio DMEM na
faixa de concentracdo de 4 a 128 yM, em triplicata. Para controle, foram
utilizados meio DMEM e 20% de DMSO (Dimetilsulfoxido). As placas foram
incubadas por 24 e 48 horas e a viabilidade celular foi avaliada pelo método de
reducdo do corante MTT (Sigma-Aldrich, EUA). Apds o tempo de incubacao, o
meio foi removido e 100 uL de uma solugdo de MTT diluida em DMEM (0,75
mg.mL™) foram adicionados em cada poco e incubados por 2 horas a 37 °C.
Para dissolver os sais de formazan produzidos pelas células vivas, foram
adicionados 100 yL de DMSO nos pogos. A absorbancia foi medida usando-se
um leitor de microplacas SpectraMax® Plus 384 (Molecular Devices, EUA) no
comprimento de onda de 595 nm.

Para a realizacdo dos testes de hemoalise, foi utilizado sangue periférico
em EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) (1,8 mg.mL™) obtido de um
doador humano voluntario. O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 1500
rom e os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solucao tampédo 1x PBS a 37
°C. Os eritrocitos suspensos foram ajustados para atingir 5% de células em 1x
PBS. Na sequéncia, 80 pL dessa solugao de eritrécitos foram adicionados a 20
ML de Chim2 diluido em 1x PBS, com concentragdes variando de 1 a 128 pyM.
As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C, até a interrupcdo da reacao
pela adigdo de 100 pL de 1x PBS. As amostras, entdo, foram centrifugadas por
5 minutos a 4700 rpm e o sobrenadante obtido teve sua absorbancia medida
por um leitor de microplacas SpectraMax® Plus 384 (Molecular Devices, EUA)
no comprimento de onda de 550 nm. Os controles negativo (auséncia de
hemolise) e positivo (100% de hemolise) foram fixados, respectivamente, com
1x PBS e Triton-X 100.

4.15 - Biogénese de goticulas lipidicas em macréfagos peritoneais
murinos (BMDM) de camundongos
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As goticulas lipidicas foram quantificadas por citometria de fluxo
conforme descrito na literatura®. Macréfagos peritoneais murinos (BMDM) de
camundongos C57BL/6 foram estimulados com Hs02 ou WKYM-NH; a 10 uM e
incubados por 24 h. Apds, as células foram dissociadas com tripsina (GIBCO),
lavadas com tampao PBS e incubadas com o Bodipy (Sigma Aldrich, 50 nM)
diluido em tampédo PBS por 30 minutos a 4 °C no escuro. As células foram
lavadas duas vezes com tampao PBS, ressuspendidas em 500 yL de PBS e
armazenadas a 4 °C até a leitura por FACS Calibur usando o canal FITC. O
software FlowJo foi usado para plotar os dados e determinar a intensidade de
fluorescéncia mediana (MFI).

4.16 — Ensaios de deteccdo de interleucinas (IL-6 e IL-12) em

BMDMs de camundongos

Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6
foram coletados sob licenca do comité de ética animal da Universidade de
Brasilia, nr. 17/2017. Os macrofagos foram isolados de acordo com a
literatura® e estimulados com Hs02 ou WKYM-NH, a 10 pM e incubados por
24 h. Como controle positivo, as células foram estimuladas apenas com LPS
(500 ng.ml™) durante 24 h. As concentracées de IL-6 e IL-12 (interleucinas 6 e
12) sobrenadantes foram detectadas por ELISA com um kit R&D Systems
(EUA). As placas de microtitulacdo foram revestidas durante a noite a
temperatura ambiente com anticorpo de captura e bloqueadas com Reagente
Diluente durante 1 hora. Amostras diluidas em série foram adicionadas aos
pocos em triplicata e incubadas durante a noite a 4 °C. Apds lavagem extensa,
as células foram incubadas com anticorpo de deteccdo e depois com
Estreptavidina-HRP. Apos a lavagem, a solucdo de substrato foi adicionada e
as placas foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Apos a
adicdo da solucdo de parada, as placas foram lidas no comprimento de onda

de 450 nm usando espectrofotbmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices).

4.17 — Medicédo da atividade da NADPH oxidase em neutroéfilos
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A producdo de espécies radicais de oxigénio (ROS — Radical Oxygen
Species) foi medida indiretamente usando a producédo de quimioluminescéncia
de 5 x 10° neutréfilos por pogo a 37 °C em placas de 96 pocos com grau de
luminescéncia (Nunc) em um leitor de placas Cytation (BioTek). Os neutrofilos
foram primeiro induzidos com TNF-a (Sigma, 20 ng.ml™*) ou LPS (Sigma, 50
ng.ml™) durante 1 hora em PBS™ e depois misturados com 150 uM de luminol
e 18,75 U.ml* de peroxidase de horseradish para a analise da producéo total
de ROS. Os estimulos foram adicionados as células e a luminescéncia foi
registrada imediatamente. Os dados foram obtidos em unidades de luz por
segundo para um total de 2 horas.
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5. Resultados e Discussao

5.1- Sintese, purificacdo e identificacdo do peptideo Chim2

O peptideo Chim2, de estrutura primaria -
KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWKYM-NH, — foi sintetizado pelo método de
sintese de peptideos em fase sélida. A sintese do peptideo comeca pela regido
C-terminal, no qual o primeiro aminoacido € acoplado a resina e 0s outros sdo
adicionados sequencialmente a cadeia peptidica, pela rota sintética
DIC/Oxyma, até o ultimo residuo N-terminal. Alguns residuos apresentaram
certa dificuldade de acoplamento como o llel5 e o Arg8, e foram reacoplados.
O reacoplamento consiste na posterior tentativa de reinsercao do residuo que
nao mostrou um rendimento qualitativo apreciavel (pelo teste de Kaiser) no
acoplamento. Essa dificuldade se da, possivelmente, por impedimento estérico,
ja que esses aminoacidos possuem cadeias laterais volumosas. Apds a etapa
de clivagem e liofilizacdo do peptideo, foi obtido um sélido branco com massa
total de 189 mg.

O peptideo sintético bruto foi levado entdo para a etapa de purificacao
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O cromatograma obtido
pelo método preparativo apresentou um sinal intenso em um tempo de
retencdo (T.R.) de 27,5 minutos que foi recolhido e posteriormente,
caracterizado como o peptideo Chim2 (Figura 14). A presenca de apenas um
sinal de grande intensidade no cromatograma mostra que a sintese do
peptideo foi bem-sucedida, indicando que os acoplamentos tiveram alta
eficiéncia de acoplamento, com poucos subprodutos e a obtencédo do peptideo

com pureza relativa.
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Figura 14. Cromatograma da purificacdo do peptideo Chim2. O pico de
absorbéancia referente ao peptideo apresentou um tempo de retencao (T.R.) de 27,5
min. A fase moével era composta de acetonitrila + 0,1% TFA/agua + 0,1% TFA em um
fluxo de 10 mL.min®. A corrida tinha duracdo de 1 hora, com um gradiente de
concentracdo variando de 0 a 5 min (5% de ACN + TFA); de 5 a 45 min (5 - 95% de
ACN + TFA); de 45 a 55 min (95 % de ACN + TFA); de 55 a 60 min (5% ACN + TFA).

Apbs a etapa de purificacdo, o peptideo teve sua identidade confirmada
por Espectrometria de Massa (MS) do tipo MALDI-TOF/MS. Foi observado que
a massa do peptideo corresponde a massa tedrica esperada (Figura 15). A
massa obtida para o ion precursor [M+H]" foi de 2939,704 Da, enquanto o valor

tedrico calculado é de 2939,69 Da, calculado pelo ProtParam.”
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Figura 15. Espectro de massa (MS) do peptideo Chim2 ap6s a purificacdo por
CLAE ([M+H]" = 2939,704 Da). A andlise foi realizada usando-se um MALDI-TOF MS
(Ultraflex 111, Bruker Daltonics, Germany) operado em modo refletor positivo usando

acido a-ciano-4-hidroxicindmico como matriz.

O ion precursor [M+H]" foi fragmentado e através das séries

complementares y e b, do perfil de fragmentacéo dos ions, a estrutura primaria

foi confirmada. Essas séries resultam da quebra da ligacdo peptidica e se

diferem pela formacéo de ions que retém de maneira diferente o proton H*: a

série b retém o proton na regido N-terminal, enquanto a série y, retém na

regido C-terminal.®® A Figura 16 traz o espectro de fragmentac&o do peptideo.
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Figura 16. Espetro de massa da fragmentacdo do ifon precursor [M+H]" =
2939,704 Da do peptideo Chim2. A sequéncia de aminoacidos da parte superior se

refere aos ions da série y, enquanto a da parte inferior se refere aos ions da série b.

E possivel confirmar a estrutura priméaria de Chim2 pela presenca dos
ions relativos a fragmentacdo da ligacdo peptidica de cada residuo de
aminoacido presente na sequéncia através da série b. A série y apresenta 0s
aminoacidos da cadeia até a Arg20. Isso se da porque uma série pode reter o
préton melhor do que a outra, fazendo com que alguns ions da série
desfavorecida sejam suprimidos. Contudo, 0 espectro evidencia uma riqueza
de ions tanto na por¢cao N- quanto C-terminal, permitindo a verificacdo acurada
da estrutura priméria deste peptideo.

Depois de sua identificacdo, o peptideo foi quantificado por UV-Vis,
através de célculos baseados nas informacées da ferramenta ProtParam,’®
descritos na metodologia. Para ensaios posteriores, foi feita uma solucéo
estoque a uma concentracao de 7,654 mM, a qual foi mantida congelada a -20

°C até a execucao dos experimentos.
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5.2— Avaliagdo da estrutura secundéaria de Chim2 por Dicroismo
Circular (CD)

Buscando compreender a estruturacdo do peptideo Chim2 na presenca
de vesiculas (LUVs de DMPC, carga neutra e 2:1 DMPC:DMPG, carga
negativa), foram realizados experimentos de dicroismo circular (CD). Vesiculas
dessas composi¢cdes foram escolhidas pois servem de modelo para células
eucarioticas (neutras) e procarioticas (negativas). A concentracéao de 40 uM do
peptideo foi usada para as condigfes na auséncia e presenca de vesiculas. Na
auséncia de vesiculas, o peptideo ndo demonstrou estruturacdo, pois
apresentou sinal negativo proximo a 200 nm, perfil caracteristico de estruturas
aleatérias’® (Figura 17, linha marrom). Na presenca de vesiculas de 2:1
DMPC:DMPG, vesiculas de carga negativa, 0 peptideo apresentou
estruturacdo na forma de uma hélice-a (Figura 17b). E possivel observar essa
estruturacdo pelo surgimento de minimos em 208 e 222 nm, a partir da
concentracdo de 1280 uM (linha roxa). A banda negativa no valor proximo de
208 nm, se refere a transicdo Te—T, e a proxima a 222 nm, se refere a
transicdo n—1*, que sdo bandas caracteristicas de estruturas em hélice-a
(Figura 17b).”® Na presenca de vesiculas de DMPC, vesiculas de carga neutra,
ndo é possivel observar alguma estruturacdo do peptideo para as mesmas
concentracbes de vesiculas (Figura 17a). Vé-se que todas as bandas do
espectro, até mesmo as em altas concentracdes, permanecem com o peffil
semelhante a banda do peptideo na auséncia de vesiculas (linha marrom),

quando o peptideo se encontra nao estruturado em solucgao.
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Figura 17. (A) Espectros de dicroismo circular (CD) do peptideo Chim2 na
presenca de vesiculas de DMPC em diferentes concentracdes. (B) Espectros de
dicroismo circular (CD) do peptideo Chim2 na presenca de vesiculas 2:1 de
DMPC:DMPG em diferentes concentracfes. A legenda indica as diferentes
concentracdes de vesiculas que foram utilizadas no teste e suas respectivas cores: 0
MM (marrom), 40 uM (violeta), 80 uM (verde), 160 uM (ciano), 320 pM (azul), 640 pM
(bege), 1280 UM (roxo) e 2 mM (verde claro).

