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RESUMO

Peptideos bioativos, com origem natural ou sintética, desempenham varias fungdes
biolégicas, incluindo atividade antimicrobiana e imunomodulatéria. Suas
propriedades fisico-quimicas, como carga, estrutura e hidrofobicidade, influenciam
seus efeitos bioldgicos. O desequilibrio desses atributos pode levar a citotoxicidade
para células hospedeiras, 0 que € indesejavel para aplicagdes terapéuticas. Por
causa disso, o objetivo principal deste trabalho foi determinar quais os atributos
fisico-quimicos dos peptideos bioativos sdo responsaveis pela sua atividade
citotoxica em modelo de macréfagos murinos. Foram sintetizados 20 peptideos
bioativos por meio de sintese em fase sélida por estratégia Fmoc, purificados por
cromatografia liquida e identificados por espectrometria de massa MALDI-ToF. As
propriedades fisico-quimicas dos peptideos foram determinadas pelo programa
enCrypted, e os resultados foram submetidos ao algoritmo de clusterizacao K-
Means. Os peptideos foram classificados em 4 grupos distintos, comoevidenciado
por uma Analise de Componente Principal (PCA). A analise de carga e o teste
estatistico ANOVA foram aplicados para identificar as propriedades fisico-quimicas
que mais contribuiram para a formacao dos grupos, que foram: volume e massa
monoisotopica; coeficientes de estrutura secundaria; acessibilidade dos residuos
ao solvente; e porcentagem de residuos basicos e carregados. Ensaios de MTT
revelaram que o Grupo O inclui peptideos n&do-citotoxicos. Ja os grupos 1, 2 e 3
contém peptideos com citotoxicidade confirmada neste estudo (LyeTx1, D e L-
ecPis2s) e em outros trabalhos, o que sugere que as propriedades fisico-quimicas
supracitadas sao responsaveis pela separacao entre peptideos toxicos e néo-
toxicos. Quanto a quantificagdo de oxido nitrico, foi observado que os peptideos
LyeTx1, D-ecPis2s e L-ecPis2s, L-Phes, Lun1 F12A e Schisn3 diminuiram a
concentragao de NO, enquanto o peptideo Lun1 K7A a aumentou. A relagao entre
atributos fisico-quimicos e a atividade imunomodulatéria desses peptideos
necessita de mais investigagbes. Por fim, neste trabalho determinamos
caracteristicas fisico-quimicas que parecem ser fundamentais para determinar a
nao-citotoxicidade de um peptideo bioativo. Ainda, sugerimos que estes atributos

devem ser considerados para o desenho de novos peptideos nao-citotoxicos.

Palavras-chave: peptideos bioativos; desenho de peptideos; propriedades fisico-
quimicas; biofisica; citotoxicidade; imunomodulagao



ABSTRACT

Bioactive peptides, whether of natural or synthetic origin, perform various biological
functions, including antimicrobial and immunomodulatory activities. Their
physicochemical properties, such as charge, structure, and hydrophobicity,
influence their biological effects. Imbalance in these attributes can lead to
cytotoxicity to host cells, which is undesirable for therapeutic applications. Because
of this, the aim of this work was to determine which physicochemical attributes of
bioactive peptides are responsible for their cytotoxic activity in a murine
macrophage model. Twenty bioactive peptides were synthesized through Fmoc
solid-phase synthesis, purified by liquid chromatography, and identified by MALDI-
ToF mass spectrometry. The physicochemical properties of the peptides were
determined using the enCrypted program, and the results were subjected to the K-
Means clustering algorithm. The peptides were classified into four distinct groups,
as evidenced by Principal Component Analysis (PCA). Loadings analysis and the
ANOVA statistical test were applied to identify the physicochemical properties that
contributed most to the groups formation, which included volume and
monoisotopic mass, secondary structure coefficients, solvent accessibility of
residues, and the percentage of basic and charged residues. MTT assays revealed
that Group O includes non-cytotoxic peptides. Groups 1, 2, and 3, on the other
hand, contain peptides with confirmed cytotoxicity in this study (LyeTx1, D and L-
ecPis2s) and in other articles, suggesting that the above-mentioned
physicochemical properties are responsible for the separation between toxic and
non-toxic peptides. As for the quantification of nitric oxide, it was observed that the
peptides LyeTx1, D-ecPis2s, L-ecPis2s, L-Phes, Lun1 F12A, and Schisn3
decreased NO concentration, while the peptide Lun1 K7A increased it. The relation
between physicochemical attributes and the immunomodulatory activity of these
peptides requires further investigation. In conclusion, in this study, we determined
physicochemical characteristics that appear to be crucial in determining the non-
cytotoxicity of a bioactive peptide. Furthermore, we suggest that these attributes
should be considered in the design of new non-cytotoxic peptides.

Keywords: bioactive peptides; peptide design; physicochemical properties;
biophysics; cytotoxicity; immunomodulation



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1. Esquema dos modelos de interacédo de peptideos bioativos com membranas

CRIUIAIES. ...ttt st ettt ettt st ae e 19
Fig. 2. Esquema do funcionamento geral do programa enCrypted...........c.cocun...... 25
Fig. 3. Peptidens SINtELICOS. ......cc.oooiiiiieceeeeee e 26
Fig. 4. Estrutura primaria da proteina Sm29............ccoooioiiiieieeeeee, 28
Fig. 5. Esquema geral dos MEtOdOS. ..........ooviieiieiiiiicece e 35

Fig. 6. Esquema geral da sintese de peptideos em fase sdlida via estratégia

FIMOC. . ettt ettt ettt b et 43
Fig. 7. Formacgao de cristais de formazan..............ccccoooieiiiiiciciicecceeeeeeeeeeee 46
Fig. 8. Reacao de Griess modificada. ............ccoooieiiiiiiiiiiieecceceeeeeeeeee e 48
Fig. 9. Purificagao e caracterizagao do peptideo Lunatina-1..............ccccooeevvieieeinnn. 51
Fig. 10. Purificagao e caracterizagao do peptideo Lunatina-1 12A.............c..ccoc........ 52
Fig. 11. Purificagado e caracterizacdo do peptideo Lunatina-1 G4A...........c..cc.......... 53
Fig. 12. Purificagao e caracterizagao do peptideo Lunatina-1 K7A.............cc.cc......... 54

Fig. 13. Clusterizacao dos peptideos de acordo com seus atributos fisico-quimicos
€ ANANISE A CANQAS....cui ittt ettt e e e be b e reenas 56

Fig. 14 Citotoxicidade dos peptideos Lycotoxina-1, L- e D-ecPiscidina-2s sobre
MACIOfAgOS MUIINOS.......ooiiiiiiecieceeeeee ettt et ae e e saeeaeesaaas 59

Fig. 15. Curvas de citotoxicidade dos peptideos LyeTx1, L-ecPis2s e D-ecPis2s. 60

Fig. 16. Citotoxicidade das lunatinas.............ccocoveoieieiiciceeceeeeeee e, 63
Fig. 17. Citotoxicidade dos peptideos Hylaseptina-1, Caspase-3 e D- eL-

=Y o] Y=T o] (] = TR TSROSO 64
Fig. 18. Citotoxicidade das schistocininas-1 a -4.........ccccceiviiinieieneeeeeeeee 65
Fig. 19. Citotoxicidade das schistocininas-5, -7, -8 € -9.......ccccoceeiinininenieeee, 66

Fig. 20. Parte 1: valores médios dos atributos fisico-quimicos para cada grupo... 68
Fig. 21. Parte 2: Valores médios dos atributos fisico-quimicos para cada grupo... 69

Fig. 22. Parte 3: Valores médios dos atributos fisico-quimicos para cada grupo... 72



Fig. 23. Avaliacao da ativacao da via do 6xido nitrico em macréfagos RAW tratados

COM OS PEPLIAEOS. ...ttt e be e e abeereeeaaeenneas 75
Fig. S5. WSS ...ttt sesenas 99
Fig. S6. Cromatogramas dos peptideos Schistocininas-1, -2, -3 e -4..........c............ 100
Fig. S7. Cromatogramas dos peptideos Schistocininas-5, -7, -8 € -9....................... 101

Fig. S8. Purificacdo e caracterizagao das piscidinas..........c.ccccceceevvieieeiecicciecneennn, 102



LISTA DE ABREVIATURAS

AMP: Peptideo antimicrobiano

Cas3: Caspase-3

CCso: Concentragao citotoxica 50%

CL: Cardiolipina

DBAASP: Banco de Dados de Atividade Antimicrobiana e Estruturas de Peptideos
DCM: Diclorometano

D-ecPis2s: D-ecPiscidina-2s

DIC: Diisopropilcarbodiimida

DMEM: Meio de Eagle modificado por Dulbecco
DMF: Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

D-Phes: D-fenilseptina

ecPis2: ecPiscidina-2

ecPis3: ecPiscidina-3

ecPis4: ecPiscidina-4

Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarboil

GP: Grupo protetor

HOBt: 1-hidroxibenzotriazol

HPLC: Cromatografia liquida de alta performance

Hsp1: Hylaseptina-1



IPA: Isopropanol

L-ecPis2s: L-ecPiscidina-2s
L-Phes: L-fenilseptina

LPS: Lipopolissacarideo
Lun1: Lunatina-1

Lun1 I2A: Lunatina-1 12A
Lun1 G4A: Lunatina-1 G4A
Lun1 K7A: Lunatina-1 K7A
Lun2 F12A: Lunatina-2 F12A
LyeTx1: Lycotoxina-1

MALDI-ToF: Espectrometria de massa por ionizagao e dessor¢ao a laser assistida

por matriz-tempo de voo

MIC: Concentracéo inibitéria minima

MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazdlio
NED: N-(I-naftil)etilenodiamina

NO: Oxido nitrico

PA: Acido fosfatidico

PCA: Analise de componente principal

PG: Fosfatidilglicerol

Pl: Fosfatidilinositol

Pl: Ponto isoelétrico

PIPE: Piperidina



PS: Fosfatidilserina

RMN: Ressonancia magnética nuclear
ROS: Espécies reativas de oxigénio
Schisn1: Schistocinina-1

Schisn2: Schistocinina-2

Schisn3: Schistocinina-3

Schisn4: Schistocinina-4

Schisn5: Schistocinina-5

Schisn6: Schistocinina-6

Schisn7: Schistocinina-7

Schisn8: Schistocinina-8

Schisn9: Schistocinina-9

SFB: Soro fetal bovino

TFA: Acido trifluoroacético

TIS: Triisopropilsilano

WCSS: Soma dos quadrados intra-clusters



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ..o 16
1.1. Peptideos bIiOatiVOS.........cc.covioiiiiiceceecee e 16
1.2. Mecanismos de acio dos peptideos bioativos............cccoooovveeeieiiciicieeee 18
1.2.1. Mecanismos de agao membranolitiCOS............ccccooeveeiiiciieceeeeeeeeeeee e 18

1.2.2. Mecanismos de agcdo ndo-membranoliticos: alvos alternativos e

19018 o] T o L] F=To7= o R 20

1.3. Desenho de peptideos bioativos e a relacéo entre propriedades

fiSiCO-QUIMICAS € TUNGAO..........ciiieiececeee et 23

1.4. enCrypted: programa de identificacéo e caracterizagdo fisico-quimica de

PEPLIdEOS ENCIHIPLATOS. ......ei i 24
1.5. Peptideos utilizados neste trabalno.............c.c.oovieviiiiiiiiiceeeeeeee e, 26
1.5.1. SCRISIOCININGS.......c.eiiiiiiiiii s 27
1.5.2. Hylaseptina-1, Caspase-3 € LycotoXina-1...........ccccoveierieriieienicieeeeceee e 28
1.5.3. FENIISEPLINGS.......ceeeeeeeeee et 29
1.5.4. PiSCIAINGS.......coiiiiiiiiiiee et 29
1.5.5. Lunatina-1 € Seus analOgOsS..........ccoouieiieiiiiieieceeeeee e 30
2. JUSTIFICATIVA . ...ttt se s 33
S.OBUETIVOS........ocoet ettt 34
4. MATERIAL E METODOS...........ooouiiiiriiiniiseeeiessessesssssssssssssesssesssses s ssssseons 35
4.1. Parametrizagao fisico-quimica dos peptideos bioativos...........c.ccccoeveveeiennnnnn, 36
4.2. Obtengao dos peptideos SINtELICOS..........coveiiiiiciieiceceeeeeeeee e 41
4.2.1. Sintese de peptideos por fase sélida Fmoc...........cc.ccoovvieieiiiciciiiicee, 41
4.3. Caracterizagao bioquimica dos peptideos sintéticos.............ccovveeieviciiiieciennnn, 43

4.3.1. Purificagao dos peptideos sintéticos por cromatografia liquida e

identificacdo por espectrometria de Massa............coeeiiiiiiiieiiieieecee e 43
4.3.2. Quantificagdo dos peptideos sintetizados...........cccccoeevivieieicicieeeee 44

4.4. Atividade citotoxica e imunomodulatoria dos peptideos sobre



MACIrOfAgOS RAW 264.7 .........ooeeeeeeeeeeeeeeee et 45

4.4.1. Cultivo e manutengao dos macrofagos RAW 264.7 ...........ccoeeeeveeeeceeeeenenne. 45
4.4.2. Avaliagao do efeito citotdxico dos peptideos por ensaio de MTT................... 46
4.4.3. Quantificag@o de NItHLO..........ocooieieieicee e 47
4.5. Analises estatiStiCas..........ccoeviiiiiiiie e 49
5. RESULTADOS E DISCUSSAO.............coooimiiieeeeeeeeeee e 50
5.1. Sintese quimica e caracterizacado bioquimica dos peptideos de interesse....... 50

5.2. Peptideos bioativos podem ser agrupados e classificados de acordo com suas

caracteristicas fiSiCO-QUIMICAS.........uuuuuriiiiiiee e e e eeeeannes 55
5.3. Peptideos nao-citotéxicos estdo concentrados no “Grupo 0”, enquanto
peptideos citotoxicos estado distribuidos entre os grupos 1,2 e 3.....cccoevvviiiiiieeennnns 58

5.4. Diferencgas biofisicas significativas no Grupo 0 sao indicativos promissores para

o desenvolvimento racional de peptideos ndo CitotOXICOS..........ccevveieeiiiiiiiiiiiieneees 67

5.5. Peptideos bioativos podem modular a via do éxido nitrico em macréfagos

N SR 74
5.6. Uma estratégia para o desenho racional de novos peptideos bioativos sem

atividade citotoxica pode Ser proposta...........ceiveiieiiiiiiiiiieicee e 78
B. CONCLUSOES...........oooooeeee e 79
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.............ccooovioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 81

MATERIAL SUPLEMENTAR ..ottt 93



16

1. Introducgao

1.1. Peptideos bioativos

Os peptideos bioativos representam uma classe diversificada de
biomoléculas que podem desempenhar multiplas atividades bioldgicas, como, por
exemplo, efeitos antitumorais, antiparasitarios e antibacterianos. Esses peptideos
podem ser sintetizados em laboratério ou serem extraidos de fontes naturais, tais
como venenos animais, secrecdo da pele de anfibios, hemolinfa de artropodes,
sementes de plantas, entre outras. Por serem moléculas ubiquas na natureza, os
peptideos bioativos podem desempenhar diferentes funcgdes, principalmente em
relacdo ao combate de patdégenos durante a resposta imune de um organismo a

uma infeccéo iminente.