Esses resultados indicam que o peptideo Chim2 interage,
preferencialmente, com vesiculas de carga negativa (2:1 DMPC:DMPG),
demonstrando que essa interacdo apresenta forte componente eletrostatico, o
qual garante a adsorcao preferencial do peptideo neste tipo de vesicula. Essa
conclusdo é corroborada pelos dados de helicidade percentual obtido para o

peptideo em vesiculas de ambas as composicfes estudadas (Tabela 1).

Tabela 1. Dados de helicidade percentual do peptideo Chim2 na presenca de
LUVs de DMPC e 2:1 DMPC:DMPG nas concentragdes de 0 e 2 mM.

Conc. LUVs 0mM 2 mM
Chim2 % Hélice (DMPC) 4 13
Chim2 % Hélice (2:1 DMPC:DMPG) 4 55

Na tabela, € possivel observar que o peptideo, na auséncia de vesiculas
(concentracdo de 0 mM), apresenta um percentual de hélice pouco significativo
em tampao, na faixa de 4%. Na presenca de vesiculas de DMPC a 2 mM, a
estruturacdo permanece baixa atingindo 13% de hélice-a, mostrando que para
esse tipo de vesiculas neutras, a estruturacdo acontece, mas de maneira
pouco pronunciada. Porém, para as vesiculas de 2:1 DMPC:DMPG a 2 mM, é
obtida uma estruturacdo de mais de 50% do peptideo em hélice-a (55%),
mostrando uma preferéncia pela estruturacdo na presenca de vesiculas com
carga negativa. Isso vai ao encontro dos dados de dicroismo circular e

helicidade percentual do peptideo Hs02 (Figura 18).
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Figura 18. a. Espectros de dicroismo circular (CD) do peptideo Hs02 na presenca
de vesiculas de DMPC em diferentes concentra¢cdes. b. Espectros de dicroismo
circular (CD) do peptideo Hs02 na presenca de vesiculas 2:1 de DMPC:DMPG em
diferentes concentracbes. A legenda indica as diferentes concentragbes de
vesiculas que foram utilizadas no teste e suas respectivas cores: 0 uM (marrom), 80
UM (violeta), 160 uM (verde), 320 uM (ciano) e 2 mM (azul). c. Helicidade percentual
de Hs02 em funcéo da concentragdo de vesiculas (LUVS).

E possivel observar que o peptideo Hs02 no se estruturou na auséncia
de vesiculas, porém, apresentou conformacao a-helicoidal na presenca dos
dois tipos de vesiculas, tanto as de carga neutra (DMPC), quanto as de carga
negativa (2:1 DMPC:DMPG), com 0s sinais negativos caracteristicos em 208 e
222 nm e o pico positivo em torno de 190 nm (Figuras 18a e 18b). Contudo,
percebe-se que o peptideo se estrutura mais na presenca de vesiculas de
carga negativa do que neutras (Figura 18c). Por exemplo, na concentragcao de
320 uM de vesiculas 2:1 DMPC:DMPG (8:1 relagéo lipideo:peptideo) quase
40% da estrutura a-helicoidal te6rica maxima para Hs02 foi atingida, sendo que
para vesiculas feitas exclusivamente de DMPC na mesma concentracao,

apenas 22% (Figura 18c). Em proporcbes menores de lipideo:peptideo
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(concentragdes de 80 e 160 uM), essa preferéncia pela maior estruturacdo em
vesiculas negativas permanece. No entanto, apés a adicdo de 2 mM de DMPC
ou 2:1 DMPC:DMPG (50:1 razdo lipideo:peptideo), o Hs02 se encontra
aproximadamente 45% estruturado em hélice-a para ambas as composicdes
de membrana, indicando que, para este peptideo, a seletividade em relacdo as
membranas carregadas negativamente pode ser perdida em propor¢gdes mais
altas de lipideos:peptideos. Esses resultados sugerem, portanto, que Hs02
possui uma capacidade discriminatoria dependente da concentracdo em
relacdo a membranas carregadas negativamente e além disso, confirmam
observacdes prévias de que Hs02 interage superficialmente com membranas®
e pode ser usado como um médulo preliminar de direcionamento de membrana
para o desenho racional de moléculas quiméricas.

Sabendo que a regido Chim2a (KWAVKIIRKFIKGFIS-) do peptideo
Chim2 é o peptideo Hs02 (KWAVRIIRKFIKGFIS-NH,), tendo apenas a troca
ArgbLys, a estruturacdo em hélice-a da cadeia de Chim2, provavelmente,
acontece nessa regido, fazendo com que a mesma possa interagir com a
membrana, e o restante do peptideo permaneca desestruturado. E interessante
ressaltar que a introdugdo dessa “cauda”, equivalente as regides Chim2b e
Chim2c (-GGKRWKYM-NH,) ao peptideo Chim2a, gerando o peptideo Chim2,
aumentou, aparentemente, sua seletividade por membranas negativas em
relacdo as neutras. Tal observacao é fundamentada pela helicidade percentual
baixa, de 13%, para esse peptideo na presenca de vesiculas de DMPC na
concentragdo de 2 mM, como mostrado na Tabela 1, diferentemente do
peptideo Hs02 que apresentou uma helicidade de ~45% nessa condicdo. Ja
para essa mesma concentracdo ha presenca de vesiculas de 2:1
DMPC:DMPG, Chim2 teve uma helicidade percentual de 55% contra 45% de
Hs02.

5.3 Determinacdo da estrutura tridimensional do peptideo Chim2

em micelas de Dodecilfosfocolina (DPC-433) por Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN)
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Para obter uma melhor compreensao da interacdo a nivel atdbmico do
peptideo Chim2 com membranas, estudos estruturais foram realizados por
meio da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), em solucdo. A
resolucdo da estrutura tridimensional do peptideo colabora para o
entendimento do modo de interagdo com membranas, pois fornece dados
sobre as possiveis conformacges do peptideo que sao significativas para essa
interacdo.*> 4

Para a determinacéo da estrutura do peptideo Chim2 foram obtidos os
espectros de RMN 2D de *H-'H TOCSY e 'H-'H NOESY. As Figuras 19 e 20
apresentam, respectivamente, a regido de impressao digital de sinais de
correlacdo NH-Ha e a regido de sinais de correlacdo NH-NH, que sao sinais
relevantes do peptideo e permitem a atribuicdo dos deslocamentos quimicos

dos hidrogénios de cada aminoécido.
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Figura 19. Regido NH-Ha do espectro de 'H-'H TOCSY (roxo) e 'H-'H NOESY
(verde) do peptideo Chim2 na presenca de DPC-gzs.
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Figura 20. Regido NH-NH do espectro de 'H-'H NOESY do peptideo Chim2 na
presenca de DPC-yss.

Os valores dos deslocamentos quimicos atribuidos a cada hidrogénio

estao reunidos na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de deslocamentos quimicos de 'H (ppm) dos residuos de

aminoacido do peptideo Chim2 na presenca de DPC-gzs.

Residuos SnH SHa Sup Ooutros
Lys1 - - - -
Trp 2 - 4,85* - 5 7,53; € 10,81
Ala 3 8,52 4,03 1,31 -
Val 4 8,15 3,64 2,21 y 1,06/1,14
Lys 5 8,07 4,06 2,01 0 1,65/1,75; € 3,03; y 1,49
lle 6 7,72 3,92 1,57 6 0,90; y 1,31/0,96
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lle 7 8,09 3,78 1,90 6 0,90; y 1,13/1,03
Arg 8 8,66 3,95 1,88 6 3,29;y 1,68
Lys 9 7,81 4,10 2,06 £3,03;y 1,49
Phe 10 8,32 4,44 3,33 -

lle 11 8,67 3,75 - 6 0,95; vy 1,34/1,04
Lys 12 8,37 4,04 2,01 € 3,03
Gly 13 8,07 3,84 - -
Phe 14 8,15 4,39 2,93/3,11 -

lle 15 8,12 4,05 - 0 0,94; vy 1,39/1,02
Ser 16 8,14 4,44 4,00/4,03 -
Gly 17 - - - -
Gly 18 - - - -
Lys 19 8,21 4,29 1,77 6 1,50/1,56; € 3,12
Arg 20 8,11 4,72 - 6 3,30/3,38
Trp 21 - 4,85* - 07,37;€ 10,58
Lys 22 8,12 4,15 1,69 £2,95;,y 1,16
Tyr 23 7,85 4,47 2,92/3,08 -
Met 24 8,00 4,41 2,08/2,18 Y 2,54/2,63

* Deslocamentos nao encontrados no espectro da Figura 19.

Os residuos de aminoacido Lys1, Glyl7 e Gly18 nao foram identificados,
provavelmente, devido a sobreposi¢cdo de sinais. Além disso, em funcao da
Lysl ser o primeiro residuo e as glicinas possuirem como cadeia lateral
somente um atomo de hidrogénio, eles estabelecem pouca interacéo
interresidual, dificultando a detec¢éo de seus sinais no espectro. Os valores de
Ha dos triptofanos foram estabelecidos com base na correlagcdo com o sinal de
He. Os demais sinais foram atribuidos com base em valores de deslocamento
quimico esperados para os respectivos residuos e as correlacdes entre 0s
hidrogénios de sua cadeia principal e lateral e de aminoéacidos vizinhos.*® &’

Uma analise prévia da estrutura tridimensional pode ser obtida por meio
do indice de deslocamento quimico (CSI — Chemical Shift Index) dos atomos
Ha da cadeia principal e pelos padrées de conectividade dos mapas de

contorno do espectro de NOESY (Figura 21).%8 O CSI é calculado a partir da
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diferenca do deslocamento quimico médio do Ha, em conformacéo aleatéria e
o valor obtido experimentalmente, sendo esperados valores negativos para
uma estrutura helicoidal. Os padrbes de conectividade demostram que grandes
quantidades de NOEs de médio alcance, referentes as interagdes de Ha-HN (i,
i + 3) e Ho-HN (i, i + 4), indicam a presenca de estrutura em hélice-a. Os
resultados do CSI e o padréo de conectividade de NOES do peptideo Chim2
estdo apresentados na Figura 21.

10 20
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Figura 21. Padrdo de conectividades de NOE e padrdo de CSl| de Ha para o
peptideo Chim2 na presenca de DPC-433. As intensidades dos NOEs séo

indicadas pela espessura das barras.

A andlise dos resultados de CSI para o peptideo Chim2 indica que o
peptideo apresenta uma estrutura em hélice-a na regido entre os residuos
Ala3-Phel4. Porém, de acordo com o CSI, essa estruturacdo se mostra de
maneira descontinua, tendo a sequéncia helicoidal interrompida. A estrutura
em hélice-a é indicada quando o CSI apresenta valores negativos para o
calculo, mostrando que os atomos de Ha possuem valores de deslocamentos
quimicos menores do que os esperados para os aminoacidos em conformacgao

aleatéria. Essa situacdo € observada para a maioria dos aminoacidos dessa
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regido, contudo, € percebido para lle6 a auséncia desse sinal negativo
causando essa descontinuidade na estrutura helicoidal.

O calculo da estrutura do peptideo foi realizado pelos programas
ARIA/CNS com base nos dados de restricbes de distancias, obtidas pelas
informacdes de volume de NOEs e de restricdes angulares, obtidas a partir dos
angulos diedros calculados pelo programa CCPNMR. As restricoes de
distancias foram analisadas a cada calculo, a fim de identificar e corrigir
possiveis violacdes. Apos a analise, de aproximadamente 42 ciclos de calculos,
todas as violacdes de distancia foram corrigidas e as 10 estruturas de menor

energia do peptideo foram selecionadas (Figura 22).
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Figura 22. a) Representacdo em fita da estrutura de menor energia do peptideo
Chim2 (esquerda) e sobreposicdo das 10 estruturas de menor energia do
peptideo Chim2 (direita) na presenca de micelas DPC-d38. b) Caracteristica
hidrofébica da superficie do peptideo Chim2. A estrutura a direita mostra a
molécula girada 180° em torno do seu eixo vertical. As diferentes cores

apresentam as caracteristicas dos aminoacidos de cadeia lateral da seguinte maneira:
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vermelho para os residuos carregados positivamente, ciano para os residuos polares e

verde para os residuos apolares.

E possivel observar com as estruturas obtidas pelos resultados de RMN
gue a regido compreendida entre os residuos Lys1-Serl6 — Chim2a, apresenta
uma porcdo estruturada em hélice-a, entre os residuos Ala3-Phel4, assim
como o peptideo Hs02®, sendo a regido que interage preferencialmente com a
membrana celular de carga negativa de maneira superficial, porém, forte. Sua
regido N-terminal, composta pelos aminoacidos Lysl e Trp2, se apresenta de
forma desestruturada. Do llel5 em diante, a cadeia se encontra desordenada,
semelhante a uma cauda. Nela se encontra 0 médulo Chim2b formado pelos
residuos Glyl7 e Glyl18, sendo a regido espacadora do peptideo que induz a
desestruturacdo dessa parte da cadeia, fornecendo liberdade conformacional e
permitindo com que o sitio de clivagem enzimatica, formado pelos aminoacidos
Lys19 e Arg20, fique livre para sofrer a hidrolise. Nela se encontra também, a
sequéncia compreendida pelos residuos Trp21-Met24 — Chim2c, equivalente
ao peptideo WKYM-NH, que funciona como agonista ao receptor de membrana
FPR2 que desencadeia uma resposta imune do organismo. Além disso, a
regido de hélice-a do peptideo apresenta uma caracteristica anfifilica, com uma
face polar formada por residuos de aminoacidos carregados positivamente
(Lys5, Arg8, Lys9 e Lys12) e outra apolar, formada por residuos apolares (Ala3,
Val4, lle6, lle7, Phel0 e lle11), como j& demonstrado no trabalho de Brand? et.
al para o peptideo Hs02, lembrando que a anfifiicidade é uma caracteristica
relevante a interacéo de peptideos com membranas.

Para avaliacdo da qualidade das estruturas geradas, s&o utilizadas
algumas andlises estatisticas, como o calculo de RMSD e o gréfico
Ramachandran (Tabela 3, Figura 23 e Figura 24). Os valores de RMSD para a
regido estruturada em hélice-a entre os aminoacidos Ala3-Phel4 foram
calculados, especificamente, pelo programa Molmol e compilados na Tabela 3.
Como pode ser observado, o valor de RMSD para esta regido é baixo (0,44 +
0,18 A) o que sugere que as estruturas obtidas sdo convergentes e que ela é
bem estruturada, devido a presenca de NOEs de médio alcance, como previsto

pelos dados de CSI. O calculo de RMSD para o peptideo completo também foi
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obtido (Figura 23). Como era esperado, os primeiros residuos da regiao N-
terminal e a cauda da regido C-terminal, que apresentam uma estrutura
desordenada, em conformacgdo aleatdria, aumentaram significativamente o0s

valores de RMSD para tais, quando comparadas a regido estruturada.

Tabela 3. Estatisticas estruturais das 10 estruturas de menor energia do

peptideo Chim2 na presenca de micelas de DPC-y3s.

Restricbes de NOE

Total de restricbes de distancias 343
Restricbes intraresiduais 239
Restricbes sequenciais (i, i +1) 66
Restricdes de médio alcance (i, i +j)j=2.3.4 38
Angulos diedros 32
RMSD (A) do segmento em hélice (Ala3-Phel4)
Cadeia principal 0,44 £ 0,15
Cadeia principal e lateral 1,40 £ 0,37
Ramachandran
Residuos em regibes favorecidas 78,2%
Residuos em regibes permitidas 18,2%
Residuos em regides proibidas 3,6%

12.0 -
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o 80-
(2]
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Figura 23. Perfil de RMSD do peptideo Chim2. A linha azul se refere ao RMSD do
esqueleto peptidico, sem as cadeias laterais. A linha amarela se refere ao RMSD de
toda a cadeia peptidica, incluindo as cadeias laterais. Quanto menor o valor de RMSD,

mais ordenada se encontra a regido da cadeia peptidica. Os valores de RMSD para a
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regido a-helicoidal entre a Ala3-Phel4 se encontram abaixo de 4,0, enquanto para as
demais regi6es em conformacéo aleatéria, desestruturadas se encontram acima de

4,0, atingido até o valor de RMSD de 12,0 para o ultimo residuo.

Além dos célculos de RMSD, a analise do grafico Ramachandran (Figura
24) mostrou que cerca de 78,2% de todos os residuos estdo nas regides mais
favorecidas do diagrama e 18,2% nas regifes permitidas, indicando uma
qualidade estereoquimica dos modelos de RMN obtidos para o peptideo. Os
outros 3,6% sao dos residuos localizados em regides ndo permitidas. Esse
namero se refere a residuos que se encontram em por¢des desestruturadas

como, por exemplo, os residuos Glyl7 e Gly18 e os residuos Trp2 e Trp21.
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Figura 24. Grafico Ramachandran do peptideo Chim2. As regides em verde se
caracterizam por serem as regides favorecidas; as rosas e amarelas sdo as regides
permitidas; fora dessas regides, em branco, as regibes proibidas. Os pontos

vermelhos se referem aos residuos equivalentes a estrutura em hélice-a, da Ala3-
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Phel4, as glicinas sdo representadas como cruzes, enquanto 0s pontos azuis, sdo 0s

demais aminoacidos.

A estrutura de Chim2 foi revisada e validada, e entdo, publicada no
banco de dados BMRB (Biological Magnetic Data Bank) com o cdédigo de

acesso 8EBI1.

5.4— Ensaios de liberacdo do peptideo agonista de FPR2 (Chim2c)
mediante tripsindlise de Chim2 em ambiente enriquecido com

vesiculas fosfolipidicas

Foram realizados ensaios de hidrélise do peptideo Chim2 na presenca
das vesiculas fosfolipidicas neutras (DMPC) e negativamente carregadas (2:1
DMPC:DMPG), utilizadas como modelo de células eucaridticas e procaridticas,
respectivamente, para verificar se a estruturagdo preferencial de Chim2
verificada em vesiculas de carga negativa afeta seu padréo de tripsindlise. Os
ensaios de digestdo enzimatica foram realizados conforme descrito na
metodologia. Para a avaliacdo qualitativa e quantitativa da liberacdo do dominio
Chim2c a partir de Chim2, foram utilizadas as técnicas de espectrometria de
massa (MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), respectivamente.
Essas técnicas foram empregadas como prova de conceito, levando-se em
consideracdo a hipotese de que na auséncia de vesiculas o peptideo ficaria
livre em solucdo e a enzima teria liberdade para hidrolisar a cadeia peptidica
como um todo. De maneira semelhante, na presenca de vesiculas de DMPC,
com as quais o Chim2 apresenta baixa estruturacdo, novamente, ele estaria
livre em solucédo para sofrer o ataque enzimatico. Contudo, na presenca de
vesiculas de 2:1 DMPC:DMPG, com as quais o0 peptideo interage por meio de
sua porgdo Chim2a (KWAVKIIRKFIKGFIS-), hipotetiza-se uma protecao pela
membrana da regido helicoidal. Assim a regido desestruturada Chim2b (-
GGKR-), na qual se encontra o sitio de clivagem, ficaria livre para o ataque da
enzima, direcionando uma protedlise seletiva pela interacdo especifica com a

membrana e a liberacéo da por¢cao imonumoduladora Chim2c (-WKYM-NHy).
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Utilizando-se a técnica de espectrometria de massa (MS) para analise
qualitativa dos experimentos, os perfis de hidrélise do peptideo na auséncia e
presenca de vesiculas unilamelares grandes (LUVs) neutras (DMPC) e
negativas (2:1 DMPC:DMPG) foram avaliados. Como fonte de comparacao, 0s
fragmentos tedricos de Chim2, obtidos a partir de hidrolise triptica, foram
compilados em uma tabela (Anexo B — Tabela B2) que foi gerada com base
nos calculos tedricos das fragmentacdes geradas pela clivagem da enzima
tripsina em seus sitios preferidos, na funcdo PeptideMass da ferramenta
ProtParam no site do ExPASy Bioinformatic Resource Portal.®

Os espectros de massa para os experimentos nas condigdes 1 (100 uM
de peptideo Chim2 na auséncia de vesiculas), 2 (100 uM de peptideo Chim2
em 1 mM de vesiculas neutras de DMPC) e 3 (100 uM de peptideo Chim2 em 1
mM de vesiculas negativas de 2:1 DMPC:DMPG), razdo de 1:10
peptideo:fosfolipideo, foram obtidos, primeiramente. Para demonstracdo dos
resultados, foram usados como referéncia os tempos de 0, 60, 120 minutos. A
Figura 25 apresenta essas trés condicdes de digestdo no tempo zero,
experimento controle, no qual a enzima é colocada, mas tem sua acéo

imediatamente cessada para que ndo haja tempo habil para comecar a
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Figura 25. Espectros de massa dos ensaios de digestdo do peptideo Chim2 no
tempo de 0 minuto para: (A) Condicao 1, (B) Condicao 2 e (C) Condicéao 3. O eixo

y se encontra em unidades arbitrarias (a.u.).