Os peptideos bioativos sdo moléculas diversas em tamanho, estrutura e
especificidade, levando-os a serem frequentemente submetidos a diferentes
abordagens de classificagdo. Os peptideos bioativos podem ser classificados com
base em varios critérios, incluindo a sua estrutura (como peptideos desenovelados,
com formagao de a-hélices ou folhas-B), o organismo de origem (como peptideos
extraidos de amostras bioldgicas de insetos, anfibios, venenos de serpentes, etc.)
e a seletividade para um alvo especifico. Ainda, conforme revisado por Brogden
(2005), é possivel classificar os peptideos bioativos em alguns subgrupos
diferentes, que serao discutidos a seguir (Bahar A. A. e Ren D., 2013; Hoskin D. W.
e Ramamoorthy, A., 2008; Brogden K. A., 2005).

' Peptideos antimicrobianos (AMPs): os AMPs sao provavelmente a classe
de peptideos bioativos mais estudada até os dias de hoje, devido ao seu potencial
para o desenvolvimento de novos farmacos e tratamentos alternativos para
infeccbes causadas por microorganismos diversos. Conforme revisado por Koo H.
B. e Seo J. (2019), existem diversos AMPs em diferentes estagios de formulagao
na industria farmacéutica. Dois exemplos de AMPs em estagio pré-clinico séo os
peptideos D2A21' (Demegen®) e NP4322, ou Novarifyn (Novabiotics®), ambos

peptideos sintéticos com atividade antibacteriana e propostos como candidatos a

' Sequéncia do D2A21: FAKKFAKKFKKFAKKFAKFAFAF-OH
2 Sequéncia do NP432: RRRFRFFFRFRRR-OH


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=xkx8kO
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=xkx8kO
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antibidticos de uso tépico. Os AMPs, em geral, caracterizam-se por serem
moléculas anfipaticas, compostas tanto por residuos hidrofébicos quanto por
residuos carregados positivamente. A carga liquida positiva dos AMPs, conferida
por residuos de aminoacidos como a lisina, por exemplo, € descrita como uma
caracteristica fisico-quimica fundamental para a sua interagdo com as membranas
celulares dos patogenos, que geralmente sdo compostas de moléculas carregadas
negativamente, como lipopolissacarideo  (LPS), fosfatidilserina (PS),
fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL), fosfatidilinositol (PI) e acido fosfatidico (PA),
permitindo a ocorréncia de interacbes eletrostaticas (Koo H. B. e Seo J., 2019;
Ballweber L. M., Jaynes J. E. e Lampe M. F., 2002; Brogden K. A., 2005; Li Y. et al.,
2012; Gaspar D., Veiga A. S. e Castanho A. R. B., 2013; Mulder K. C. L., 2013;
Sohlenkamp C. e Geiger O., 2015).

° Peptideos com carga liquida positiva (catidnicos): estes se diferenciam
do primeiro grupo por serem peptideos extremamente ricos em residuos
carregados positivamente em pH neutro, como a lisina (K) e a arginina (R). Este
subgrupo contém peptideos que normalmente formam a-hélices anfipaticas na
presengca de meios miméticos de membrana. Este € o caso do peptideo
Temporina-1CEa® (Shang D. et al., 2009), isolado da Rana chensinensis, cuja
estrutura em hélice causa alteragdes na membrana de células tumorais, levando-as
a necrose. (Brogden K. A., 2005; Li Y. et al., 2012; Gaspar D., Veiga A. S. e
Castanho A. R. B., 2013; Hoskin D. W. e Ramamoorthy, A., 2008).

' Peptideos com carga liquida negativa (aniénicos): sdo peptideos ricos
em residuos carregados negativamente em pH neutro, sendo eles o acido
aspartico (D) e o acido glutédmico (E). Sdo muitas vezes explorados para a sintese
de peptideos quimeras mais seletivos, como é o caso da MMIS:Buforina-lIb*, uma
quimera produto da jungdo de um peptideo catidnico (Buforina-1Ib®) e um peptideo

anionico (Magainina®) (Jang J. H. et al., 2011).

° Peptideos que formam pontes dissulfeto: sdo peptideos que formam

pontes dissulfeto devido a presenca de residuos de cisteina (C), que normalmente

3 Sequéncia da Temporina-1CEa: FVDLKKIANIINSIF-NH_

4 Sequéncia do MMIS:Buforina-llb:
DAEAVGPEAADEEKDEDGPLGIAGQRAGLQFPVG[RLLR]3-OH
° Sequéncia da Buforina Ilb: RAGLQFPVG[RLLR]:-OH

6 Sequéncia da Magainina: GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS-OH
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induzem a formacéao de estruturas secundarias do tipo folhas-3. Os representantes
mais conhecidos desta classe sdo as defensinas, que s&o citotoxicas para
diferentes linhagens tumorais, e podem ser encontradas em células do sistema
imune de seres humanos, plantas, animais, entre outros (Brogden K. A., 2005; Li Y.
et al., 2012; Hoskin D. W. e Ramamoorthy, A., 2008).

° Peptideos enriquecidos: sido peptideos catibnicos que apresentam
residuos especificos em propor¢des maiores aos outros residuos de sua estrutura.
E o caso das Apidaecinas’, que sdo ricas em residuos de prolina (P), sendo este
responsavel por 29% de sua estrutura primaria (Casteels-Josson K. et al., 1993).
Estes enriquecimentos s&do normalmente empregados em modelos sintéticos de
peptideos com o intuito de aumentar a sua atividade antimicrobiana (Brogden K.
A., 2005).

° Peptideos encriptados: sdo descritos como peptideos inseridos e
criptografados em uma proteina maior, que podem ser fragmentos de proteinas
gerados por uma protedlise, e que quando liberados podem ter fungdes bioldgicas
similares ou distintas de sua matriz proteica. A obtencdo de um peptideo
encriptado pode acontecer in vivo, in vitro e, mais recentemente, in silico.
Simulagbes computacionais podem facilitar a identificacdo e propor peptideos
encriptados, como é o caso dos programas de computador Kamal e enCrypted
(Brand G. D. et al., 2019; Santos B. P. O. et al., 2021), este ultimo sera melhor

discutido no item 1.4.

Além de compreender a classificacdo desses peptideos, é crucial entender
os variados mecanismos de agdo que essas moléculas empregam para

desempenhar suas fungdes em um sistema bioldgico.

1.2. Mecanismos de agao dos peptideos bioativos

1.2.1. Mecanismos de agao membranoliticos

7 Sequéncia da Apidaecina: GNNRPVYISQPRPPHPRL-OH



19

Os mecanismos de agao dos peptideos bioativos sdo geralmente explicados
pela sua interagdo com membranas biolégicas, o que pode resultar na lise de
células patogénicas. A ruptura da membrana, ou até mesmo a formagéo de poros
transmembranares, levam ao extravasamento de ions e de componentes
citoplasmaticos vitais para a célula, resultando em sua morte (Mahlapuu M. et al.,
2016; Yeaman M. R. e Yount N. Y., 2003).

Poro toroidal

Poro toroidal desordenado

O8p_  adé 000
Nz~ :
00C0O00O00000
Afinamento da membrana
Adsorcdo na membrana Mudangas conformacionais
+ + o+ +
0.2v %j
¥ ccooood” § Boococo
== 70
Eletroporacao
Segrégacao de lipideos carregados
'tmbcboc{)ocbo Membrana bacteriana 9%
AR LR - o) a 12
o.
Depolarizacao da membrana - = H b tf)opr_’
néo liticamente : 0
O(mc(mf) Intermediario nao bicamada
000000  Q00000C00CD0
- -~ Direcionamento a lipideos oxidados

Portadores de anion

Fig. 1. Esquema dos modelos de interacao de peptideos bioativos com membranas
celulares. Adaptado de Nguyen L. T., Haney E. F. e Vogel H. J., 2011. Apds a inicial
adsorcao de peptideos antimicrobianos (AMPs) na membrana citoplasmatica bacteriana,
uma série de eventos se desencadeia, sendo que eles ndo sio estritamente exclusivos
entre si. Nos modelos classicos de ruptura da membrana, os peptideos atingem uma
concentragao critica, inserindo-se na membrana e dando origem a poros alinhados no
formato de barril. Isso resulta na solubilizacdo da membrana em estruturas micelares,
conforme observado no modelo de carpete, ou na formagao de poros alinhados por
peptideos e lipidios, caracteristico do modelo de poro toroidal. No modelo revisado de poro
toroidal desordenado, a formagcdo de poros ocorre de maneira mais desordenada e
envolve menos peptideos. A presenca dos peptideos pode afetar a espessura da
bicamada, ou a prépria membrana pode ser reorganizada para criar dominios ricos em
lipidios anidnicos ao redor dos peptideos. Em situacbes mais especificas, podem ocorrer
intermediarios n&do-bicamada na membrana. A adsor¢ao de peptideos a membrana pode
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ser otimizada ao direciona-los para fosfolipidios oxidados. Em alguns casos, um peptideo
pode se ligar a pequenos anions através da bicamada, resultando em seu efluxo. O
potencial de membrana pode ser dissipado sem causar danos perceptiveis, ou,
inversamente, no modelo de eletroporagao molecular, 0 acumulo de peptideos na folha
externa eleva o potencial de membrana acima de um limiar, tornando a membrana
transitoriamente permeavel a varias moléculas, incluindo os préprios peptideos.

A atividade membranolitica dos peptideos é tradicionalmente descrita por
modelos classicos baseados nas diferentes orientacbes que essas moléculas
podem assumir ao interagir com a membrana biolégica. O modelo de carpete
postula que a membrana se desestabiliza e colapsa devido a tensdo gerada pelo
peptideo. De forma semelhante, no modelo detergente, a membrana também se
desestabiliza, e, posteriormente, formam-se micelas devido a unido entre os
peptideos e os lipideos membranares. Outro modelo classico € o de barril , que é
baseado nas interagdes laterais entre os peptideos que se inseriram na membrana
do patégeno, formando uma estrutura em "barril" que desestabiliza a organizagao
dos fosfolipideos. Em contrapartida, de acordo com o modelo de poro toroidal, os
peptideos ndo interagem entre si ao se inserirem na membrana, e assim formam
poros que afetam a sua estrutura e curvatura (Wimley W. C., 2010). Todos estes

modelos estdo resumidos na Figura 1.

Por fim, apesar do foco de estudos de mecanismos de acédo de peptideos
estar na acdo membranolitica, existem outras maneiras pelas quais essas
moléculas podem atuar. Todos os modelos de mecanismos de ag¢ao sao
importantes para se construir uma compreensao abrangente de como os peptideos

bioativos exercem suas atividades em sistemas bioldgicos.

1.2.2. Mecanismos de a¢ao nao-membranoliticos: alvos alternativos e

imunomodulagao

Atualmente, pesquisas tém investigado peptideos bioativos que atuam por
meio de mecanismos nao-membranoliticos, ou seja, que exercem suas fungdes
biolégicas sem provocar a lise celular. Alguns peptideos podem alterar a
integridade da membrana e atravessa-la, para entdo alcangar alvos intracelulares.

Os mecanismos propostos neste caso incluem bloqueio da sintese de RNA,
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bloqueio da sintese de proteinas, inibicado da respiragcao celular e efluxo de ATP e
NADH por ruptura da membrana mitocondrial (Wu Y. e Jin W., 2020; Nguyen L. T.,
Haney E. F. e Vogel H. J., 2011; Teixeira V., Feio M. J. e Bastos M., 2012; Bahar A.
A.e Ren D., 2013).

Alguns exemplos de peptideos com acao nao-litica s&o revisados por Bahar
e Ren (2013). Por exemplo, o peptideo PR-398, proveniente do intestino de porcos,
consegue eliminar bactérias de forma néao-litica, parando a sintese de DNA e de
proteinas, agindo de forma semelhante a uma protease. Ja a histatina-5° é capaz
de inibir proteases de bactérias que causam periodontite, 0 que gera a inibigdo da
destruicdo do tecido da gengiva. Também sao reportados na literatura alguns
peptideos que agem intracelularmente em células que se encontram em estagios
de crescimento especificos (Bahar A. A. e Ren D., 2013; Boman H. G., Agerberth
A. e Boman A., 1993; Nishikata M. et al., 1991).

Existem ainda peptideos que exercem suas fungdes por meio da
imunomodulagéo, ou seja, aumentando ou diminuindo alguma resposta de células
do sistema imune, por meio da regulagdo de vias bioquimicas ativadas ou inibidas
durante uma infecgcdo. Alguns autores definem a imunomodulagcdo como a
capacidade de influenciar o estresse oxidativo (Jakubczyk A. et al., 2020), e isso
abrange a liberagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio, como
o oxido nitrico (NO). Por sua vez, o 6xido nitrico € um gas radical instavel que, ao
reagir com o oxigénio, produz outros radicais como o nitrito e o nitrato. Em um
sistema bioldgico, o NO é quase que instantaneamente oxidado apds a enzima
NO-sintase se tornar cataliticamente ativa (Pavlicevic M., Marmiroli P. e Maestri E.,
2022; Jakubczyk A. et al., 2020).

A via do 6xido nitrico desempenha um papel importante na resposta imune,
especialmente em células fagociticas, como os macréfagos, durante infecgdes por
patdgenos intracelulares. O NO e seus derivados sao conhecidos por serem
efetores antimicrobianos, combatendo uma ampla gama de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos, parasitos e virus. No entanto, os detalhes precisos

desses mecanismos muitas vezes permanecem incompletos. Além de sua agao

8 Sequéncia do PR-39: RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP-NH>
% Sequéncia da Histatina-5: DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY-OH
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antimicrobiana direta, o NO também regula a producdo de mediadores
inflamatdrios, influenciando processos como agregacao plaquetaria, aderéncia de
leucdcitos e a resposta inflamatoria como um todo. Adicionalmente, a conversao do
nitrato em nitrito por bactérias comensais no sistema gastrointestinal de
vertebrados resulta em uma acidificagdo no estdmago e na pele, constituindo uma
importante barreira inicial de defesa epitelial para o hospedeiro (Fang F. C. et al.,
2002).

Dessa forma, reguladores da via do oOxido nitrico despertam interesse
biotecnolégico, ja que o efeito imunomodulador pode ser util para a produgédo de
novas drogas antiinflamatoérias, antibacterianas, antiparasitarias, entre outras.
Alguns peptideos tém sido explorados em outros trabalhos da literatura com o
objetivo de encontrar moléculas que induzem a produgéo de NO. Este € o caso do
peptideo Phylloseptina-1'° (Kickelhaus S. A. et al., 2020), que a 32 uM (24h de
tratamento) aumentou a produgcdo de NO e liberagdo de fator de crescimento
transformador- (TGF-B) em macrofagos néao-infectados e infectados com
amastigotas de Leishmania amazonensis, além de ter sido observada atividade
leishmanicida nas mesmas condi¢des. E hipotetizado que o efeito modulador da
producdo de NO auxilie na atividade antiparasitaria observada para a
Phylloseptina-1. Outro peptideo que modula a via do 6xido nitrico é o Peptideo-C""
(Kitamura T. et al., 2003), uma molécula pro-insulina que atua na homeostase
vascular. Neste caso, foi observado que células endoteliais da aorta de ratos
Wistar, estimulados com Peptideo-C por 3h, tiveram a concentragdgo de NO
dobrada em relagdo a concentragao basal. Essa estimulagdo também aumentou o
conteudo de mRNA da enzima NO-sintase 3, o que € apontado como a causa do
aumento da concentragcdo de NO. Por isso, o Peptideo-C é investigado como uma
molécula pro-inflamatéria. Outro exemplo é o peptideo sintético NRWC'?,
desenhado por Shiri S. e colaboradores (2022), que dobrou a concentragao de NO
produzida por macrofagos J774 tratados com 200 ug/mL do peptideo por 48h. Essa
mesma concentragdo corresponde a concentragdo inibitéria minima (MIC) para

Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, duas bactérias patogénicas para seres

0 Sequéncia da Phylloseptina-1: FLSLIPHAINAVSAIAKHN-NH;
" Sequéncia do Peptideo-C: EAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQ-OH
2 Sequéncia do NRWC: NRWCFAGRR-NH:
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humanos. As atividades imunomoduladora e bactericida do peptideo NRWC podem

estar intimamente correlacionadas (Shiri S., Hasani F. e Fasihi-Ramandi M., 2022).

Tendo em vista o amplo espectro de alvos e mecanismos de agado dessas
moléculas, o desenho de peptideos bioativos com propriedades terapéuticas e

aplicagdes biotecnologicas tem sido uma area de pesquisa em destaque.

1.3. Desenho de peptideos bioativos e a relagcao entre propriedades

fisico-quimicas e fungao

A obtencdo de peptideos sintéticos, em geral, envolve a criagcdo de
moléculas catibnicas e anfipaticas, ou seja, peptideos com interfaces hidrofilicas e
hidrofébicas, possibilitando assim uma interacdo eficaz com os fosfolipidios
presentes nas membranas-alvo. No entanto, peptideos excessivamente carregados
podem demonstrar alta toxicidade em relacdo as células eucaridticas, limitando,
assim, seu potencial terapéutico (Greco I. et al., 2020). Por outro lado, peptideos
com alta hidrofobicidade podem apresentar dificuldades na administragdo, e a
combinacdo de caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas em um unico peptideo

pode, por vezes, resultar em AMPs ineficazes (Mueller L. K. et al., 2020).

Para se obter peptideos com atividades bioldgicas especificas, é possivel
adotar uma abordagem estratégica e desenha-los racionalmente, o que permite a
inclusdo de caracteristicas fundamentais para a finalidade pretendida (Wheeler L.
C. et al., 2020). Durante o desenho racional de peptideos, é crucial realizar uma
selecao criteriosa das propriedades a serem consideradas, e ndo apenas
incorporar de forma indiscriminada um grande numero de atributos durante o
processo. Para isso, ferramentas computacionais podem auxiliar na proposi¢cao de
novos peptideos e na prospeccao de caracteristicas biofisicas fundamentais para
suas atividades. Uma dessas ferramentas é o enCrypted, ferramenta utilizada

neste trabalho e que sera discutida no préximo item.
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1.4. enCrypted: programa de identificagao e caracterizagao fisico-quimica

de peptideos encriptados

O programa enCrypted, desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, tem por
objetivo principal identificar peptideos potencialmente antibacterianos encriptados
dentro de estruturas primarias de proteinas, bem como classificar suas
caracteristicas biofisicas (Santos B. P. O. et al, 2021, disponivel em

https://github.com/bposantos/encrypted). No caso deste trabalho, o enCrypted foi

utilizado exclusivamente para se obter os valores de 19 atributos fisico-quimicos
dos peptideos de interesse. Tais atributos foram: volume, massa molecular,

porcentagem de residuos basicos, porcentagem de residuos carregados,
porcentagem de residuos acidicos, porcentagem de residuos nao-polares,
porcentagem de residuos polares, porcentagem de residuos aromaticos,
porcentagem de residuos enterrados, momento hidrofobico, hidrofobicidade, ponto
isoelétrico, carga, coeficientes de a-hélice, coeficiente de folhas-B, coeficiente de
voltas, acessibilidade da cadeia principal ao solvente, acessibilidade de residuos
nao-polares ao solvente, e acessibilidade de residuos polares ao solvente. Os
cbdigos e a bibliografia utilizados para se calcular cada um dos parametros séo
referenciados no repositério GitHub citado anteriormente. Resumidamente, o
programa enCrypted fornece peptideos encriptados em uma proteina, ao extrai-los
de sua estrutura primaria e prop6-los como peptideos bioativos com possivel
atividade antimicrobiana, como ilustrado na Fig. 2. Além disso, ele também
determina os diferentes atributos fisico-quimicos dos peptideos com base em
equacdes e valores pré-estabelecidos de cada aminoacido que o compde, como
valores individuais de massa, acessibilidade ao solvente e hidrofobicidade de um

residuo de aminoacido.


https://github.com/bposantos/encrypted
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Fig. 2. Esquema do funcionamento geral do programa enCrypted. Imagem de Santos
B. P. O., 2021 (Tese: “Caracterizagéo biofisica e estrutural de criptideos antimicrobianos:
Estudo da porg¢ao antigénica da proteina SmKI-1 de Schistosoma mansoni’). No presente
trabalho, o programa foi utilizado apenas até a etapa de calculo das propriedades fisico-
guimicas, por meio da selegao do tipo peptideo.

A coleta dos dados das caracteristicas biofisicas dos peptideos
desempenhou um papel fundamental neste trabalho, uma vez que a partir dela foi
possivel fazer a classificacdo e a clusterizacdo dos peptideos de interesse e
também os disponiveis na biblioteca de peptideos do LBM. Entretanto, apesar de
mecanismos de reconhecimento de padrdes serem uteis para tomadas de decisdes
de problematicas biologicas, é necessario que haja validacdo experimental dos
poderes preditivos de uma ferramenta bioinformatica para que se estabelegca uma
relacdo entre dados obtidos in silico e a realidade em um sistema bioloégico da
melhor forma possivel. Por causa disso, no presente trabalho, buscou-se validar o
poder preditivo do enCrypted em relagdo a peptideos nado-citotoxicos, além de

gerar dados experimentais que possam alimenta-lo futuramente, melhorando suas
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previsdes. Para isso, alguns peptideos bioativos foram escolhidos para a

realizagao dos experimentos, que serao descritos a seguir.

1.5. Peptideos utilizados neste trabalho

Neste trabalho, foram utilizados peptideos de diferentes origens,
evidenciados na Fig. 3. As schistocininas (Schisn) sao peptideos encriptados
desenhados a partir da proteina Sm29 do verme Schistosoma mansoni. A
hylaseptina-1 (Hsp1) € um peptideo natural isolado do anfibio Hyla punctata. A
lycotoxina-1 (LyeTx1) é um peptideo extraido do veneno da aranha Lycosa
erythrognatha. A caspase-3 (Cas3) é uma molécula derivada de proteases do
sistema imune humano. A L-fenilseptina (L-Phes) € encontrada em secregdes do
anfibio Hypsiboas punctatus, sendo a D-fenilseptina (D-Phes) seu epimero. A L-
ecpiscidina-2s (L-ecPis2s) & proveniente de mastocitos do peixe Epinephelus
coioides, sendo a D-ecpiscidina-2s (D-ecPis2s) seu isbmero. A lunatina-1 (Lun1) é
um peptideo isolado do veneno do escorpido Hadruroides lunatus, e seus analogos
I2A, G4A, K7A e F12A foram desenvolvidos por meio da substituicdo de residuos

por uma alanina. Cada um deles sera melhor discutidos a seguir.

a Peptideos sintéticos naturais Y
Origem Modificactes
Hyla punctata Hylaseptina-1
Lycosa erythrognatha  Lycotoxina-1
Caspase-3

Hypsiboas punctatus [ L-Fenilseptina I|:> D-Fenilseptina

Epinephelus coioides | L-ecPiscidina-2s["" D-ecPiscidina-2s

Hadruroides lunatus Lunatina-1 ||:> Lunatina-1 I2A
Lunatina-1 G4A

Lunatina-1 K7A

L Lunatina-1 F12A /

Fig. 3. Peptideos sintéticos. Peptideos sintéticos de diversas origens foram utilizados
neste trabalho. Os peptideos descritos dentro do quadro vermelho, a esquerda, foram
obtidos por desenho de peptideos, enquanto os peptideos do quadro azul, a direita, sdo
peptideos bioativos que podem ser obtidos em fontes naturais.
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1.5.1. Schistocininas

As schistocininas fazem parte do conjunto de peptideos sintetizados e
testados neste trabalho, sendo elas: Schistocinina-1
(LYIDDQISCCSTDLCNGMT-NH2), Schistocinina-2 (NTDLCNGLTVDNTG-NH2),
Schistocinina-3 (VTTRGSGIIS-NH>), Schistocinina-4 (YIMVNILD-NH),
Schistocinina-5 (EYIGIFLYIMVNILD-NHy), Schistocinina-6
(LSIHRHVIIVLFVCIGIS-NH>), Schistocinina-7 (NYSIHRICVF-NH2), Schistocinina-8
(TAGYNYSIHRICVF-NH?2) e Schistocinina-9 (WEYIGIFLYIMVNILD-NH2).

As schistocininas sao peptideos que foram desenhados pelo nosso grupo de
pesquisa utilizando o programa enCrypted. Posteriormente, foram sintetizados e
purificados pelo grupo de pesquisa coordenado pelo professor colaborador Dr.
Rodrigo Moreira Verly, do Laboratério de Sintese e Estrutura de Biomoléculas
(LASEB/UFVJM). Os peptideos em questdo foram propostos pelo programa
enCrypted, visando uma possivel atividade antibacteriana de fragmentos da
proteina Sm29 (dados n&o publicados). Como descrito por Cardoso F. C. e
colaboradores (2006), a Sm29 é uma proteina transmembranar encontrada no
tegumento de trematdédeos adultos da espécie Schistosoma mansoni. A proteina
Sm29, cuja estrutura primaria esta evidenciada na Fig. 4, contém um peptideo sinal
de 26 aminoacidos, sitio de clivagem entre a serina 26 (S26) e a valina 27 (V27),
trés sitios de glicosilagcdo e alta hidrofobicidade entre os residuos de lisina 169
(K169) e leucina 191 (L191). Os estudos realizados por estes pesquisadores
revelaram que anticorpos IgG1 e IgG3 para Sm29 recombinante sdo encontrados
nos soros de individuos resistentes a infecgao por S. mansoni, fazendo com que a
Sm29 seja uma candidata promissora para a elaboragdo de uma nova vacina
contra a esquistossomose, nome dado a infec¢ao pelo verme (Cardoso F. C. et al.,
2006). A sequéncia de 191 aminoacidos descrita na Fig. 4 é referente a proteina
Sm29, e as regides que formam as nove schistocininas sdo destacadas em
vermelho escuro. Mais informagdes sobre a proteina Sm29 podem ser encontradas

em: https://www.uniprot.org/uniprotkb/O96368/entry.
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>tr|096368]096368_SCHMA Sm29 OS=Schistosoma mansoni OX=6183
GN=Sm29 PE=2 SV=1

MKSGWEYIGIFLYIMVNILDKQRCHSVRCYVCDYCPIVTSVSISEENNCTSCS
TAGYNYSIHRICVFKDGIPINFPNENRTQCNTDLCNGLTVDNTGKIPSVPIAN
PFRCYTCLNCTKSNQKVLSGCGACVTTRGSGIISKFCGTTCERLYIDDQISC
CSTDLCNGMTKLSIHRHVIIVLFVCIGISKYIL

Fig. 4. Estrutura primaria da proteina Sm29. A proteina Sm29 (Schistosoma mansoni)
possui 191 aminoacidos e deu origem aos peptideos Schistocininas 1 ao 9, destacados em
vermelho-escuro.