No tempo O minuto, é obtido um espectro de massa muito semelhante
para todas as condi¢cbes. E possivel observar que o sinal referente ao ion
precursor de Chim2, equivalente a, aproximadamente, [M+H]" = 2939,7 Da,
aparece intensamente para todas as condi¢cdes, mostrando que como nao
houve tempo suficiente para a acdo da enzima, ndo ocorre hidrélise do
peptideo. O outro ion que aparece nos espectros, de m/z 1470,8,
aproximadamente, se refere a sua dupla carga ([M+2H]** = 1470,882 Da). Nas
condicBes 2 e 3, 0s sinais que aparecem na regido de baixa massa/carga sao
referentes aos fosfolipideos constituintes das vesiculas.

Apés a incubacdo da amostra com tripsina a 1 pg/mL, passados 60
minutos (Figura 26), nas Condicbes 1 e 2 (Figura 26a e 26b), foi possivel
observar a hidrolise completa do peptideo, pois ha o desaparecimento do ion
precursor, de aproximadamente, [M+H]" = 2939,7 Da e o surgimento de
diversos ions referentes a sua hidrélise pela tripsina. E possivel observar um
jon de [M+H]" = 626,310 Da, compativel com o peptideo WKYM-NH, (Chim2c -
[M+H]" eerico = 626,31 Da®%). Esse fon foi submetido & experimentos de MS/MS
para confirmacao de sua identidade (Figura 27).
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Figura 26. Espectros de massa dos ensaios de digestdo do peptideo Chim2 no
tempo de 60 minutos para: (A) Condicdo 1, (B) Condicédo 2 e (C) Condicdo 3. O

eixo y se encontra em unidades arbitrarias (a.u.).
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Figura 27. Espetro de massa da fragmentagc&do do peptideo WKYM-NH, [M+H]" =
626,310 Da. A sequéncia de aminoacidos da parte superior se refere aos ions da série

b, enquanto a da parte inferior, se refere aos ions da série y.

Vé-se também os ions de m/z 821,4 e 1209,7, aproximadamente,
compativeis com os produtos de hidrélise GFISGGKR, que é liberado apos a
hidrolise da cadeia entre a Lys12 e a Arg20 de Chim2, e FIKGFISGGKR, que &
liberado ap6s a hidrolise entre a Lys9 e a Arg20. Ambos foram também
confirmados por meio de seus espectros de fragmentacdo, respectivamente
(Figura 28 e Figura 29). Todos esses ions sao originarios da hidrélise de Chim2
em sitios preferidos pela enzima tripsina: os aminoacidos lisina e arginina. Foi
observado, contudo, um comportamento diferente na condi¢cdo 3, na qual o
peptideo foi incubado com LUVs de 2:1 DMPC:DMPG. Nesta condi¢do (Figura
26¢), o ion de Chim2 ainda é evidente, o que indica que o peptideo fica
protegido devido a interacdo eletrostatica com as vesiculas de carga negativa,
evitando com que a enzima realize a protedlise completa do peptideo. Contudo,
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nesta condicdo, os ions [M+H]" = 821,464 Da e [M+H]" = 1209,749 Da ainda
sao encontrados, indicando ocorréncia de hidrélise nos mesmos sitios da
molécula de Chim2.
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Figura 28. Espetro de massa da fragmentac&o do peptideo GFISGGKR [M+H]" =
821,473 Da. A sequéncia de aminoacidos da parte superior se refere aos ions da série

b, enquanto a da parte inferior, se refere aos ions da série y.
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Figura 29. Espetro de massa da fragmentacdo do peptideo FIKGFISGGKR,
aproximadamente, [M+H]" = 1209,7 Da. A sequéncia de aminoacidos da parte
superior se refere aos ions da série b, enquanto a da parte inferior, se refere aos ions

da série y.

O padrao de hidrélise do peptideo Chim2 para o tempo de 30 minutos foi
similar ao tempo de 60 minutos para suas respectivas condi¢cdes (Anexo A —
Figura Al).

Para o tempo de 120 minutos (Figura 30), nas Condic¢des 1 e 2 (Figura
30a e 30b), é observada a auséncia do ion precursor e a permanéncia dos
mesmos ions provenientes de hidrolise observados em tempos de incubacao
inferiores. Assim, sdo observados ions caracteristicos da hidrolise da enzima
em seus sitios de clivagem, como m/z 626,3; 8214 e 1209,7,
aproximadamente, além do ion 1135,651 Da compativel com o fragmento
GFISGGKRWK (Anexo B — Tabela B2). Na Condicdo 3 (Figura 30c), com LUVs
de 2:1 DMPC:DMPG, mesmo apos 2h de incubacéo, € possivel observar ainda,

a presenca do ion precursor em, aproximadamente, 2939,7 Da.
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Figura 30. Espectros de massa dos ensaios de digestdo do peptideo Chim2 no
tempo de 120 minutos para: (A) Condigéo 1, (B) Condicéo 2 e (C) Condicéo 3. O

eixo y se encontra em unidades arbitrarias (a.u.).

Os padrdes de hidrolise do peptideo para o tempo de 240 minutos
apresentaram um perfil semelhante ao tempo de 120 minutos para suas
respectivas condicfes (Anexo A — Figura A2). Atenta-se, somente, que com 0
maior tempo de atuacdo da enzima, o ion m/z 626,4, aproximadamente,
referente ao peptideo Chim2c, praticamente ndo é percebido em todas as
condicBes, provavelmente por sua hidrélise, ja que possui um sitio de
tripsindlise interno, (WK|YM-NH;). Contudo, na Condicdo 3 (Figura 30c),
mesmo passadas 4 h de incubag¢do com tripsina, ainda € possivel observar o
ion referente ao peptideo Chim2 em [M+H]" = 2939,503 Da, mostrando que a
interacdo deste com as membranas de carga negativa € capaz de prevenir sua
hidrolise completa mesmo apdés longos tempos de incubacao.

Para avaliar de forma quantitativa a liberagdo do peptideo WKYM-NH;
(Chim2c) a partir da hidrolise de Chim2, a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), foi utilizada. Para referéncia e comparagdo com as
amostras submetidas a tripsindlise, foi obtido um cromatograma da solugéo
padrao do peptideo WKYM-NH;, na concentracdo de 100 uM, resultando em
um tempo de retencéo (T.R.) caracteristico de 20,5 minutos (Figura 31). Além
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disso, para quantificacdo de Chim2c liberado a partir da hidrélise de Chim2, foi
feita uma curva de calibracéo para o peptideo WKYM-NH,, conforme descrito
na metodologia (Figura 32).

100 - T.R. = 20,5 min
90—-
80—-
70—-
60—-
50-
40—-

30

Absorbancia (mAU)

20
10
0- . ]

— T 1 - 1 T T T T T 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tempo (min)

Figura 31. Cromatograma do peptideo padrao WKYM-NH, na concentracdo de
100 uM. O tempo de retencéo apresentado pelo peptideo foi de 20,5 minutos.
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Figura 32. Curva de calibracdo para o peptideo WKYM-NH,. Para a confec¢do da
curva foram utilizados 7 pontos com as concentra¢des do peptideo de: 0, 3,125, 6,25,
12,5, 25, 50 e 100 pM, obtendo-se um R? = 0,996 e a equaco da reta: y = 14234,2x -
59728,1. As medidas foram feitas em triplicata.

O tempo de 60 minutos foi escolhido como referéncia para
representagcdo dos cromatogramas obtidos a partir da injegcdo de amostras de
Chim2 digeridas com tripsina na auséncia e presenca de vesiculas modelo. Os
cromatogramas obtidos para as Condicbes 1, 2 e 3 para este tempo estdo

apresentados abaixo (Figura 33).
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Figura 33. Cromatogramas dos ensaios de digestéo do peptideo Chim2 no tempo
de 60 minutos para: a. Condicéo 1, b. Condicédo 2 e c. Condicédo 3. A linha preta
corresponde a absor¢cdo no comprimento de onda de 216 nm, enquanto a linha
vermelha, ao comprimento de onda de 280 nm. O tempo de retencdo de WKYM-NH, é

de 20,5 min, enquanto o de Chim2 é 27,5 min.

Como pode-se observar nas Figuras 33a e 33b (Condicdes 1 e 2 — na

auséncia de vesiculas e presenca de 1 mM de DMPC, respectivamente), aos
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60 minutos, todo o peptideo Chim2 foi hidrolisado, ndo havendo a presenca do
pico de absorbancia no tempo de retencao de 27,5 minutos, diferentemente do
que é mostrado na Figura 33c (Condicdo 3 — presenca de 1 mM de 2:1
DMPC:DMPG) no qual o sinal é aparente e de grande intensidade. Com isso,
assim como ja também percebido pelos espectros de massa, concluimos que
na presenca de vesiculas carregadas negativamente, o peptideo Chim2 fica
protegido por meio de sua adsorcao na interface da membrana, fazendo com
gue perdure por mais tempo no sistema sem sofrer hidrélise.

Em todos os cromatogramas das amostras, tém-se um segundo sinal de
intensidade significativa, com T.R. = 18,8 minutos, que n&o foi caracterizado.

As areas dos picos obtidos para Chim2c nos diferentes tempos de
incubacdo com tripsina para as diferentes composicées de LUVs foram
aplicados na equacéo da reta obtida pela curva de calibracdo e a concentracéo
do peptideo WKYM-NH, em cada tempo foi obtida (Figura 34). E possivel
observar que as Condicdes 1 e 2 possuem perfis muito semelhantes de
liberacdo do peptideo WKYM-NH; (Chim2c) ao longo do tempo de incubacéo,
nos quais, ja nos primeiros 30 minutos, uma grande quantidade do peptideo &
liberada (concentracdo aproximada de 75 uM para ambas condi¢cdes) e depois
diminui, vertiginosamente, até atingir valores proximos de 10 pyM nos 240
minutos, possivelmente pela hidrélise do préprio peptideo Chim2c pela tripsina.
Ja na Condicao 3, a interacdo do peptideo com as vesiculas de carga negativa
altera significativamente a cinética de liberacdo de Chim2c. Percebe-se que
nos primeiros 30 minutos, apenas cerca de 25 uM de WKYM-NH, é liberado,
trés vezes menos do que nas condicbes anteriores e que nos minutos
seguintes, essa quantidade ndo cai bruscamente, com o peptideo sendo
liberado paulatinamente até atingir uma concentracéo proxima, também, dos 10

MM no tempo final (240 minutos).
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Figura 34. Quantificacdo do peptideo WKYM-NH, (Chim2c) em funcédo do tempo
de reacdo de 0 a 240 minutos para as Condic¢des 1, 2 e 3. Condicéo 1 (linha preta,
100 uM de peptideo, sem vesiculas), Condicao 2 (linha vermelha, 100 uM de peptideo,
1 mM de DMPC) e Condigdo 3 (linha verde, 100 uM de peptideo, 1 mM de 2:1
DMPC:DMPG).