1.5.2. Hylaseptina-1, Caspase-3 e Lycotoxina-1

A Hylaseptina-1 (Hsp1) € mais um AMP derivado de amostras biolégicas de
anfibios, sendo originalmente isolado da secre¢cdo dérmica da perereca Hyla
punctata. A Hsp1 (GILDAIKAIAKAAG-NH) € um peptideo catibnico anfipatico que
forma a-hélice e produz atividade contra diversos microorganismos patogénicos,
como Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. Além disso, em trabalhos anteriores, a Hsp1 n&o apresentou atividade
hemolitica significativa contra leucocitos e eritrocitos (Prates M. V. et al., 2004;
Junior E. F. C. et al., 2017).

A Lycotoxina-1 (LyeTx1) € um peptideo encontrado no veneno da aranha
Lycosa erythrognatha. A LyeTx1 (IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH) faz
parte da familia das lycotoxinas, peptideos isolados de espécies do género Lycosa
sp., reportados pela primeira vez Yan L. e Adams M. E. (1998). Essa familia de
peptideos normalmente apresenta moléculas anfipaticas e helicoidais, com amplo
espectro de atividade antimicrobiana. Particularmente, a LyeTx1 apresentou, em
outros trabalhos, atividade contras diferentes cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Olivo E. A. C., 2016; Santos D. M. et al.
2009; Yan L. e Adams M. E., 1998)

Ja a Caspase-3 (Cas3) (FIGGLLKKITNFF-NH2) € um peptideo helicoidal

fragmento da protease humana caspase 3. As caspases sao cisteino-proteases
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responsaveis pela ativagdo da cascata das caspases e por alteragdes morfologicas
nas células, em situagbes de morte celular por apoptose. A ativagcdo dessas
enzimas desencadeiam a fragmentacdo do DNA e a condensagéo da cromatina, o
que resulta na apoptose. Por causa disso, Gomes K. S. (2018) hipotetizou que o
peptideo Cas3 seria citotoxico, o que de fato foi observado para células HEK-293,
HEPG2 e LUHMES (Fink S. L. et al., 2005; Taylor R. C., Cullen S. P. e Martin S. J.,
2008; Gomes K. S., 2018).

1.5.3. Fenilseptinas

As fenilseptinas (FFFDTLKNLAGKVIGALT-NH2) sdo AMPs a-helicoidais
catibnicos lineares, que foram isoladas da secrecdo cutdnea da perereca
Hypsiboas punctatus (Munhoz V. H. O. et al., 2021). De acordo com resultados de
ressonancia magnética nuclear (RMN), as configuragdes levogena (L-fenilseptina)
ou dextrogena (D-fenilseptina) do carbono-a da fenilalanina na posigao 2 provocam
mudangas organizacionais notaveis na estrutura desses peptideos (Magalhaes M.
T. et al., 2013). Por causa disso, Magalhdes e colaboradores (2013) investigaram a
diferenga na atividade antimicrobiana da L-Phes e D-Phes sobre alguns patégenos,
tais como Staphylococcus aureus e Xanthomonas axonopodis, e verificaram que o
epimero D apresentava uma atividade antimicrobiana aumentada. Este efeito
ocorre, aparentemente, devido a maior hidrofobicidade da D-Phes, que favorece as
interagcdes 1 entre os residuos do motivo FFF, como sugerido por Mijiddorj B. e
colaboradores em 2019. Por esse motivo, investigagdes sobre as particularidades
funcionais, estruturais e fisico-quimicas de epimeros, como a L-Phes e a D-Phes,
sdo notavelmente importantes para o planejamento de estratégias para o

desenvolvimento racional de antimicrobianos mais eficazes.

1.5.4. Piscidinas

As piscidinas sdo AMPs isolados de mastodcitos de diferentes espécies de

robalos comerciais, e desempenham fungdes cruciais no sistema imunoldgico inato
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desses peixes. Sao peptideos lineares e anfipaticos, com N-terminal normalmente
rico em F e H. As piscidinas tém atraido atengdo como alternativas promissoras
para antibidticos classicos, devido ao seu espectro amplo de atividade contra
diferentes microorganismos. Apesar disso, por serem promiscuas € hao
apresentarem seletividade de alvos, as piscidinas tém potencial terapéutico
limitado. Assim, varios esforgos tém sido feitos para projetar analogos sintéticos
desses peptideos que sejam mais seletivos e que possuam citotoxicidade reduzida

para células de mamiferos (Raju S. V. et al., 2021).

Zhuang e colaboradores (2017) identificaram trés novas piscidinas paralogas
as piscidinas classicas, denominadas ecPiscidina-2 (ec-Pis2), ecPiscidina-3 (ec-
Pis3) e ecPiscidina-4 (ec-Pis4), clonadas do peixe Epinephelus coioides. O
peptideo ecPis2s (FFFHIIKGLFHAGRMIHGLV-NH2), no qual o "s" indica a
auséncia do peptideo sinal (NRRRHRHGMEELDLDQRAFEREKAFA), demonstrou
a mais alta atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus entre o0s
peptideos testados no trabalho de Zhuang. Além disso, a ecPis2s foi caracterizada
como uma molécula catibnica em pH 8,5, com C-terminal amidado e que possui
atividade contra outros microorganismos, sendo eles Escherichia coli, Vibrio

parahaemolyticus e Pichia pastoris (Zhuang Z. et al., 2017).

Neste trabalho, estudou-se as propriedades fisico-quimicas da ec-Pis2s e
sua relagdo com a atividade citotéxica em macrofagos murinos. Foi utilizada uma
abordagem de investigacao dos isdmeros D-ecPis2s e L-ecPis2s, com o intuito de
estabelecer possiveis relagcdes entre o aumento, a inibicdo ou a manutencdo da

atividade do peptideo e a configuragao espacial de seus residuos.

1.5.5. Lunatina-1 e seus analogos

As lunatinas sdo peptideos isolados a partir do veneno do escorpidao
Hadruroides lunatus, que teve sua composi¢cao explorada pela primeira vez em
1981 por Zavaleta A. e colaboradores. Entretanto, Santana H. F. (2012) foi o
primeiro a realizar investigagdes sobre a diversidade peptidica do veneno, tendo
caracterizado dois peptideos bioativos, a Lunatina-1 (FIGGLLKTLTSFF-NH2) e a
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Lunatina-2 (FLSTIANIVGGILGGGAL-NH2). No trabalho de Santana H. F. (2012), a
Lunatina-2 (Lun2) nao apresentou atividade antimicrobiana nas condig¢des
testadas. Ja a Lunatina-1 (Lun1) apresentou atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, além de também aumentar a producdo de ROS em
células HL60, como descrito por Gomes K. S. (2018). Por causa disso, em 2018,
Gomes K. S. investigou a relacao estrutura-fungdo da Lun1 e seus 13 analogos,
obtidos por uma técnica denominada Alanina-Scan, que consiste na substituicdo de
cada residuo de aminoacido por um residuo de alanina (A) (Zavaleta A. et al., 1981;
Santana H. F., 2012).

O residuo de A é usado neste caso por ser um aminoacido com cadeia
lateral nao-reativa, pouco volumosa e que limita a mobilidade conformacional dos
angulos diédricos da cadeia peptidica. Assim, a Alanina-Scan permite verificar a
importancia de cada residuo substituido sem que haja uma mudanga
conformacional do peptideo original, facilitando a interpretacdo do resultado que

sera feita apenas dentro de um aspecto quimico da cadeia lateral.

Dentre os 13 analogos da Lun1, os peptideos Lun1 I12A (FAGGLLKTLTSFF-
NH2), Lun1 G4A (FIGALLKTLTSFF-NH2), Lun1 K7A (FIGGLLATLTSFF-NH2) e
Lun1 F12A (FIGGLLKTLTSAF-NH2) foram escolhidos
para serem investigados no presente trabalho. As substituicbes da isoleucina (l) na
posicao 2 e da fenilalanina (F) na posi¢ao 12 significam a troca de um aminoacido
com cadeia lateral maior e mais complexa do que a cadeia lateral da A, o que
favorece a perda de interacbes hidrofébicas e, possivelmente, a perda ou
diminuicdo da atividade citotoxica. J& a substituicdo da glicina (G), que possui
cadeia lateral menor que a da alanina, pode favorecer a interagdo com outras
proteinas, aumentando sua atividade. Entretanto, como observado por Gomes K.
S. (2018), este ganho na atividade deve ser posigao-especifico, uma vez que, em
seu trabalho de dissertacdo, o analogo Lun1 G3A ndo apresentou aumento da
atividade citotéxica para células HL60, mas o analogo Lun1 G4A sim. Quanto a
substituicdo da lisina (K) na posi¢ao 7 por A, pode ser observada a perda total da
atividade da lunatina, muito provavelmente devido a perda da carga positiva do
peptideo, que impossibilita a interagdo com elementos carregados negativamente

nas membranas celulares.
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Os resultados obtidos por Gomes K. S. (2018) sao relativos as atividades
dos peptideos sobre a linhagem HL60. Como a atividade varia de acordo com a
linhagem celular que esta sendo desafiada, outros testes de citotoxicidade da Lun1
e seus analogos devem ser feitos com outras linhagens celulares, com o intuito de

abranger o conhecimento da atividade destes peptideos.
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2. Justificativa

Como descrito anteriormente, os peptideos bioativos sdo moléculas que
carregam consigo grande potencial biotecnologico, principalmente em relacdo aos
seus efeitos antimicrobianos. Entretanto, alguns desses peptideos séo citotoxicos
para ceélulas hospedeiras, pois, por serem membranoliticos, podem nao so resultar
na lise do patdégeno, mas também na morte da célula do sistema imune do
hospedeiro. Este comportamento n&o € o ideal quando se objetiva o
desenvolvimento de drogas alternativas para o tratamento de algumas infecgdes,
uma vez que uma molécula toxica para o organismo nao € ideal para a composigao
de um farmaco. Por causa disso, peptideos bioativos pouco ou nao-citotoxicos
podem ser obtidos por meio do desenho racional realizado computacionalmente,
que por sua vez deve considerar propriedades fisico-quimicas importantes para se
obter uma molécula antimicrobiana nao téxica para o hospedeiro. Neste caso,
predicbes de ferramentas computacionais utilizadas no processo devem ser

validadas experimentalmente, com o intuito também de aprimora-las.

Dessa forma, compreender e validar as caracteristicas fisico-quimicas e os
mecanismos subjacentes aos peptideos bioativos certamente pode contribuir para
o desenvolvimento de peptideos eficazes e seguros, que poderdao ser utilizados

como estratégias inovadoras no continuo combate as doencgas infecciosas.
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3. Objetivos

Em consonéncia com as justificativas anteriormente mencionadas, o objetivo
principal deste trabalho foi identificar os possiveis atributos fisico-quimicos
responsaveis pela atividade citotoxica de peptideos bioativos utilizando modelo de

macrofagos murinos.
Para isso, visamos responder as seguintes perguntas:

' Quais sao as caracteristicas fisico-quimicas de cada um dos peptideos

bioativos sintetizados? Como elas se correlacionam com as atividades biolégicas?

' E possivel classificar os peptideos bioativos em peptideos citotdxicos ou

peptideos nao-citotéxicos com base em seus atributos fisico-quimicos?

' O desenho racional de peptideos nao-citotdoxicos para macrofagos murinos

pode ser guiado apenas com base em propriedades fisico-quimicas especificas?

Para responder a essas perguntas e alcancar os objetivos e metas, empregamos

os meétodos que serao descritos no item 4.
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Para alcancar os objetivos propostos e responder as perguntas deste

trabalho, foram utilizados os métodos esquematizados na Fig. 5. O fluxo de

trabalho foi dividido em experimentos in vitro e analises in silico. Entretanto, estas

partes ndo sao isoladas, e sim complementares.

atributos fisico-quimicos dos
peptideos bioativos

Sequéncias de peptideos citotdxicos

+
Seguéncias dos peptideos de interesse

o

& -

/ Parametrizacgdo in silico dostaliagEn in vitro das atividades\
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Fig. 5. Esquema geral dos métodos. O fluxo de trabalho deste estudo foi dividido em
duas etapas, uma in silico e outra in vitro. O quadro da esquerda ilustra as etapas
executadas para as analises in silico dos atributos fisico-quimicos dos peptideos. O quadro
a direita ilustra as etapas dos experimentos in vitro de obtencédo de peptideos e testes
biolégicos de citotoxicidade e quantificagdo de 6xido nitrico.
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4.1. Parametrizagao fisico-quimica dos peptideos bioativos

Para mapear quais caracteristicas fisico-quimicas podem delimitar o efeito
citotoxico de um peptideo, foi feita uma analise in silico de tais propriedades a partir
das sequéncias de peptideos bioativos. Para isso, foram utilizadas as sequéncias
de 32 peptideos de interesse do nosso grupo de pesquisa (incluindo lunatinas,
schistocinas, schistocininas, piscidinas, fenilseptina, caspase-3, lycotoxina-1 e
hylaseptina-1) e de 17 peptideos conhecidamente citotdxicos para macréfagos.
Estes ultimos foram obtidos no Database of Antimicrobial Activity and Structure of
Peptides (Banco de Dados de Atividade Antimicrobiana e Estruturas de Peptideos,

DBAASP, disponivel em https://dbaasp.org/home), no qual foi realizada a busca por

sequéncias de peptideos que foram testados em macrofagos murinos RAW 264.7.