Um segundo experimento foi realizado utilizando-se 25 yM do peptideo
Chim2 para a mesma concentracdo de 1 mM de LUVs 2:1 DMPC:DMPG,
tendo-se, agora, uma razdo de 1:40 peptideo:fosfolipideo. Este experimento foi
conduzido utilizando a mesma metodologia dos experimentos anteriores,
porém, com o acréscimo do tempo de 480 minutos (de 0 a 480 minutos) (Figura
35). Esse aumento na proporcao entre vesiculas e peptideo visa avaliar se
Chim2 estava sendo hidrolisado pela enzima em solucdo ou enquanto
adsorvido a membrana e como isso afetaria a cinética de liberacdo do peptideo
imunomodulador Chim2c (WKYM-NH,). Foi feita uma curva de calibracéo para
0 peptideo Chim2, nos moldes da curva para Chim2c, para permitir a também

quantificacdo deste peptideo neste experimento (Anexo E — Figura E1).
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Figura 35. Concentracdo dos peptideos Chim2 e Chim2c (WKYM-NH;) nos
tempos de 0, 30, 60, 120, 240 e 480 minutos para a Condi¢ao 4 (25 uyM de Chim2
em 1 mM de 2:1 DMPC:DMPG (razéo de 1:40 peptideo:fosfolipideos)). Linha preta
referente ao peptideo Chim2 e linha vermelha referente ao peptideo Chim2c (WKYM-
NH,).

Os resultados sugerem que o peptideo WKYM-NH, é liberado a uma
concentragédo de aproximadamente 10 pM nos primeiros 30 minutos, cerca de
2,5 vezes menor do que na razdao 1:10 peptideo:fosfolipideo e essa
concentracdo se mantém, praticamente, constante até os 480 minutos finais
(linha vermelha), com o peptideo Chim2 sendo consumido de sua
concentracéo inicial (25 uM) no tempo 0 minuto, até cerca de 5 uM no minuto
final (linha preta), mostrando que mesmo ap6s um longo periodo de digestéo (8
horas), apesar da diminui¢cdo na quantidade, ainda h4 Chim2 em solucgéo.

O espectro de massa dessa condi¢cdo no tempo de 60 minutos (Figura
36) apresenta alguns ions que nédo sao detectados no espectro da Condicéo 3

com a razdo menor entre peptideo e vesiculas, para o mesmo tempo.
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Contrariamente, alguns fragmentos peptideos internos de Chim2 que antes

eram detectados, agora estdo ausentes.
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Figura 36. Espectro de massa do ensaio de digestdo do peptideo Chim2 para a
Condicao 4 (25 pM de Chim2 em 1 mM de 2:1 DMPC:DMPG (razao de 1:40
peptideo:fosfolipideos)) no tempo de 60 minutos.

O jon de [M+H]" = 2332,471 Da, que nio aparecia na Condi¢cdo 3,
equivale a KWAVKIIRKFIKGFISGGKR (Figura 37), obtido pela clivagem do
peptideo Chim2 no sitio desejado Chim2b (Arg20) com concomitante liberacao
do peptideo Chim2c. Sua dupla carga pode ser observada pelo fon [M+2H]** =
1166,743 Da. E importante salientar que os ions de m/z 821 e m/z 1209,
aproximadamente, que sdo caracteristicos da hidrélise de Chim2 na porcédo
Chim2a, nédo foram encontrados nessa condi¢cdo, provavelmente pela maior
interacdo e consequente protecdo da vesicula com o peptideo, impedindo a
acao da enzima na regido a-helicoidal adsorvida. O segundo ion diferencial, de
[M+H]" = 2646,453 Da, se refere a KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWK (Figura 38),
obtido pela clivagem do peptideo Chim2 na Lys22, mostrando que a clivagem
ocorre também, como ja descrito anteriormente, no sitio de clivagem da enzima
tripsina do peptideo Chim2c, mesmo quando Chim2 esta ancorado a

membrana.
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Figura 37. Espetro de massa da fragmentacdo do peptideo
KWAVKIIRKFIKGFISGGKR [M+H]* = 2332,471 Da. A sequéncia de aminoacidos da

parte superior se refere aos ions da série b, enquanto a da parte inferior, se refere aos
ions da série y.
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Figura 38. Espetro de massa da fragmentacdo do peptideo
KWAVKIIRKFIKGFISGGKRWK [M+H]" = 2646,453 Da. A sequéncia de aminoacidos
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da parte superior se refere aos ions da série b, enquanto a da parte inferior, se refere

aos ions da série y.

Esses resultados indicam que, nessa Condicdo 4 (razdo 40:1
fosfolipideo:peptideo), Chim2 €& hidrolisado quase que exclusivamente na
regido Chim2b desordenada com a coincidente liberacdo de Chim2c, o
agonista de FPR2, no meio reacional. Portanto, o aumento na razéo
peptideo:fosfolipideo direcionou preferencialmente a hidrélise para o sitio de
clivagem desejado, evitando o aparecimento de fragmentos indesejados e
favorecendo a liberacdo do peptideo imunomodulador. A dependéncia da
cinética da hidrélise de Chim2 nas proporcdes molares de peptideo:fosfolipideo

é ilustrada na Figura 39.
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Figura 39. llustracdo do comportamento de hidrdlise de Chim2, por tripsina, na
presenca de vesiculas. Quando néo ligado a vesiculas, Chim2 é hidrolisado pela
tripsina em varios sitios ao longo de sua estrutura primaria, incluindo a regido
membrano-ativa Chim2a. Um dos produtos é o peptideo Chim2c (WKYM-NH,), que
pode ser posteriormente hidrolisado pela prépria tripsina para produzir os dipeptideos
WK e YM-NH,. Apos a adicao de LUVs de DMPC, a cinética de hidrélise é semelhante
ao peptideo livre, pois o peptideo ndo adsorve significativamente em vesiculas de
carga neutra. J4& com a adicdo de LUVs de 2:1 DMPC:DMPG, Chim2 é adsorvido e,
idealmente, apenas a parte C-terminal ndo estruturada (-GGKRWKYM-NH,) fica
acessivel a enzima, sofrendo hidrélise no sitio desejado (Chim2b), com quase
exclusiva liberacdo de WKYM-NH,. Os dados indicam que quanto maior a razdo
peptideo:fosfolipideo, mais deslocado € o equilibrio para a conformagdo na qual
Chim2 se adsorve & membrana e, portanto, mais seletiva é a hidrolise em direcdo a

parte C-terminal da molécula.
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A abordagem apresentada e validada pelos experimentos discutidos
acima é inédita na literatura. Alguns trabalhos apresentam hidrolise de AMPs,
porém, sem correlaciond-la com o ambiente de membrana. Starr e
colaboladores®™ mostram que alguns peptideos s&@o degradados em eritrécitos
humanos sendo que essa atividade proteolitica ocorre somente no citosol da
célula e ndo na regido de membrana, apesar da interacdo dos peptideos com a

mesma.

5.5- Atividade antimicrobiana do peptideo Chim2

O peptideo Chim2 foi testado como agente antimicrobiano direto, dado
que 0 moédulo Chim2a tem por base o peptideo Hs02, que comprovadamente,
apresenta atividade antimicrobiana.? Olhando a Tabela 4 é possivel observar
gue Chim2 apresentou concentracdes inibitérias minimas (CIMs) inferiores a 5
MM contra todas as cepas bacterianas testadas (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), demonstrando potente e ampla
atividade antimicrobiana em concentracdoes relativamente baixas. Esses
valores vao ao encontro com os de outros peptideos antimicrobianos testados
para variadas cepas.’™ %% % % Como exemplo, um peptideo projetado e
sintetizado por Thankappan et al.®* (NH~GKLRLIKKLWVKKWKKKGWKA—
CONHy) apresentou uma atividade dual anticancer e antimicrobiana, onde para
essa Ultima, foram obtidos CIMs inferiores a 5 pM (entre 2 e 4 uM) frente a

bactérias do tipo S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, B. subtillus e outras.

Tabela 4. Concentracdes inibitérias minimas (CIM) e concentracdes bactericidas
minimas (CBM) de Chim2 e Hs02 para bactérias patogénicas humanas

(Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)

Microrganismos

S. aureus E. coli P. aeruginosa
Peptideos
_ CIM (uM) 4+0 3.33+0.94 | 3.33+0.94
Chim2
CBM (uM)  8.00 +5.66 80 6.67 £1.89
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CIM (uM) 2+0 2+0 1.67 + 0.57
CBM (uM) 2+0 4+0 ND

ND = Nao determinado

Hs02

Porém, os valores obtidos para Chim2 foram maiores do que os
apresentados pelo peptideo Hs02, com CIMs na faixa de 2 yM, mostrando que
Hs02 € mais potente do que Chim2. Ainda assim, Chim2 continua tendo uma
potente acdo antimicrobiana, retendo a maior parte dessa atividade, apesar da
introducdo dos dominios Chim2b e Chim2c.

5.6— Estimulo dos macréfagos derivados da medula O6ssea de
camundongos (BMDM) pelo peptideo WKYM-NH, (Chim2c)

Para verificar o potencial do peptideo Chim2c na ativacdo do receptor
FPR2, o peptideo foi testado como um ativador de macrofagos derivados de
medula 6ssea (BMDM) de camundongos. Os BMDMs foram incubados com o
peptideo WKYM-NH; na concentragcao de 10 uM e os marcadores de ativacdo
celular, corpusculos lipidicos, foram quantificados por citometria de fluxo e
comparados com células ndo estimuladas com o peptideo. Como controle, as
células foram incubadas com LPS e os corpusculos lipidicos também foram
quantificados. Os corpusculos lipidicos sdo organelas celulares inerentes a
resposta imunoldgica e inflamatéria, utilizadas como marcadores de ativacao
celular.’® O estabelecimento do estado inflamatério local pode ser avaliado
através da modulacdo da biogénese destas organelas.”® Ambos os
tratamentos, com WKYM-NH, e LPS, desencadearam a ativacao celular
induzindo a geracédo de corpusculos lipidicos em BMDMs (Figura 40).
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Figura 40. Inducao de corpusculos lipidicos pelo peptideo WKYM-NH, (Chim2c) e
LPS em BMDMs de camundongos. Os corpusculos lipidicos foram quantificados em
BMDMs néo estimulados (uns, linha cinza), em células tratadas com LPS (linha verde)

e com o peptideo WKYM-NH, (linha azul).

E possivel observar que o peptideo Chim2c¢ (linha azul) aumentou a
biogénese de corpusculos lipidicos em BMDM, aumentando a média de
intensidade de fluorescéncia para 106 quando comparado a células
estimuladas por LPS (linha verde) com um valor de 83,6 e sendo quase o
dobro, em relacdo as células ndo estimuladas (linha branca) com um valor de
55,6. Isso mostra que WKYM-NH, funciona como um indutor do acumulo de
corpusculos lipidicos e, portanto, possui uma preeminente caracteristica pro-
inflamatoria (estudos demonstram que o aumento do niumero de corpusculos
lipidicos em macrofagos estda naturalmente relacionado a processos
inflamatérios)®. N&o conseguimos encontrar outros artigos que relatem
variacdo em corpusculos lipidicos induzidos por ligantes de FPR2.

Buscando avaliar melhor a atividade pro-inflamatéria dos peptideos,
BMDMs foram estimulados com WKYM-NH; e Hs02, base do médulo Chim2a,
ambos na concentracido de 10 yM, para a quantificacdo de interleucinas-12 e -6
(IL-12 e IL-6) que sao tipos de citocinas, proteinas que regulam a resposta

imunoldgica do organismo frente a um processo inflamatério (Figuras 41). A IL-
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12 atua como indutora de respostas imunes celulares por meio do aumento da
atividade citolitica do interferon-gama (INF-y) pelas células NK (natural killer) e
T (linfécitos), levando a respostas citotoxicas que ajudam no combate a virus e
neoplasias, por exemplo.®” Ja a IL-6, atua na resposta inata e adaptativa do
organismo, envolvida em diversas atividades imunologicas como a sintese de
substancias de fase aguda no figado, sinalizagdo diante danos teciduais e no
processo de ruptura da placa de aterosclerose.’® Novamente, o LPS foi usado

como controle positivo.
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Figura 41. Liberacdo de interleucinas em BMDMs de camundongos pelos
peptideos WKYM-NH, (Chim2c) e Hs02 e LPS a. Quantificacdo de IL-12 e b. IL-6 por
ELISA em células ndo estimuladas (uns) e em BMDMs estimulados com LPS (1
ug.mL™), 10 yM de Hs02 e 10 uM de WKYM-NH,.

Como pode ser observado, a incubacdo de BMDMs com Hs02 provocou
a liberacdo de uma pequena quantidade tanto de IL-12 (a), quanto de IL-6 (b),
ambos na faixa aproximada de 10 pg.mL™. Em contraste, as células incubadas
com WKYM-NH; liberaram IL-12 e IL-6 em grandes quantidades (entre 200 e
300 pg.mL™), cerca de 20 a 30 vezes mais do que o Hs02 e em niveis
semelhantes as incubadas com LPS (entre 200 e 400 pg.mL™),

lipopolissacarideo reconhecido por induzir a secre¢cdo de citocinas proé-
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inflamatérias quando estimulados por patégenos microbianos. Isso indica que
0 peptideo Chim2c é realmente capaz de estimular a resposta pro-inflamatéria
em BMDMs de camundongos nas condi¢des testadas e pode funcionar como

um agente estimulante do sistema imune em situacdes de infeccéo.

5.7— Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em

neutréfilos humanos

Neutréfilos humanos foram purificados a partir de sangue total de
doadores saudaveis e incubados com o peptideo Chim2 e alguns de seus
fragmentos tripticos, mais especificamente, Chim2c (WKYM-NH;), e o0s
produtos alternativos da hidrélise de Chim2, GFISGGKRWKYM-NH, (Anexo C
— Figuras C1, C2 e C3) e GGKRWKYM-NH; (Anexo C — Figuras C4, C5 e C6),
gue foram sintetizados e caracterizados. Primeiramente, a viabilidade celular
dos neutrdfilos foi avaliada usando-se o ensaio de reducdo de MTT, no qual os
neutroéfilos foram incubados com os peptideos nas concentracdes de 1, 3,33 e
10 uM durante 2 horas (Figura 42). Além disso, a viabilidade celular também foi
medida para neutréfilos ndo incubados com peptideos (ndo tratado) e para uma

amostra do peptideo Chim2 a 10 uM na presenca de tripsinaa 1 pg.mL™.
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Figura 42. Viabilidade celular de neutr6filos humanos incubados com peptideos
avaliada por meio do ensaio de reducdo de MTT. Neutrofilos saudaveis foram
isolados do sangue periférico de voluntarios e depois incubados com os peptideos
Chim2, Chim2c, GGKRWKYM-NH, e GFISGGKRWKYM-NH, nas concentracdes de
10, 3,33 e 1 yM e com uma mistura de Chim2 (10 uM) + Tripsina 1 pg.mL™. A
viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio de reducdo de MTT, onde 30% de
DMSO foi usado como controle positivo. Os dados foram obtidos de trés experimentos

independentes e apresentados como média + erro padrao.

As leituras de absorbancia obtidas para os neutrofilos ndo tratados com
peptideo foram normalizadas para 100% e todos os outros valores foram
comparados a estas. Com isso, é possivel observar na figura que nenhum dos
peptideos ou condicbes testadas reduziu significativamente a viabilidade de
neutroéfilos. Pelo contrario, varios peptideos resultaram em leituras que indicam
viabilidade superior a do controle. Isso se da, provavelmente, porque a ativacao
do FPR por essas espécies pode ter interferido na producdo de ROS
intracelulares e consequentemente na redugdo do MTT, levando a producédo do
formazan.®® N&o foram encontradas, na literatura, evidéncias de que a ativacdo

de FPR2 leva a uma superestimacdo da viabilidade celular pelo ensaio de
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MTT. Porém, alguns fatores como perturbacfes energéticas e metabdlicas,
alteracdes na atividade de oxidoredutases e trafego intracelular podem interferir
no ensaio de MTT.?® A superestimacéo da viabilidade celular por esse ensaio
pode acontecer devido a reprogramacdo metabolica adaptativa e mitocondrial
de células sujeitas a estresse causado por tratamento medicamentoso e efeitos
inibidores externos ao alvo.” Este comportamento pode ser semelhantemente
observado em alguns farmacos como o Imatinibe, polipeptideos e algumas
moléculas antioxidantes, como o0 resveratrol, em determinadas condi¢cdes
experimentais.®® 1%

Para melhor compreender os dados de toxicidade celular dos peptideos
para neutrofilos humanos, foram executados ensaios de coloracdo vivo/morto
(Figura 43). Esse ensaio foi feito para os mesmos peptideos anteriores (Chim2,
Chim2c, GGKRWKYM-NH; e GFISGGKRWKYM-NH,), todos na concentracéo
de 10 uM, e também, para duas misturas do peptideo Chim2 na presencga de
tripsina a 1 ug.mL™, uma a 25 e outra a 40 uM, com tempo de incubago de 30
minutos. Em todos os ensaios foram utilizados neutréfilos incubados com LPS
e um controle com células na auséncia de peptideos como referéncia.
Observou-se que, exceto para o peptideo Chim2, que reduziu a viabilidade
celular para 64 + 6%, todas as outras condicdes mantiveram valores iguais ao

de referéncia, ndo apresentando reducao da viabilidade celular.
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Figura 43. Coloragéo vivo/morto de neutrofilos humanos preparados com LPS
apés 30 minutos de incubacdo com peptideos. Neutrofilos saudaveis foram
isolados do sangue periférico de voluntarios e depois incubados com diferentes
peptideos. A viabilidade celular foi medida usando citometria de fluxo apés a adi¢éo de
corante vivo/morto de cor violeta zombie. Os dados foram obtidos de trés
experimentos independentes e apresentados como média *+ erro padréo. **** = P <
0,0001.

Foram verificados os potenciais efeitos citotéxicos de Chim2 para outros
tipos de células. A citotoxicidade do peptideo foi testada em cultura de
fibroblastos e eritrocitos humanos (Figura 44). Chim2 foi citotoxico para ambos
o0s tipos celulares em concentragcdes similares as determinadas para neutrofilos

humanos.
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Figura 44. A. Viabilidade de fibroblastos humanos (Detroit 551) ap6s 24 e 48
horas de exposicdo a véarias concentracdes do peptideo Chim2. Os valores foram
expressos como média + erro padrao. **** p<0,0001 versus grupo de controle DMEM.
ICs50 = 8,08 + 0,08 uM por 24h e 8,24 + 0,11 uM por 48h. B. Efeito de Chim2 na
hemdélise eritrécitos humanos apés 1h de incubagcdo com diferentes
concentracfes do peptideo. ** p<0,01 e **** p<0,0001 versus grupo de controle
PBS. ICso = 14,41 + 1,01 uM.

E possivel observar que o peptideo Chim2 comeca a apresentar
citotoxicidade consideravel para fibroblastos e eritrocitos a partir da
concentragdo de 8 pM, reduzindo a viabilidade celular de ambos os tipos
celulares para a faixa de 60%. Na concentracdo de 16 pM Chim2 é
significativamente mais toxico, reduzindo a viabilidade celular dos fibroblastos
para abaixo de 20% e a de eritrécitos, para abaixo de 50%. Estes dados
indicam que o peptideo apresenta citotoxicidade consideravel entre 8 e 16 UM,
engquanto sua atividade antimicrobiana é observada por volta de 3 uM. Estes
dados indicam uma janela terapéutica de 2 a 6 vezes, a qual é estreita e deve
ser melhorada a partir de mutacdes pontuais em novos peptideos da série
Chim. Esta citotoxicidade de Chim2 em concentracdes relativamente baixas é
compativel com as obtidas para o peptideo Hs02, indicando que a otimizacéo
da porcdo Chim2a é chave para a citotoxicidade dessas moléculas 2 Outro fato
relevante € que por mais que Chim2 ndo tenha se estruturado de maneira
significativa na presenca de vesiculas de DMPC, de carga neutra como as
células eucaritticas, isso ndo foi preditivo em relagcdo a citotoxicidade da

molécula, ou seja, a ndo estruturagdo em DMPC néo significou propriamente
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auséncia de citotoxicidade. Esse comportamento deverd ser tomado em
consideracdo no aperfeicoamento da molécula nas proximas geracbes dos
peptideos Chim.