As informacgdes bibliograficas de cada peptideo resultante da busca foram
manualmente revisadas, de forma que os peptideos escolhidos para serem
utilizados na analise fossem apenas aqueles que possuem atividade citotoxica em
macréfagos RAW 264.7 evidenciada por ensaio de MTT (mesmo método utilizado
no presente trabalho, conforme descrito no item 4.4.2.). As propriedades fisico-
quimicas dos peptideos foram acessadas por meio do programa enCrypted, que
recebeu como input as sequéncias de cada peptideo e forneceu os valores de:
porcentagem de residuos basicos, acidicos, polares, ndo-polares, aromaticos e
enterrados; acessibilidade do solvente a residuos polares, ndo-polares e da cadeia
principal; volume; massa monoisotdpica; ponto isoelétrico; momento hidrofébico;
hidrofobicidade; carga; coeficiente de propensdo de formacédo de a-hélices, de

voltas e de folhas-R.

A partir da obtencao dos valores dos atributos fisico-quimicos dos peptideos
de interesse, os resultados foram submetidos ao método WCSS (soma dos
quadrados intra-clusters) para a obtengdao do numero 6timo de grupos (ou clusters)
para estes dados. Posteriormente, a clusterizacdo foi feita com o algoritmo K-
means, e também foi realizada a analise de componente principal (PCA) e uma
analise de carga para verificar quais das propriedades fornecidas eram
significativas para a formacado dos clusters. Cada uma das etapas descritas

anteriormente foram realizadas com scripts python descritos abaixo.


https://dbaasp.org/home
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Caédigo WCSS: WCSS, também conhecido como “método do cotovelo” (do inglés
elbow method), € uma forma de encontrar o valor K 6timo em uma clusterizagao
com K-means. O numero de clusters (K) varia de 1 a 10, e para cada um dos
valores, o WCSS é calculado a partir da soma das distadncias ao quadrado entre
cada ponto e a centréide de um cluster. O valor 6timo de K é definido pelo primeiro
ponto do grafico em que ha uma mudanga abrupta do valor do WCSS, formando
um "cotovelo" (Syakur M. A. et al., 2018).

# Importa as bibliotecas necessarias
import pandas as pd

import numpy as np

from sklearn.decomposition import PCA
from sklearn.cluster import KMeans

# Objetivo: determinar o numero o6timo de clusters para os dados

# Recebe o arquivo csv com os dados a serem clusterizados
csv_path = input("Arquivo: ")

data = pd.read_csv(csv_path)

numeric_columns = data.columns[:-2]

# Normaliza os dados

normalized data = (data[numeric_columns] -
data[numeric_columns].mean()) / data[numeric_columns].std()
normalized _data_array = normalized_data.values

# Calcula o WCSS
wcss_values = []
max_clusters = 10 # Define o numero maximo de clusters que deseja
testar
for n_clusters in range(l, max_clusters+l):
kmeans = KMeans(n_clusters=n_clusters)
kmeans.fit(normalized data_array)
wcss_values.append(kmeans.inertia_ )

# Calcula as distancias entre os pontos no eixo y
distances = []
for i in range(1l, len(wcss_values)):
distance = abs(wcss_values[i] - wcss_values[i-1])
distances.append(distance)
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# Plota o grafico do WCSS

import matplotlib.pyplot as plt

plt.plot(range(1, max_clusters+l), wcss_values, marker='0")
plt.xlabel('Numero de clusters")

plt.ylabel('WCSS")

plt.title('WCSS x numero de clusters')

# Plota as distancias dos pontos do eixo y no grafico

for i, distance in enumerate(distances):
plt.annotate(f'{distance:.2f}"', xy=(i+l1, wcss_values[i]),

xytext=(i+1, wcss_values[i]+0.1), color='blue')

plt.show()

Caédigo PCA, K-means e analise de cargas: PCA é uma técnica de reducéo de
dimensionalidade que é frequentemente usada para simplificar conjuntos de dados
complexos, mantendo as informacdées mais importantes em um numero de
dimensdes menor. O K-means € um algoritmo de clusterizacdo usado para dividir
um conjunto de dados em grupos ou clusters com base em caracteristicas
semelhantes. A analise de cargas € baseada em um valor calculado de carga para
cada variavel em relacdo a cada componente principal do PCA. A analise de
cargas do PCA ajuda a entender como as variaveis originais se relacionam com os
componentes principais, e isso pode ser valioso ao interpretar os clusters
resultantes do K-means, uma vez que se pode identificar as variaveis mais
influentes para cada cluster (Ding C. e He X., 2004; Honda K., Notsu A. e Ichihashi
H., 2010). A combinagao dessas técnicas auxilia na compreensao mais profunda

dos dados e dos clusters.

# Importa as bibliotecas necessarias
import pandas as pd

import numpy as np

import seaborn as sns

import os

import argparse

import sys

import matplotlib.pyplot as plt

from sklearn.decomposition import PCA
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from sklearn.preprocessing import StandardScaler
from sklearn.cluster import KMeans

# Objetivo 1: clusterizar os dados com KMeans
# Objetivo 2: plotar a PCA em duas dimensdes
# Objetivo 3: fazer a andlise de cargas do PCA

# Configura o analisador de argumentos
parser = argparse.ArgumentParser(description="2D plot/PCA/kmeans
clustering')

parser.add_argument("-f", '--file', help="file name.csv",
action="store")
parser.add_argument("-o", '--output', help="file name",

action="store")
parser.add_argument("-cl",
action="store")
args = parser.parse_args()

--n_clusters', help="file name",

# Define a dataframe a partir do arquivo csv com os dados a serem
plotados (arquivo resultante do enCrypted)

dfl = pd.read_csv(args.file)

cols = dfl.columns.tolist()

cols = cols[-1:] + cols[:-1]

dfl = dfl[cols]

dfl.set_index(name, inplace=True)

H#HHHH Y Pré-tratamento dos dados #######HH#HH
# Pré-processamento dos dados

scaling=StandardScaler() # transformador que realiza o
escalonamento dos dados

# Ajusta e transforma os dados

scaling.fit(dfl) # calcula a média e o desvio padrao de cada
caracteristica (coluna) para usar no escalonamento
Scaled_data=scaling.transform(dfl)

# Define o numero de componentes
principal=PCA(n_components=2)
principal.fit(Scaled data)
df=principal.transform(Scaled data)
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HHHHHHH Y K-Means ###H####HH#HHF R HHFHHHF

# Clusteriza com o algoritmo K-Means incorporado ao PCA

kmeans = KMeans(n_clusters=int(args.n_clusters), random_state=0)
previsoes = kmeans.fit predict(df)

# Adiciona as coordenadas das centréides
centroids = kmeans.cluster_centers_

dfl[ 'Clusters'] = previsoes
dfl.to_csv(args.output + ".csv')

HH#HF S E PCA #H#H4H

# Plota os dados em um grafico de dispersao

scatter = plt.scatter(df[:, 0], df[:, 1],
s=100,
c=dfl['Clusters’'],
cmap="rainbow',
linestyles="solid",
alpha=0.8,
linewidth=1,
edgecolor="black",
picker=True)

# Plota as centrdides
plt.scatter(centroids[:, @], centroids[:, 1], c='black',
marker='0"', s=100, label='Centroides")

# Adiciona uma legenda para as centrodides

legendl = plt.legend(*scatter.legend_elements(),
loc="1lower left", title="Clusters"”,

fontsize=14)

# Calcula e exibe as variancias das componentes principais
explained variances = principal.explained variance_
variance_labels = [f'{i + 1}: {variance:.2f}"' for i, variance in
enumerate(explained_variances)]

# Adiciona rotulos aos eixos x e y com variancia
plt.xlabel(f"PC 1 ({variance_labels[@]})", fontsize=16)
plt.ylabel(f"PC 2 ({variance_labels[1]})", fontsize=16)

# Plota o grafico de PCA
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plt.show()

HHEHHH Y Andlise de cargas ###HHHH

# Calcula a contribuicao dos atributos

labelstest = ['Volume', 'Residuos Acidicos (%)', 'Residuos Bdasicos
(%)"', 'Residuos Carregados (%)', 'Momento Hidrofdébico',
'Hidrofobicidade', 'Ponto Isoelétrico', 'Massa Monoisotodpica',
'Residuos Nao-Polares (%)', 'Residuos Polares (%)', 'Residuos
Aromdticos (%)', 'Coeficiente de a-Hélice', 'Coeficiente de
Folhas-B', 'Coeficiente de Voltas', 'Carga', 'Residuos Enterrados
(%)"', 'Acessibilidade do Solvente a Cadeia Principal’,
'Acessibilidade do Solvente a Residuos Nao-Polares',
"Acessibilidade do Solvente a Residuos Polares']

loadings = principal.components_

num_pc = principal.n_features_

pc_list = ["PC"+str(i) for i in list(range(1, num_pc+1))]
loadings_df = pd.DataFrame.from_dict(dict(zip(pc_list, loadings)))
dfl.drop([ 'Clusters'],axis=1,inplace=True)

loadings_df[ 'Atributos fisico-quimicos'] = labelstest

loadings_df = loadings_df.set_index('Atributos fisico-quimicos')

# Plota a Matriz de correlacao
ax = sns.heatmap(loadings_df, annot=True, cmap='Spectral’)
plt.show()

4.2. Obtencao dos peptideos sintéticos

4.2.1. Sintese de peptideos por fase sélida Fmoc

Para obter os peptideos de interesse, eles foram sintetizados utilizando o
método de sintese em fase sdlida por estratégia Fmoc (Chan W. C. e White P. D.,
2000), esquematizado na Fig. 6. A sintese manual dos peptideos foi realizada em
seringas contendo a resina Rink Amide, que foi lavada com diclorometano (DCM)
sob agitagdo. Para acoplar os derivados de aminoacidos, realizou-se primeiro a
desprotegcdo do derivado anterior, por meio de sucgdo de uma solugcédo de

piperidina (PIPE) 25% (v/v), sob agitagdo de 15 minutos. A solu¢do de PIPE foi
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descartada e o DCM succionado para lavagem, sob agitacdo de 2 minutos. Antes
do processo de acoplamento, cada derivado foi devidamente preparado com
quantidade e volumes calculados de hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt),
dimetilformamida destilado (DMF) e diisopropilcarbodiimida (DIC). Por conseguinte,
os acoplamentos foram realizados com a suc¢ao da solugéo contendo o derivado,
em excesso de 3x, sob agitacdo de 3h. Apds o periodo de acoplamento, a resina
foi lavada com DMF, DCM e isopropanol (IPA) por 1 minuto cada, 3 vezes. Para
verificar se 0 acoplamento ocorreu corretamente, foi realizado o teste de ninidrina,
que consiste em aplicar uma gota de cianeto, duas gotas de fenol e uma gota de
ninidrina em uma pequena quantidade do conteudo granulado da seringa, e
aquecer em termobloco por 5 min. Com auxilio de uma lupa, foi observado se os
graos estavam transparentes ou ndo. Em caso positivo, foi considerado que o
acoplamento foi bem sucedido, caso contrario, o processo seria repetido. O mesmo
teste foi realizado ap6s a desprotecdo de cada derivado, sendo que, quando foi
observada uma coloragao escura dos graos, foi considerado que o derivado estava
de fato desprotegido e apto para o acoplamento do proximo derivado. Caso

contrario, a desprotecgao seria realizada novamente.

Apos sintetizados, os peptideos foram clivados da resina. Primeiramente, foi
feito um calculo do tempo de clivagem, que leva em consideragao o maior tempo
para clivar um dos grupos protetores de cadeia lateral presentes no peptideo.
Como solugédo de clivagem, foram utilizados triisopropilsilano (TIS) 2,5%, acido
trifluoroacético (TFA) 95% e agua ultrapura 2,5% (v/v). A clivagem foi feita apds a
desprotecao do ultimo derivado acoplado, de forma que toda a solugéo de clivagem
foi succionada com a seringa e deixada sob agitagao durante o tempo calculado. O
liquido da seringa contendo a solugéo e o peptideo clivado foi armazenado em tubo
tipo falcon, e o conteudo foi seco com nitrogénio gasoso até a formagao de uma
substancia coldéide, de forma que o maximo possivel de TFA evaporasse.
Posteriormente, o peptideo foi ressuspendido em éter diisopropilico gelado e
centrifugado a 500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido e essa
etapa se repetiu cinco vezes. Por fim, o peptideo foi seco novamente com
nitrogénio gasoso até que o maximo de éter diisopropilico fosse removido e depois
submetido ao processo de liofilizagcdo. Os peptideos sintetizados foram

armazenados em freezer -20 °C até o uso.
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Fig. 6. Esquema geral da sintese de peptideos em fase soélida via estratégia Fmoc. A
sintese se inicia com um derivado de aminoacido que possui seu N-terminal protegido pelo
grupo 9-fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc, destacado de vermelho), e seu grupo lateral (Rx)
ligado a um grupo protetor (GP, em azul). Este primeiro derivado é acoplado a uma resina
e seu ligante (L, em verde), e apdés uma primeira etapa de desproteg¢do, ocorre o
acoplamento do proximo derivado. Este processo se repete até a cadeia peptidica se

completar. Finalmente, o peptideo completo é clivado da resina.

4.3. Caracterizagao bioquimica dos peptideos sintéticos

4.3.1.Purificacao dos peptideos sintéticos por cromatografia liquida e

identificagao por espectrometria de massa

Os peptideos sintetizados foram purificados por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) de fase reversa, em coluna C4s semipreparativa (Supelco,
Discovery BIO Wide Pore Cig HPLC Column, 25 cm x 10 mm, 5 pm). As
purificagcbes foram realizadas com um método de gradiente das fases moveis

utilizadas, acetonitrila com TFA 0,1% (v/v) e agua ultrapura acidificada também
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com TFA 0,1% (v/v), sob temperatura de 45 °C. As fragbes coletadas foram
liofiizadas, para posteriormente serem analisadas e identificadas por
espectrometria de massa por ionizagao e dessorcdo a laser assistida por matriz-
tempo de voéo (MALDI-ToF MS), utilizando matriz de aAcido a-ciano-4-
hidroxicinamico. As massas tedricas de cada peptideo foram calculadas com a
ferramenta web Peptide Mass Calculator (disponivel em:

https://www.peptidesynthetics.co.uk/tools/). Todos os peptideos foram mantidos em

freezer -20 °C até o uso.

4.3.2. Quantificacao dos peptideos sintetizados

Apods as etapas cromatograficas, os peptideos puros foram quantificados por
espectrofotometria de absorcdo de UV-Vis. Cada peptideo foi ressuspendido em
agua ultrapura, e uma aliquota da amostra concentrada foi retirada e diluida,
também em agua ultrapura. A diluicdo do peptideo se faz necessaria durante a
quantificacdo por espectrofotometria, para que as leituras nos diferentes
comprimentos de onda apresentem valores entre 0,9 e 0,2. Esta € a faixa ideal em
que a maioria das substancias obedecem a lei de Lambert-Beer, que estabelece
uma relagdo direta entre a absorbancia de uma solugdo e sua concentragéo,
quando atravessada por feixes de radiacdo luminosa monocromatica paralela
(Lima L. S., 2013). No caso dos peptideos sintetizados, os comprimentos de onda
considerados foram os de 205, 215 e 225 nm. Para a obtengao das concentragdes

das amostras, foram feitos os seguintes calculos:

[] = ((x + y)+ 2) x D, onde:

[ ] = concentragdo em ug/mL;
x = (Absorbancia a 215 - Absorbancia a 225) x 144 (Waddell W. J., 1956);

y = Absorbancia a 205 x 31 (Scopes R. K., 1974);


https://www.peptidesynthetics.co.uk/tools/
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D = fator de diluigao.

Para peptideos com triptofano (W) em sua estrutura, o calculo da
quantificagao foi realizado no comprimento de onda de 280 nm e considerando o
seu coeficiente de extingdo molar, que esta relacionado com o quanto de luz em
um comprimento de onda especifico cada mol do peptideo é capaz de absorver ou
refletir (Grimsley G. R. e Pace C. N., 2004). O calculo é feito de acordo com a Lei

de Lambert-Beer, da seguinte forma:

[] = (A2s0/e X l) X D, onde:
[]= concentracdao em M;
A280 = Absorbancia a 280 nm;
€ = Coeficiente de extingdo molar em M;
[ = Comprimento, em cm, do caminho éptico da cubeta;

D = fator de diluigao.

4.4. Atividade citotoxica e imunomodulatéria dos peptideos sobre
macrofagos RAW 264.7

4.4.1. Cultivo e manutencao dos macréfagos RAW 264.7

Macrofagos murinos da linhagem tumoral RAW 264.7 foram cultivados em
garrafas para cultura celular, com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB), incubados em estufa a 37
°C e 5% de COa2. Por serem células que se anexam a superficie da placa, no
momento de sua utilizagdo, a desagregacao foi realizada por meio de tripsinizagao
durante 5 min, e também mecanicamente com o uso de raspadores de células.

Para os ensaios de citotoxicidade, foram utilizadas células com no maximo 8
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passagens, e para os ensaios de quantificacdo de oxido nitrico, foram utilizadas

células de no maximo 3 passagens.

4.4.2. Avaliagao do efeito citotéoxico dos peptideos por ensaio de MTT

A avaliagao do efeito citotdxico de cada peptideo foi realizada por ensaio de
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio). Entre os
diversos testes de viabilidade que envolvem a conversao de um substrato em um
produto cromogénico por células vivas, o ensaio de MTT se destaca como um dos
meétodos mais versateis. Nesse processo, o corante amarelo MTT, soluvel em agua,
€ reduzido por redutases mitocondriais em um composto solido roxo e insoluvel
conhecido como formazan (Fig. 7). A concentracdo de formazan é posteriormente
determinada através da medicédo de sua densidade oOptica a 570 nm. Os valores de
absorbancia podem ser relacionados diretamente com valores estimados de

viabilidade celular.
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Fig. 7. Formacao de cristais de formazan. Imagem modificada de Kumar P., Nagarajan
A. e Uchil P, 2018. O MTT, um composto amarelo e solivel em agua, € reduzido por
redutases mitocondriais e ha a formacao dos cristais de formazan, que sdo compostos
sélidos e insoluveis em agua.

Para a realizacdo do ensaio, os macrofagos RAW foram contados em
camara de Neubauer e semeados em uma concentragdo de 10° células por pogo,
em placas de 96 pogos com fundo chato. Os macréfagos aderiram a superficie do
material por cerca de 24h. Apds este periodo, os peptideos, anteriormente diluidos

em PBS 1x e meio de cultura, foram filtrados em filtro de 0,22 um e aplicados na
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placa, de forma que os primeiros pogos (linha A) comegaram com 100 uM de
peptideo. A diluicdo seriada de cada peptideo foi realizada até a concentracéo de
0,78 uM, e de forma que todos os pogos ficaram com 150 pL finais. O detergente
triton X-100 0,1% (v/v) e macrofagos nao tratados foram utilizados como controles
para este experimento. Apds os periodos de 24 e 48 horas de incubagdo com os
peptideos, o MTT (0,5 mg/mL de meio de cultura) foi aplicado em cada poco.
Protegidas de luz, as placas foram incubadas novamente em estufa a 37 °C e 5%
de CO2 por 3 horas. Posteriormente, o excesso de meio de cada pogo foi retirado e
os cristais de formazan formados foram solubilizados com dimetilsulféxido (DMSO).
A densidade o6ptica foi medida a 570 nm e os valores de absorbancia foram
relacionados com a porcentagem de células viaveis, de forma que a absorbancia
do controle (macrofagos sem tratamento) foi considerada como 100% de células
viaveis. Para cada peptideo e em cada tempo diferente, foram executadas

triplicatas técnicas e experimentais.

4.4.3. Quantificagao de nitrito

A avaliacdo do efeito imunomodulatério dos peptideos foi feita a partir da
analise da ativagdo da via do oOxido nitrico pelos macréfagos desafiados. Esta
avaliacao foi possivel a partir da quantificacdo do nitrito, um metabdlito produto da
via. Para tal, foi utilizado o método da Reacao de Griess, descrita pela primeira vez
em 1879 por Johann Peter Griess e modificada diversas vezes desde entao (Tsikas
D., 2007). Durante a reagao, o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido, e
forma um ion diazénio que reage com o cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina
(NED). Essa reacéo, representada na Fig. 8, gera um composto vermelho-violeta
intenso, que tem absorgcdo maxima de 540 nm. As absorbancias podem ser
diretamente relacionadas com as concentragdes de nitrito nas amostras

analisadas.
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Fig. 8. Reacao de Griess modificada. Imagem de Tsikas D., 2007. Na reacao de Griess,
o nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido, e ha a formacgao de um ion diazénio que
reage com o cloridrato de N-(I-naftil)etilenodiamina, gerando um composto vermelho-violeta
intenso, que tem absor¢ao maxima de 540 nm.

Para a realizacdo do ensaio, os macrofagos RAW 264.7 foram semeados
em placas de 96 pogos, em uma concentragdo de 10° células/pogo. Apos 24h de
adesao dos macrofagos a superficie da placa, os peptideos (anteriormente diluidos
em meio de cultura e filtrados em filtro de 0,22 uym) foram aplicados em cada pogo,

com ou sem LPS, 10 pg/mL.

Aqui, o LPS atua como um agente ativador da célula, uma vez que, por ter
origem microbiana, € capaz de ativar vias bioquimicas de células do sistema
imune, incluindo a via do o6xido nitrico. As concentragdes testadas de cada
peptideo foram: 100 uM dos peptideos Cas3, Hsp1, L-Phes, Lun1 K7A e Schisn 1,
3,4,5,7 e9; 50 uM da Schisn2; 25 yM dos peptideos Lun1 G4A, L e D-ecPis2s; e
6,25 uM dos peptideos Lun1 F12A e LyeTx1. Estas concentra¢des escolhidas para
o ensaio foram determinadas levando em consideragao os resultados dos ensaios
de citotoxicidade, de forma que foram utilizadas apenas concentragcdes que
mantiveram 100% das células viaveis de acordo com os ensaios de MTT (vide item
5.3.). Macréfagos nao-estimulados ou estimulados apenas com LPS foram

utilizados como controles para o experimento. Apos os periodos de incubacao de
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24 horas, o sobrenadante de cada poco foi coletado. Em uma nova placa de 96
pocos, 50 uL do sobrenadante foi adicionado em cada pogo, e posteriormente
misturado com 100 pL de Solucédo de Griess, composta por uma proporcéo de 1:1
de sulfanilamida 1% (v/v) e NED 0,1% (v/v), ambas solubilizadas em acido fosforico
2,5% (v/v) e agua ultrapura. A curva padrao foi realizada com uma diluigao seriada
(250 a 1,95 pyM) de nitrito de sodio previamente diluido em meio de cultura, que
também foi submetido a adicdo de solugdo de Griess. A concentragao de nitrito foi
obtida a partir da mensuracao da densidade 6ptica em um comprimento de onda
de 540 nm. A partir dos valores de absorbancia da curva padrdo, € possivel
construir uma curva do tipo f(x) = a * x + b, a partir da qual a concentracao (em pM)
de nitrito de cada condi¢cdo foi calculada. Para cada peptideo foram feitas

triplicatas técnicas e experimentais.

4.5. Anadlises estatisticas

Para verificacdo da normalidade da distribuicdo dos dados obtidos nas
analises de citotoxicidade in vitro, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk (1965). Este
teste estatistico € amplamente utilizado para detectar desvios de normalidade e é
considerado por muitos 0 mais poderoso para a maioria das situagdes, como, por
exemplo, para dados de testes bioldgicos onde o “n” amostral € maior que 3
(Mendes M. e Pala A., 2003). Em seguida, foram realizados os teste t-Student e a
plotagem dos graficos por meio de scripts python (materiais suplementares S1, S2
e S3) e do programa GraphPad Prism (Dotmatics, versao 8.0.1., disponivel em:

https://www.graphpad.com/features). Os cromatogramas das purificagbes foram

plotados por meio do cédigo disponibilizado no material suplementar S4. Ja para os
dados de parametrizagcdo e comparacao in silico dos grupos de peptideos, foram
executados os testes de Brown-Forsythe e Welch (Brown M. B. e Forsythe A. B.,
1974; Welch B., 1951). Estes testes sdo considerados alternativas robustas ao
ANOVA tradicional, ideal para analises com K-Means (onde k > 2) de amostras
independentes que ndo possuem variancias homogéneas (Reed Il J. F. e Stark D.
B., 1988). Esta etapa foi realizada por meio da ferramenta de analise de dados

disponivel no Prism GraphPad.


https://www.graphpad.com/features
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5. Resultados e Discussao

5.1. Sintese quimica e caracterizacdao bioquimica dos peptideos de

interesse

Para a execucao deste projeto foi necessario obter os peptideos bioativos
sintéticos, e para isso seguimos as estratégias experimentais descritas nas sec¢oes
42 e 4.3. Os peptideos foram sintetizados por meio da estratégia Fmoc, e
posteriormente purificados e analisados por espectrometria de massa do tipo
MALDI-TOF. Os peptideos Schistocininas-1, -2, -3, -4, -5, -7, -8 e -9, L-ecPiscidina-
2s e D-ecPiscidina-2s foram gentiimente cedidos pelo professor colaborador
Rodrigo Verly, do LASEB-UFVJM, e os resultados referentes a purificacdo

encontram-se no material suplementar figuras S6, S7 e S8

Os peptideos da familia das Lunatinas: Lun1 e seus analogos 12A, G4A e
K7A, foram sintetizados com sucesso e todos apresentaram um tempo de retengao
similar para as fragdes contendo o peptideos de interesse (~30 minutos), sendo
que todos foram eluidos entre 60 e 70% de acetonitrila. Isso significa que a
substituicido dos residuos I, G e K por A provavelmente n&o alterou a
hidrofobicidade dos analogos de Lun1, o que ja era esperado, uma vez que a
alanina € um residuo de aminoacido com cadeia alifatica hidrocarbonada que
contribui para a hidrofobicidade ao peptideo. A purificacdo pode ser verificada nas
figuras 9, 10, 11 e 12. A legenda (a) refere-se aos cromatogramas das purificagbes
dos peptideos Lun1 e seus analogos 12A, G4A e K7A, respectivamente. Nas
mesmas figuras, em (b) € mostrado o espectro de massa de cada um dos
peptideos. Os adutos de sodio e potassio, representados por [M+Na]® e [M+K]*,

também s&o visiveis nos graficos.