Apoés ensaios de determinacdo de citotoxicidade da amostra de Chim2
para os modelos celulares testados, procedemos para a quantificacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em neutréfilos estimulados com os
peptideos aqui avaliados. A quantificagdo de ROS foi realizada imediatamente
apos a adicdo dos peptideos aos neutrofilos em um intervalo de 2 horas. Foi
observado que em neutrofilos ndo expostos previamente a um agente pro-
inflamatoério, Chim2 e Chim2c (WKYM-NH,), em diferentes concentragfes, ndo
alteraram as quantidades de ROS produzidas em relacdo as células nao
tratadas com peptideos, sugerindo que esses peptideos sdo incapazes de
modular a funcdo de neutréfilos sem eventos prévios de inducdo, como
incubag&o prévia com LPS ou fator de necrose tumoral (TNF-a) (Figura 45). E
possivel observar que todas as condi¢des estabelecidas (WKYM-NH; 200 uM -
roxo, 100 uM - verde e 50 pM - vermelho, Chim2 100 uM - preto e Chim2 +
Tripsina a 1 pg.mL™ - grend) mantém niveis de ROS praticamente iguais aos
das células ndo tratadas com peptideos (azul), em torno de 400, demonstrando
que os peptideos e condi¢des testadas ndo causam efeito neste tipo de células
gquando ndo induzidas com agentes pré-inflamatérios, sendo entdo,

provavelmente, inativos para elas fora de um contexto inflamataorio.
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Figura 45. Producéo total de ROS em neutréfilos humanos ndo induzidos com
agentes pro-inflamatérios. Neutréfilos saudaveis foram isolados do sangue periférico
de voluntarios e depois incubados com os peptideos WKYM-NH, nas concentracdes
de 200 pM (roxo), 100 uM (verde) e 50 uyM (vermelho), Chim2 100 uM (preto) e Chim2
+ Tripsina a 1 yg.mL™ (grend) e as concentracdes de ROS foram monitoradas por 120
minutos. Além disso, o ROS foi medido para neutréfilos ndo tratados com peptideos
(azul) e para um branco (alaranjado). A quimioluminescéncia foi detectada usando um
leitor de placas. Os resultados dos primeiros 60 minutos sdo mostrados em duplicata.
Nenhuma diferenca foi observada entre os grupos.

No entanto, quando os neutréfilos foram pré-incubados por 1 hora com
LPS, alguns peptideos induziram aumento na producdo de ROS nas
concentracbes testadas (Figura 46). Chim2 (preto) e seu fragmento
GFISGGKRWKYM-NH; (roxo) induziram uma rapida producdo de ROS em
neutréfilos previamente incubados com LPS. Essa resposta rapida €
consistente com a producdo de ROS induzida por agonistas de FPR2 descritos
na literatura.”> *°* No entanto, dado que Chim2 induziu a morte de neutréfilos
nesta concentragao, de acordo com ensaios de coloragdo vivos/mortos (Figura
43), sugere-se que um mecanismo misto de producdo de ROS, englobando

ativacdo de FPR2 e morte celular, seja provavel.
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Figura 46. Producéo total de ROS em neutréfilos humanos induzidos com LPS.
Os neutrofilos humanos foram induzidos com LPS durante 1 hora e submetidos aos
peptideos WKYM-NH, (verde), GFISGGKRWKYM-NH, (roxo), GGKRWKYM-NH,
(alaranjado) e Chim2 (preto) todos na concentragéo de 10 uM e a condigcdo Chim2 +
Tripsina a 1 pg.mL™ (azul) e ROS total foram quantificados em relacdo as células em
branco (marrom) e n&o tratadas, células induzidas com LPS sem incubagédo de
peptideo (vermelho) durante 2 horas. As areas de ROS para trés experimentos
independentes foram integradas durante o periodo de incubagdo e sdo mostradas

como uma inserc¢do (média + erro padréo). * p <0,05 versus grupo néo tratado.

Os peptideos WKYM-NH; (verde) e GGKRWKYM-NH, (alaranjado), na
concentracao de 10 uM, induziram um leve aumento nos niveis de ROS nos
primeiros 10 minutos apds a incubacéo, indicando que essas moléculas séo
apenas indutores leves da producdo de ROS em neutréfilos humanos,
semelhantes aos peptideos derivados da anexina I, como o Ac9-252. Isso
demonstra que o peptideo WKYM-NH,, embora capaz de aumentar os niveis

de Ca®" intracelular através da ativacdo de FPR2 em células transfectadas,®’ é
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um fraco ativador do complexo NADPH oxidase em neutrofilos humanos. Este
fato ndo é novo, dado que o aumento intracelular da concentracédo de Ca**, a
inducdo da formacéo de ROS e a quimiotaxia de neutrofilos sdo alguns dos
eventos que podem ser produzidos apos a ativacdo do FPR2, e aparentemente
ndo estdo relacionados entre si'®. Como exemplo, Bae e colaboradores
mostram que os peptideos HRYLPM-NH; e HEYLPM-NH; induzem quimiotaxia
em neutréfilos humanos por meio da ativagdo de FPR2, mas apenas o primeiro
induz um aumento nas concentracdes de Ca** e a geracdo de superéxido no
mesmo tipo de célula, sendo que a diferenca entre eles € de uma unica
substituicdo de aminoacidos'®®. Além disso, outra possibilidade é que WKYM-
NH, seja mais eficiente na ativacao de receptores Fpr de camundongos do que
de FPR humano®®, uma vez que induziu a formacdo de corpusculos lipidicos
nos BMDMs de camundongos.

Por fim, enquanto a adi¢cao de tripsina ao Chim2 reverteu os efeitos na
producdo de ROS observados para este peptideo, nenhum efeito particular na
geracdo de ROS foi observado. Nesse cenario, 0 Chim2 hidrolisado deixou de
ser citotoxico para neutréfilos, mas também n&o induziu uma producéo
significativa de ROS, em consonancia com a baixa capacidade exibida pelo
WKYM-NH, em induzir tal fendmeno. Alguns ensaios preliminares utilizando
neutréfilos humanos induzidos com TNF-a foram realizados (Anexo F — Figura
F1). E possivel observar um panorama semelhante aos das células iniciadas
com LPS e identificar que os peptideos Chim2 e GFISGGKRWKYM-NH, foram,
nessas condicdes, os mais potentes produtores de ROS.

Por ultimo, é interessante observar que em BMDMs houve a inducéo de
formacdo de corpusculos lipidicos mesmo sem o estimulo com agentes
inflamatérios como LPS ou TNF-a, diferentemente do que foi observado para a
quantificacdo de ROS em neutrofilos. Isso pode refletir a biologia diferencial
dos modelos utilizados, porém, sdo necessarios mais ensaios para uma melhor

compreensao deste fendémeno.
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6. Conclusdes

O processo de sintese, purificacéo e identificacdo do peptideo Chim2 foi
realizado com sucesso, obtendo-se o0 peptideo desejado puro e pronto para a
utilizagdo nos demais experimentos.

A andlise da estruturacdo do peptideo Chim2 na presenca de vesiculas
unilamelares grandes (LUVs) de DMPC (carga neutra) e uma mistura 2:1 de
DMPC:DMPG (carga negativa) por dicroismo circular (CD) mostrou que o
peptideo teve uma estruturacao em cerca de 55% na presenca das membranas
negativas, enquanto a estruturacéo apos titulagdo com vesiculas neutras foi na
faixa de 13%. Sendo assim, conclui-se que essa estruturacdo de Chim2 possui
dependéncia da interacdo eletrostatica entre o peptideo catibnico e a carga
negativa das vesiculas, o que confere maior seletividade. Além disso, quando
comparado ao peptideo Hs02, Chim2 apresentou uma maior seletividade em
relacdo a membranas negativas, possivelmente pelo alongamento da cadeia na
regido C-terminal. Isso demonstra que esse peptideo apresenta uma
propensdo maior de associar-se a células de carater negativo, como células
procariéticas e pode ser explorado no direcionamento especifico para regides
infeccionadas.

A estrutura tridimensional do peptideo Chim2 foi obtida por ressonancia
magnética nuclear (RMN). As informacdes obtidas pelos experimentos
bidimensionais de *H-'H TOCSY e 'H-'H NOESY permitiram identificar que o
peptideo Chim2 apresenta uma estrutura anfifilica em hélice-a compreendida
entre os residuos Ala3-Phe14 e uma “cauda” sem estrutura definida do llel5
em diante. A estrutura de Chim2 esta de acordo com o que fora planejado: o
peptideo ser formado por uma regido estruturada, que interage seletivamente
com membranas negativas, acompanhada de uma regido desestruturada que
fica conformacionalmente livre para sofrer protedlise e liberar o peptideo
imunomodulador.

Para os ensaios de digestédo do peptideo Chim2, a analise qualitativa por
espectrometria de massa (MS) confirmou a seletividade dele pelas vesiculas de
carga negativa. Na presenca dessas, na razdo 1:10 peptideo:fosfolipideo, o

peptideo era lentamente clivado, apresentando ainda, para o tempo de 240
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minutos, por exemplo, a presencga do ion precursor, enquanto apés 30 minutos
de incubacdo, na presenca de vesiculas neutras, o peptideo j4 havia sido
totalmente hidrolisado. Com o aumento da razéo peptideo:fosfolipideo para
1:40, foi observado um maior direcionamento da hidrolise para a regido
desejada em Chim2b, fazendo com que a hidrélise da cadeia acontecesse
quase que exclusivamente neste sitio, diminuindo a geracdo de fragmentos
indesejados e favorecendo a liberagdo concomitante de Chim2c (WKYM-NH).
A quantidade do peptideo imunomodulador Chim2c liberado foi estabelecida
pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e as
concentracbes do peptideo foram obtidas por uma curva de calibracdo de
padrdo. Para a razdo 1:10 peptideo:vesicula, foram conseguidos valores na
faixa entre 10 e 15 pM na presenca de vesiculas 2:1 de DMPC:DMPG,
mostrando eficiéncia na liberacdo do peptideo. Quando a razdo foi aumentada
(1:40 peptideo:fosfolipideo), a cinética de liberacdo foi melhorada com o
peptideo sendo liberado paulatinamente na faixa de concentracdo de 10 puM
durante tempos longos, inclusive o de 480 min.

O peptideo imunomodulador Chim2c (WKYM-NH,) a 10 uM foi capaz de
estimular a resposta pré-inflamatéria em BMDMs de camundongos através da
liberacdo de interleucinas dos tipos 6 e 12. Além disso, induziu uma leve
producdo de ROS em neutréfilos humanos previamente estimulados. Isso
mostra que esse peptideo pode ser usado como agonista de FPR2 para
ativacdo do sistema imune.

O peptideo Chim2 apresentou atividade antimicrobiana direta com amplo
espectro de acdo e em concentracdes inibitérias minimas satisfatorias. Ele
também induziu rapidamente e em quantidades relevantes a producao de ROS
em neutréfilos estimulados com LPS, indicando que Chim2 pode também
funcionar como um agente direto no combate a infec¢des, além de seu papel
quimeérico.

Esses resultados indicam que o peptideo Chim2 possivelmente pode ser
utilizado no combate a infec¢des, interagindo preferencialmente com células
bacterianas e funcionando como um agente antimicrobiano direto e também,
como um carreador, liberando por uma proteodlise de seu sitio de clivagem, o
peptideo imunomodulatério que ativa o sistema imune para auto combate a
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doenca. A estratégia aqui proposta € bastante complexa e para tal, algumas
melhorias podem ser sugeridas. O modulo Chim2a, a parte que interage com a
membrana, pode ser mais seletiva em relacdo a células procaridticas e menos
citotoxico, quem sabe variando seu tamanho, introduzindo mudancgas pontuais
em sua estrutura e até utilizando outro peptideo-base ao invés do Hs02.
Algumas modificagBes ja vém sendo investigadas por nosso grupo de
pesquisa. Chim2b pode ter seu tamanho alterado ou ter mudancas na
sequéncia de aminoacidos da regido espacadora ou do sitio de clivagem.
Outras sequéncias peptidicas, suscetiveis a outras enzimas, além da tripsina,
podem ser exploradas sob a mesma estratégia, podendo ser adquirida maior
especificidade para o sitio infeccionado. Ja a parte Chim2c pode ser alterada
alternativamente por médulos semelhantes como WKYMVM e WKYMVm, que
também atuam como agonistas de FPR2 e podem apresentar uma maior acao
pré- ou mesmo anti-inflamatéria, a depender de futuros resultados obtidos in
Vivo.

Além das possiveis alteracbes na estrutura de Chim2 na busca por
melhorias em sua atuacao, este trabalho traz como perspectivas aplicacdes, in
vivo, do peptideo. Dessa forma, serd necessaria a otimizacdo de sua
estabilidade no plasma sanguineo para que uma fracdo deste resista a
protedlise total no sangue antes de seu acumulo em regides ricas em bactérias.
Para isso, podem ser estabelecidas possiveis modificacbes em sua estrutura,
preservando suas caracteristicas originais essenciais: a estrutura a-helicoidal
anfifilica em Chim2a e a capacidade de se ligar e ativar FPR2 de Chim2c.
Idealmente, apds acumular nas membranas procariéticas, o peptideo Chim2
deve comprometer a integridade da membrana bacteriana e/ou diminuir a
contagem deste tipo de células enquanto ativa os neutréfilos no microambiente
da infeccdo. Apds a degradacdo do peptideo nesse cenario, a por¢do Chim2c
deve ser produzida pela hidrélise das enzimas tryptase-like e se difundir para
longe da fonte, ativando leucdcitos ao estimular o FPR2. A obtencdo de
moléculas prova de conceito capazes de seguir esse complexo roteiro é um
objetivo que podera ser alcancado a partir da otimizacéo das futuras geragcdes
de peptideos da série Chim.
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Anexo A

Espectros de massa dos ensaios de digestdo do peptideo Chim2 nos tempos

de 30 e 240 minutos para as Condicfes 1, 2 e 3, narazao 1:10

peptideo:fosfolipideo.
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Figura Al. Espectros de massa dos ensaios de digestdo do peptideo Chim2 no

tempo de 30 minutos para: (A) Condicdo 1, (B) Condicédo 2 e (C) Condicédo 3. O

eixo y se encontra em unidades arbitrarias (a.u.).
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Figura A2. Espectros de massa dos ensaios de digestdo do peptideo Chim2 no
tempo de 240 minutos para: (A) Condigédo 1, (B) Condicéo 2 e (C) Condicéo 3. O

eixo y se encontra em unidades arbitrarias (a.u.).
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Anexo B

Tabela dos aminoacidos com sua respectiva representacdo em uma letra,
representacdo em trés letras e sua massa monoisotopica e tabela dos
fragmentos tedricos da hidrolise do peptideo Chim2.

Tabela B1. Tabela dos amino&acidos com sua respectiva representacdo em uma

letra, representacdo em trés letras e sua massa monoisotopica.

Aminoéacidos Simbolo de Simbolo de trés Massa
uma letra letras monoisotopica (Da)
Alanina A Ala 71,037
Cisteina C Cis 103,009
Acido Aspartico D Asp 115,026
Acido Glutamico E Glu 129,042
Fenilalanina F Phe 147,068
Glicina G Gly 57,021
Histidina H His 137,058
Isoleucina I lle 113,084
Lisina K Lys 128,094
Leucina L Leu 113,084
Metionina M Met 131,04
Asparagina N Asn 114,042
Prolina P Pro 97,052
Glutamina Q GIn 128,058
Arginina R Arg 156,101
Serina S Ser 87,032
Treonina T Thr 101,047
Valina Vv Val 99,068
Triptofano w Trp 186,079
Tirosina Y Tyr 163,063

Tabela B2. Estrutura primaria, posicdo dos residuos na cadeia e a massa dos

fragmentos do peptideo Chim2 obtidos teoricamente para tripsinélise.
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Massa Posicdo dos residuos Sequéncia do peptideo
2204,3542 2-20 WAVKIIRKFIKGFISGGKR
2176,3480 1-19 KWAVKIIRKFIKGFISGGK
2048,2531 2-19 WAVKIIRKFIKGFISGGK
2034,2487 6-22 IIRKFIKGFISGGKRWK
1945,0833 9-24 KFIKGFISGGKRWKYM
1816,9883 10-24 FIKGFISGGKRWKYM
1720,0744 6-20 IIRKFIKGFISGGKR
1651,9794 9-22 KFIKGFISGGKRWK
1563,9733 6-19 IIRKFIKGFISGGK
1530,0042 1-12 KWAVKIIRKFIK
1523,8845 10-22 FIKGFISGGKRWK
1428,7409 13-24 GFISGGKRWKYM
1401,9092 2-12 WAVKIIRKFIK
1337,8052 9-20 KFIKGFISGGKR
1209,7102 10-20 FIKGFISGGKR
1181,7041 9-19 KFIKGFISGGK
1141,7568 1-9 KWAVKIIRK
1135,6370 13-22 GFISGGKRWK
1053,6091 10-19 FIKGFISGGK
1013,6618 1-8 KWAVKIIR
1013,6618 2-9 WAVKIIRK
917,6294 6-12 IIRKFIK
885,5668 2-8 WAVKIIR
821,4628 13-20 GFISGGKR
782,3970 20-24 RWKYM
665,3617 13-19 GFISGGK
631,3926 1-5 KWAVK
626,2959 21-24 WKYM
535,3602 9-12 KFIK
529,3820 6-9 IIRK
503,2976 2-5 WAVK
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Anexo C

Cromatogramas, espectros de MS e espectros de MS/MS dos peptideos
alternativos da hidrdlise de Chim2 (GFISGGKRWKYM-NH; e GGKRWKY M-

NH,)
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Figura C1 — Cromatograma do peptideo GFISGGKRWKYM-NH,. O experimento foi
realizado com 15 mg do peptideo em coluna preparativa Jupiter C18 acoplada a um
LC-20 Prominence (Shimadzu Co.) submetida a um gradiente de acetonitrila + 0,1%
TFA (linha preta) em agua + 0,1% TFA a uma taxa de fluxo de 10 ml/min. A
absorbéncia da amostra foi monitorada a 216 nm (linha preta) e a 280 nm (linha cinza).
O peptideo corresponde a fracé@o principal.
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Figura C2 — Espectro de massa do peptideo GFISGGKRWKYM-NH2. Anélise MS
do extrato bruto obtido a partir da sintese quimica do peptideo usando um MALDI-TOF
MS (Ultraflex 1ll, Bruker Daltonics, Alemanha) operando no modo refletor positivo
usando acido a-ciano-4-hidroxicinamico como matriz. [M+H]" eeico = 1428,757 Da.
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Figura C3 — Espectro de MS/MS do peptideo GFISGGKRWKYM-NH,. Espectro de
fragmentacdo do peptideo em modo LIFT usando um MALDI-TOF MS (Ultraflex I,
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Bruker Daltonics, Alemanha). Os residuos de aminoacidos das séries de ionsy e b
estdo representados em vermelho.
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Figura C4 — Cromatograma do peptideo GGKRWKYM-NH,. O experimento foi
realizado com 15 mg do peptideo em coluna preparativa Juapiter C18 acoplada a um
LC-20 Prominence (Shimadzu Co.) submetida a um gradiente de acetonitrila + 0,1%
TFA (linha preta) em 4gua + 0,1% TFA a uma taxa de fluxo de 10 ml/min. A
absorbancia da amostra foi monitorada a 216 nm (linha preta) e a 280 nm (linha cinza).
O peptideo corresponde a fracé@o principal.
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Figura C5 — Espectro de massa do peptideo GGKRWKYM-NH,. Analise MS do
extrato bruto obtido a partir da sintese quimica do peptideo usando um MALDI-TOF
MS (Ultraflex 1ll, Bruker Daltonics, Alemanha) operando no modo refletor positivo
usando acido a-ciano-4-hidroxicinamico como matriz. [M+H]"eeico = 1024,551 Da.
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Figura C6 - Espectro MS/MS do peptideo GGKRWKYM-NH,. Espectro de
fragmentacdo do peptideo em modo LIFT usando um MALDI-TOF MS (Ultraflex I,
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Bruker Daltonics, Alemanha). Os residuos de aminoacidos das séries de ionsy e b

estdo representados em vermelho.
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Anexo D

Espectros de MS e MS/MS do peptideo sintético WKYM-NH>
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Figura D1 — Espectro de massa do peptideo WKYM-NH,. Analise MS do extrato
bruto obtido a partir da sintese quimica do peptideo utilizando um Triple Tof 5600+
(Sciex, Framingham, EUA) operando em modo refletor positivo. [M+H] erico = 626,312
Da.

122



Precursor mfz:

Abundancia Relativa (%)

66,2559

WK'Y'M

Charge: +1

[bs-NH;]

[a=-NH:]

Fragmented Bonds:

b

[x,-coﬁ_ o

—

33

[M+H

[M+H-N

i)

100 150

100 150
i ]

200
i

250 300

250 300
i f

350

350
]

400 450

400 450
i ]

500

Erro (ppm)
b

Figura D2 - Espectro de MS/MS do peptideo WKYM-NH,.

Espectro de

fragmentacdo de WKYM-NH, obtido em Triple Tof 5600+ (Sciex, Framingham, EUA).

Gréfico gerado

http://www.interactivepeptidespectralannotator.com/Peptide Annotator.html.

usando

a

ferramenta

online

ISPA:

123



Anexo E

Curva de calibracao do peptideo Chim2

Curva de caibragao de Chim2, 280 nm
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Figura E1. Curva de calibracédo para o peptideo WKYM-NH,. Para a confec¢do da
curva foram utilizados 7 pontos com as concentragdes do peptideo de: 0, 3,125, 6,25,
12,5, 25, 50 e 100 pM, obtendo-se um R? = 0,984 e a equacéo da reta: y = 24874,7x -
3954.86.
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Anexo F

Producdo de ROS em neutrofilos humanos previamente incubados com TNF-a
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Figura F1. Producao de ROS total em neutréfilos humanos induzidos com TNF-a.
Neutrdéfilos saudaveis foram isolados do sangue periférico de voluntarios e incubados
com TNF-a por 1 hora. Em seguida, foram adicionados, as células, peptideos na
concentracdo de 10 puM e a quantidade de ROS foi monitorada por 2 horas. A
gquimioluminescéncia foi detectada utilizando-se um leitor de placas. Os resultados dos

primeiros 60 minutos sdo mostrados em duplicatas.
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Anexo G

Estrutura dos aminoacidos (em destaque, as cadeias laterais).

(|30'D_ (FDD_ {EDD_ {EDD'
. . H .
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CH; | | ;CE
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