As relagdes m/z identificadas foram: Lunatina-1: [M+H]* = 1442,87 m/z,
Lunatina-1 [2A: [M+H]* = 1400,86 m/z, Lunatina-1 G4A: [M+H]* = 1456,88 m/z,
Lunatina-1 K7A: [M+H]* = 1385,66 m/z. Estes dados coincidem com a massa
amidada tedrica esperada de cada peptideo (1442,82; 1400,66; 1456,84 e 1385,65
para Lun1, Lun1 12A, Lun1 G4A e Lun1 K7A, respectivamente), calculadas com a

ferramenta web Peptide Mass Calculator, que faz a soma da massa molecular de
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cada aminoacido e considera a adigdo de um ion de hidrogénio e o C-terminal
amidado do peptideo. Portanto, nas etapas de purificagcdo e caracterizacao, foi
possivel obter os peptideos puros, que foram liofiizados e armazenados
adequadamente para uso, e aferir suas massas. Os cromatogramas das
schistocininas e piscidinas estao disponiveis no material suplementar (fig. S6 a S8).
Até o momento, ndo foi possivel obter espectros de massa das schistocininas,
Hsp1 e Cas3. Também néo foi possivel obter dados de espectrometria MS/MS de

todos os peptideos.
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Fig. 9. Purificagao e caracterizagdo do peptideo Lunatina-1. A Lunatina-1 foi purificada
por cromatografia liquida de fase reserva, em um gradiente de 0 a 95% de acetonitrila. O
cromatograma é mostrado em (a), onde a regiao destacada com pontilhado indica a fracao
correspondente ao peptideo purificado. O gradiente de acetonitrila € representado pela
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linha azul, e as leituras em 214 e 280 nm s&o representadas em preto e vermelho,
respectivamente. O peptideo purificado teve sua massa aferida por espectrometria de
massa MALDI ToF, conforme mostrado em (b), onde é possivel observar o espectro com a
relacdo massa/carga (m/z) esperada para o peptideo e os adutos de sédio (Na) e potassio
(K). Intensidades em unidade arbritaria (a.u.).
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Fig. 10. Purificacdo e caracterizagdo do peptideo Lunatina-1 12A. A Lunatina-1 12A foi
purificada por cromatografia liquida de fase reserva, em um gradiente de 0 a 95% de
acetonitrila. O cromatograma é mostrado em (a), onde a fragdo destacada com pontilhado
indica a fracdo correspondente ao peptideo purificado. O gradiente de acetonitrila &
representado pela linha azul, e as leituras em 214 e 280 nm sao representadas em preto e
vermelho, respectivamente. O peptideo purificado teve sua massa aferida por
espectrometria de massa MALDI ToF, conforme mostrado em (b), onde € possivel observar
0 espectro com a relacdo massa/carga (m/z) esperada para o peptideo e os adutos de
sodio (Na) e potassio (K). Intensidades em unidade arbritaria (a.u.).
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Fig. 11. Purificagao e caracterizagao do peptideo Lunatina-1 G4A. A Lunatina-1 G4A foi
purificada por cromatografia liquida de fase reserva, em um gradiente de 0 a 95% de
acetonitrila. O cromatograma é mostrado em (a), onde a fragao destacada com pontilhado
indica a fracdo correspondente ao peptideo purificado. O gradiente de acetonitrila &
representado pela linha azul, e as leituras em 214 e 280 nm sao representadas em preto e
vermelho, respectivamente. O peptideo purificado teve sua massa aferida por
espectrometria de massa MALDI ToF, conforme mostrado em (b), onde € possivel observar
0 espectro com a relacdo massa/carga (m/z) esperada para o peptideo e os adutos de
sodio (Na) e potassio (K). Intensidades em unidade arbritaria (a.u.).
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Fig. 12. Purificagao e caracterizagado do peptideo Lunatina-1 K7A. A Lunatina-1 K7A foi
purificada por cromatografia liquida de fase reserva, em um gradiente de 0 a 95% de
acetonitrila. O cromatograma é mostrado em (a), onde a fragao destacada com pontilhado
indica a fracdo correspondente ao peptideo purificado. O gradiente de acetonitrila &
representado pela linha azul, e as leituras em 214 e 280 nm sao representadas em preto e
vermelho, respectivamente. O peptideo purificado teve sua massa aferida por
espectrometria de massa MALDI ToF, conforme mostrado em (b), onde é possivel observar
0 espectro com a relacdo massa/carga (m/z) esperada para o peptideo e os adutos de
sodio (Na) e potassio (K). Intensidades em unidade arbritaria (a.u.).
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5.2. Peptideos bioativos podem ser agrupados e classificados de acordo

com suas caracteristicas fisico-quimicas

Em geral, as biomoléculas carregam consigo uma complexidade intrinseca,
e 0 mesmo € observado em relacdo aos peptideos. Conforme ja discutido
anteriormente, os peptideos bioativos sao diversos em tamanho, composi¢ao
aminoacidica, carga, atividades biologicas, entre outras caracteristicas. Entretanto,
a partir da parametrizagao dos atributos dos peptideos analisados neste trabalho,
foi possivel observar agrupamentos dessas moléculas de acordo com semelhangas

fisico-quimicas.

A abordagem in silico possibilitou a categorizagdo biofisica detalhada de
cada peptideo investigado. Por meio da utilizagdo do algoritmo enCrypted,
conseguimos determinar uma gama de parametros, incluindo volume e massa
monoisotopica, porcentagens de residuos basicos, carregados, acidicos, nao-
polares, polares, aromaticos e enterrados, momento hidrofébico e hidrofobicidade,
ponto isoelétrico e carga, coeficientes de a-hélice, folhas-R e voltas, além da
acessibilidade dos residuos ao solvente. Todos esses dados foram
minuciosamente analisados no contexto dos peptideos citotoxicos para macréfagos
RAW 264.7, os quais foram previamente catalogados no banco de dados DBAASP.
E, contemplando cada um desses atributos, foi possivel agrupar os peptideos em
quatro diferentes clusters (k 6timo = 4, vide Fig. S5), conforme evidenciado na

figura 9. a.
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Fig. 13. Clusterizagao dos peptideos de acordo com seus atributos fisico-quimicos e
analise de cargas. Os peptideos analisados podem ser organizados em quatro diferentes
grupos, como evidenciado na PCA em (A). Os grupos sdo compostos por: Grupo O:
Lunatina-1, Lunatina-1 F1A, Lunatina-1 12A, Lunatina-1 G3A, Lunatina-1 G4A, Lunatina-1
L5A, Lunatina-1 L6A, Lunatina-1 K7A, Lunatina-1 T8A, Lunatina-1 L9A, Lunatina-1 T10A,
Lunatina-1 S11A, Lunatina-1 F12A, Lunatina-1 F13A, Lunatina-2, Hilaseptina-1, Caspase-
3, Schistocina-3, Schistocina-3.2, Schistocinina-3, Schistocinina-4, Schistocinina-5,
Schistocinina-7, Schistocinina-8, Schistocinina-9; Grupo 1: Heteroscorpine-1 (1-38)
(Erviana R. et al.,, 2021), Cecropin-B [A22] (Wang J. et al.,, 2018) e Octopromycin
(Rajapaksha D. C. et al. 2021); Grupo 2: Schistocina-1, Schistocina-2, Dissulfin-01 (33-48)
(Popov C. S. F. C. et al., 2019), EeCentrocin EC1-17KV, EeCentrocin EC1-17RV (Ma L. et
al., 2020), IR3, IR2 (Dong N. et al., 2023), (D- ou L-) Dhvar4 [FOK] (Lu

J. et al., 2020), Schistocinina-2, Grasscarp interferon (137-156) (Xiao X. et al., 2022);
Grupo 3: LSEI_2135 (53-68) (He J. F. et al., 2020), (D- ou L-) Fenilseptina, (D- ou L-)
EcPis2s, Hm-AMP10, Hm-AMP4 (Grafskaia E. N. et al., 2022), LyeTx1, Fowlicidin-1 (3-21),
Schistocinina-1, Fowlicidin-1 (1-19), Fowlicidin-1 [P7Y], Fowlicidin-1 (5-23) (Rajasekaran G.
et al. 2019). Os pontos negros representam as centroides de cada cluster. A contribuicao
de cada atributo fisico-quimico para o agrupamento é mostrada em (B).
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O grupo 0 é composto por Lunatina-1, Lunatina-1 F1A, Lunatina-1 I2A,
Lunatina-1 G3A, Lunatina-1 G4A, Lunatina-1 L5A, Lunatina-1 L6A, Lunatina-1 K7A,
Lunatina-1 T8A, Lunatina-1 L9A, Lunatina-1 T10A, Lunatina-1 S11A, Lunatina-1
F12A, Lunatina-1 F13A, Lunatina-2, Hilaseptina-1, Caspase-3, Schistocina-3,
Schistocina-3.2, Schistocinina-3, Schistocinina-4, Schistocinina-5, Schistocinina-7,

Schistocinina-8 e Schistocinina-9.

O grupo 1 compreende os peptideos Heteroscorpina-1 (1-38) (Erviana R. et
al., 2021), Cecropina-B [A22] (Wang J. et al., 2018) e Octopromycina (Rajapaksha
D. C. et al. 2021).

Ja o grupo 2 contém os peptideos Schistocina-1, Schistocina-2, Dissulfina-
01 (33-48) (Popov C. S. F. C. et al., 2019), EeCentrocina EC1-17KV, EeCentrocina
EC1-17RV (Ma L. et al., 2020), IR3, IR2 (Dong N. et al., 2023), (D-ou L-) Dhvar4
[FOK] (Lu J. et al., 2020), Schistocinina-2 e Grasscarp interferon (137-156) (Xiao X.
et al., 2022).

Por fim, o grupo 3 € composto por LSEI_2135 (53-68) (He J. F. et al., 2020),
(D- ou L-) Fenilseptina, (D- ou L-) EcPis2s, Hm-AMP10, Hm-AMP4 (Grafskaia E. N.
et al.,, 2022), LyeTx1, Fowlicidina-1 (3-21), Schistocinina-1, Fowlicidina-1 (1-19),
Fowlicidina-1 [P7Y] e Fowlicidina-1 (5-23) (Rajasekaran G. et al. 2019).

A formagcao destes grupos indica que os peptideos bioativos possuem
caracteristicas fisico-quimicas que, embora distintas, podem ser categorizadas,
especialmente em relagcdo a certos parametros especificos. A andlise de cargas
(Fig. 13. b) evidenciou que os atributos que mais influenciaram a formagao dos
grupos, destacando-se: volume e massa monoisotépica; coeficientes de estrutura
secundaria (formacéo de a-hélices, folhas-3 e voltas); acessibilidade dos residuos
ao solvente; e porcentagem de residuos basicos e carregados. As comparagoes
entre 0s grupos e o0s experimentos in vitro, cujos resultados serdo discutidos a
seguir, ajudam a compreender melhor estes agrupamentos e a relagdo entre os

atributos fisico-quimicos e a citotoxicidade de cada peptideo.
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5.3. Peptideos nao-citotoxicos estao concentrados no “Grupo 0”, enquanto

peptideos citotoxicos estao distribuidos entre os grupos 1,2 e 3

Como citado anteriormente (item 5.2.), o grupo 3 é composto por peptideos
citotoxicos para macrofagos RAW 264.7 depositados no DBAASP, além de incluir
os peptideos (D ou L) ecPis2s, LyeTx1, (D ou L) Phes e Schisn1. Para testar a
classificagdao do grupo 0, os peptideos foram testados em modelos de macrofagos
murinos. Entre os peptideos deste grupo, D- e L-ecPis2s e LyeTx1 foram capazes
de diminuir consideravelmente o numero de células viaveis a medida em que a
concentracdo do peptideo aumentou, principalmente no tempo de 24h de
tratamento (Fig. 14. a). Entretanto, o efeito também pode ser notado no tratamento
de 48h (Fig. 14. b). Eles alcangaram a concentragdo citotdxica 50% (CCso), que
representa o ponto da curva de citotoxicidade (Fig. 15) em que 50% das células
nao estao viaveis. Os valores de CCso estdo representados na tabela 1, onde é
possivel observar que os trés peptideos citados anteriormente possuem os
menores valores. A fenilseptina, também esta inserida neste grupo, e apesar de
nao ter alcancado a CCso, demonstrou ser citotoxica na concentragdao mais alta
testada (100 uM), conforme demonstrado na Fig. 17. Isso significa que para termos
calculados os valores de CCso seria necessario aumentar as concentragbes de uso
do ensaio bioldgico. Deve-se notar que a Schisn1 também esta inserida neste
grupo que contém peptideos citotdxicos, apesar de nao ter sido citotoxica de
acordo com nossos ensaios, podendo ser considerada um outlier entre os
peptideos citotdxicos em modelos de macrofagos murinos. Seria importante testar
este peptideos em outros tipos celulares para avaliar a sua citotoxicidade frente a

outros modelos.
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Fig. 14 Citotoxicidade dos peptideos Lycotoxina-1, L- e D-ecPiscidina-2s sobre
macroéfagos murinos. Os macrofagos RAW 264.7 foram submetidos ao tratamento com
os peptideos por 24 (a) e 48 (b) horas. P-value < 0,001: ****; p-value < 0,005: ***; p-value <
0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns (ndo significativo).
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Tabela. 1. Concentragao citotéoxica 50% (CCso) dos peptideos sintéticos testados. O
CCso é a concentracao de peptideo suficiente para eliminar 50% das células, calculada a
partir da curva de citotoxicidade de cada peptideo testado. Os peptideos com CCso
calculada maior que 100 uM nao eliminaram 50% das células em nenhuma concentragéo
testada (0,78 a 100 uM). Os valores mostrados para cada tempo representam resultados
de pelo menos trés experimentos independentes.

CCso calculado

Peptideos
24 h 48 h
Schistocinina-1 >100 >100
Schistocinina-2 >100 >100
Schistocinina-3 >100 >100
Schistocinina-4 >100 >100
Schistocinina-5 >100 >100
Schistocinina-7 >100 >100
Schistocinina-8 >100 >100
Schistocinina-9 >100 >100
Lunatina-1 >100 >100
Lunatina-1 I12A >100 >100
Lunatina-1 G4A >100 >100
Lunatina-1 K7A >100 >100
Lunatina-1 F12A >100 >100
Caspase-3 > 100 > 100
L-Fenilseptina > 100 > 100
D-Fenilseptina > 100 > 100
Hylaseptina-1 >100 > 100
Lycotoxina-1 25,78 + 4,14 32,65 + 4,93
L-ecPiscidina-2s 31,23 + 3,08 98,09 + 12,95

D-ecPiscidina-2s 52,84 + 7,16 74,89 + 1,48
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O grupo 0 nao incluiu nenhum peptideo conhecidamente citotoxico para
macrofagos. Este grupo é composto pelos peptideos Lunatina-1, Lunatina-1 F1A,
Lunatina-1 12A, Lunatina-1 G3A, Lunatina-1 G4A, Lunatina-1 L5A, Lunatina-1 L6A,
Lunatina-1 K7A, Lunatina-1 T8A, Lunatina-1 L9A, Lunatina-1 T10A, Lunatina-1
S11A, Lunatina-1 F12A, Lunatina-1 F13A, Lunatina-2, Hilaseptina-1, Caspase-3,
Schistocina-3, Schistocina-3.2, Schistocinina-3, Schistocinina-4, Schistocinina-5,

Schistocinina-7, Schistocinina-8 e Schistocinina-9.

Os peptideos sintéticos de interesse, pertencentes ao grupo 0, foram
testados em modelos de macréfagos RAW, e nenhum deles demonstrou
citotoxicidade, como evidenciado nos ensaios realizados. Esses peptideos incluem
Lun1 e seus analogos 12A, G4A, K7A, F12A, além de Hsp1 e Cas3, para os quais
ndo foi possivel obter um valor de CCso (concentragdo citotoxica para 50% das
células) evidenciados na tabela 1, uma vez que ndo houve mortalidade de 50% das
células em nenhuma concentracao testada (Fig. 16, 17, 18 e 19). A hipotese é que
outros peptideos pertencentes a este grupo, como as Schistocinas e outros
analogos da Lun1 que ainda nao foram testados, também devem apresentar baixa
ou nenhuma citotoxicidade, dado que compartilham caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes aos peptideos ndo citotoxicos testados. Contudo, sdo necessarios

ensaios de MTT com esses peptideos para conclusdes sobre suas citotoxicidades.

Assim, € interessante destacar que o grupo 0 ndo apenas engloba a maioria
dos peptideos que ndo demonstraram citotoxicidade nos ensaios conduzidos neste
estudo, mas também n&o apresenta nenhum peptideo previamente identificado
como toéxico para macrofagos murinos. Esse cenario destaca a importancia de
aprofundar a investigacado dos atributos fisico-quimicos especificos desse grupo e
compara-los de forma sistematica com os atributos dos outros grupos que contém

peptideos citotoxicos.
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Concentracgéo de peptideo (UM)

Fig. 16. Citotoxicidade das lunatinas. Os macrofagos RAW 264.7 foram submetidos ao
tratamento com os peptideos por 24 (a) e 48 (b) horas. P-value < 0,001: ****; p-value <
0,005: ***; p-value < 0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns (ndo significatwo).



-

Macréfagos viaveis (%)

a) Hylaseptina-1 24 h b) Hylaseptina-1 48 h
150 150 -
125 * NS s 125 ns ns ns NS wuw
ns ns ns -
100 1 os % 100
75
50
25
0
LR A2 D D N0 SOND DD D DND
PN AN GO PR AV A

Caspase-3 24 h

225 ns =

L-fenilseptina 24 h

ns NS

150 ns 150

125 1254 s

100 100 NS s 05 ns O ns
75 75

. ;\\OQ ,\QQ (')Q (ﬁ: ‘],% (ﬁjr\rf')qaéb/\q}\ QQ
. \» Q-

AN e

D-fenilseptina 24 h

Caspase-348 h

ns Ns ns == NS NS NS ns

—_—d el NN
NOA~NONINON
ocgogioiogioul

L-fenilseptina 48 h

N SIS TP T TP e I e JPALe JPANRN |
O 97 VLV NV AR O
4\\‘\\'\ ‘\q’con;\p\(og/\

D-fenilseptina 48 h

150 NS e 150
125 ns ns ™ s 125 ns
100 . gu - 100 ns 0 == NS [S 2

N

.\_00 ,\QQ GJQ (ﬁj qu fﬁj\qi:bbrg/\%\ Qvg

©7s,

SO PO B D DN D
P B PR PP
&N N oM

Concentracao de peptideo (uM)

64

Fig. 17. Citotoxicidade dos peptideos Hylaseptina-1, Caspase-3 e D- e L-
Fenilseptina. Os macrofagos RAW 264.7 foram submetidos ao tratamento com os
peptideos por 24 (a) e 48 (b) horas. P-value < 0,001: ****; p-value < 0,005: ***; p-value
<0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns (nao significativo).
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Fig. 18. Citotoxicidade das schistocininas-1 a -4. Os macréfagos RAW 264.7 foram
submetidos ao tratamento com os peptideos por 24 (a) e 48 (b) horas. P-value <
0,001: ****; p-value < 0,005: ***; p-value < 0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns
(nao significativo).
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Concentracao de peptideo (M)

Fig. 19. Citotoxicidade das schistocininas-5, -7, -8 e -9. Os macréfagos RAW 264.7
foram submetidos ao tratamento com os peptideos por 24 (a) e 48 (b) horas. P-value <
0,001: ****; p-value < 0,005: ***; p-value < 0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns
(n&o significativo).
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5.4. Diferencas biofisicas significativas no Grupo 0 sao indicativos
promissores para o desenvolvimento racional de peptideos nao

citotoxicos

Ao realizar a comparagao entre os atributos fisico-quimicos dos grupos, foi
possivel observar algumas diferengcas estatisticamente significativas entre as
médias dos valores dos peptideos do Grupo 0 e os demais. Estas analises foram
conduzidas utilizando o Grupo 0 como “grupo controle”, por ser aquele que nao

contém peptideos citotoxicos.

Como evidenciado na figura 20, os peptideos do grupo 0O possuem uma
porcentagem menor de residuos basicos (Fig. 20. d) e carregados (Fig. 20. f)
quando comparados aos peptideos dos outros grupos. Isso sugere que peptideos
citotoxicos, como os inseridos nos grupos 1, 2 e 3, podem possuir uma composigao
mais rica em residuos de lisina (K), arginina (R) e histidina (H). No caso dos
peptideos analisados, esta caracteristica se reflete principalmente em relagdao aos
residuos de arginina, uma vez que apenas 1% do somatdrio total de residuos dos
peptideos do grupo 0 correspondem a R, enquanto que para os grupos 1,2 e 3, a
porcentagem total de argininas compondo os peptideos é de 5, 9 e 7%,
respectivamente. Em particular, a arginina é descrita como altamente basica em pH
fisiologico (préximo de 7), uma vez que sua cadeia lateral tem a carga positiva
estabilizada por ressonéancia, permanecendo protonada nessa condi¢gao (Harms M.
J. et al., 2011; Schlippe Y. V. G. et al., 2005). Em condi¢gbes aquosas, o residuo R
tem a constante de dissociacdo (Ka) mais alta entre os aminoacidos naturais
ionizaveis, tornando-o o menos provavel de existir em estado neutro em pH
fisioloégico. A predominéncia de R nos grupos 1, 2 e 3, quando comparado com o
grupo 0, também sugere que os peptideos citotdxicos sdo mais basicos do que

peptideos nao-citotoxicos.
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Fig. 20. Parte 1: valores médios dos atributos fisico-quimicos para cada grupo. (A)
Porcentagem de residuos polares; (B) porcentagem de residuos ndo-polares; (C)
porcentagem de residuos acidicos; (D) porcentagem de residuos basicos; (E) porcentagem
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significativo).
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Fig. 21. Parte 2: Valores médios dos atributos fisico-quimicos para cada grupo. (A)
carga; (B) coeficiente de a-hélices; (C) coeficiente de folhas-B; (D) coeficiente de voltas; (E)

porcentagem de residuos enterrados e (F) ponto isoelétrico. P-value < 0,001: ****; p-value

< 0,005: ***; p-value < 0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns (n&o significativo).
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Quanto as provaveis estruturas secundarias dos peptideos, foram obtidos os
valores dos coeficientes de formacao de a-hélice, folhas- e voltas, em que se nota
diferengas entre o grupo controle (0) e os grupos 1 e 3 (Fig. 21. b, c e d). O grupo
2, composto apenas por peptideos citotoxicos para macréfagos, é semelhante ao
grupo 0 e, portanto, diferente dos outros grupos (1 e 3) que também séao
compostos por peptideos citotoxicos, o que sugere que peptideos toxicos para
células de mamiferos variam dentro desses aspectos. De qualquer forma, é
possivel observar que o grupo que contém peptideos nao-citotoxicos (0) possui

coeficientes menores.

A previsao da estrutura secundaria de um peptideo desempenha um papel
crucial ndo apenas na compreensao de sua configuragao estrutural, mas também
na elucidacao de seus potenciais efeitos bioldgicos. Ma Z. e colaboradores (2016),
por exemplo, concluiram em seu trabalho que existe uma correlagdo fundamental
entre a helicidade de um peptideo e sua atividade antimicrobiana (Ma Z. et al.,
2016). De fato, a grande maioria dos AMPs sao descritos na literatura cientifica
como helicoidais, e pouco se sabe sobre a formagdo de folhas-3 e voltas.
Hadianamrei R. et al. (2022) enfatizam a necessidade de se realizar estudos
sistematicos que correlacionam propriedades fisico-quimicas de peptideos que
formam folhas-3 com suas atividades e seletividade. Estes autores observaram em
um de seus trabalhos que ha uma forte correlagao entre o conteudo de folhas-R de
peptideos e sua atividade antitumoral contra células HCT116, mas o mesmo nao foi
observado para células HeLa (Hadianamrei R. et al., 2022). Recentemente, Santos
e colaboradores (2023) evidenciaram que o peptideo Hs10, um fragmento da
proteina Complemento C3 humana, exibe a capacidade de interagir com o LPS,
transitando de uma forma desestruturada para um segmento de folha-R.
Adicionalmente, observaram-se alteragdes na membrana da bactéria E. coli. Esses
resultados destacam que certos peptideos catibnicos que adotam a conformacéao
de folhas- podem manifestar atividade antimicrobiana, conforme demonstrado por
Santos e sua equipe (Santos M. A. et al., 2023) (Santos M. A. et al., 2023).

De qualquer forma, estudos mais aprofundados no ambito da biologia

estrutural devem ser realizados para se correlacionar mais assertivamente os
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parametros de estrutura secundaria (coeficientes de folhas-3, a-hélices e voltas) e

seus efeitos para macréfagos RAW 264.7.

Adicionalmente, também foram obtidos os valores de ponto isoelétrico (PI)
de cada grupo. Os peptideos de todos os grupos se mostram dispersos quando se
trata deste parametro, o que é refletido nos grandes desvios observados na figura
21.f. Por consequéncia, o Pl pode ndo ser um parametro fisico-quimico
interessante para comparagdo, mas, mesmo assim, € um dado que auxilia na

caracterizagao geral de peptideos citotdxicos e ndo-citotdxicos.
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Fig. 22. Parte 3: Valores médios dos atributos fisico-quimicos para cada grupo. (A)
acessibilidade de residuos ndo-polares ao solvente; (B) acessibilidade de residuos da
cadeia principal ao solvente; (C) acessibilidade de residuos polares ao solvente; (D)
volume; (E) massa monoisotépica e (F) hidrofobicidade. P-value < 0,001: ****; p-value <
0,005: ***; p-value < 0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns (nao significativo).

Ja em relacdo ao volume e a massa monoisotépica dos peptideos

analisados, os do grupo 0 possuem, em média, valores menores para esses
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parametros do que os outros grupos (Fig. 22. d e e). Esses dados podem indicar
que, entre os peptideos analisados neste trabalho, os nao-citotdoxicos para
macrofagos murinos sdo, em media, moléculas menores e provavelmente mais
compactas. O volume de um peptideo pode indicar o grau de enovelamento, ou
seja, uma vez que este indice € menor, indica um maior empacotamento
(Counterman A. E. e Clemmer D. E., 1999).

Além disso, como evidenciado na figura 22 (a, b e c), os residuos dos
peptideos do grupo 0 s&o, em geral, menos acessiveis ao solvente do que os dos
outros trés grupos. Os residuos apolares e os da cadeia principal dos peptideos
dos grupos 0 e 2 sao igualmente menos acessiveis ao solvente quando
comparados aos grupos 1 e 3. Isso significa que peptideos citotdxicos (grupos 1, 2
e 3) se comportam de maneiras diferentes quanto aos parametros fisico-quimicos

em questdo, uma vez que o grupo 2 é semelhante ao grupo 0.

Apesar disso, existem diferengas significativas entre os grupos em relagao a
acessibilidade ao solvente dos residuos polares dos peptideos, sendo que o grupo
0 demonstra ter valor médio de acessibilidade menor (Fig. 22. c). Este dado
corrobora com o possivel enovelamento de peptideos nao-citotdxicos inseridos do
grupo 0, uma vez que residuos polares que deixam de interagir com o solvente
comegam a formar possiveis agregados ordenados (conjuntos de peptideos que
interagem entre si), e a entropia do sistema também pode direcionar ao seus
enovelamentos (Sharp J. S., Becker J. M. e Hettich R. L., 2004).

O grupo 0 contém peptideos mais hidrofdbicos que os outros grupos. Isso se
da pela riqueza de residuos de A, G, I, L e F neste grupo, que possuem cadeia
lateral hidrofébica. A hidrofobicidade € uma propriedade conhecidamente
importante para a funcdo de um peptideo, uma vez que € necessaria certa
hidrofobicidade para acessar e desestruturar a bicamada fosfolipidica das
membranas celulares. Alguns estudos relacionados a peptideos antitumorais
indicam que quanto maior a hidrofobicidade, maior a bioatividade contra algumas
linhagens tumorais. O aumento da hidrofobicidade também pode aumentar a
neutralizagcdo de lipopolissacarideos de bactérias, a permeabilizagdo de
membranas e a atividade antibacteriana. No entanto, ainda é necessario

estabelecer melhor como a hidrofobicidade afeta a citotoxicidade as células
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hospedeiras (Gong H. et al., 2019; Zhang M. et al., 2022). O fato do grupo O ter a
hidrofobicidade média maior que a dos outros grupos pode indicar que o aumento
dessa caracteristica fisico-quimica ndo aumenta citotoxicidade contra macrofagos

murinos, uma vez que os peptideos deste grupo sao nao-citotoxicos.

5.5. Peptideos bioativos podem modular a via do 6éxido nitrico em

macréfagos RAW

Os peptideos bioativos sintetizados também foram investigados quanto aos
seus efeitos imunomodulatérios. Para isso, foi quantificada a concentragdo de
nitrito, um metabdlito produto da via do 6xido nitrico. Esta via € conhecidamente
importante para o combate de patdgenos intracelulares por células fagociticas
como os macrofagos, sendo, portanto, uma via interessante de ser investigada em

relagcao a sua ativagao por peptideos bioativos.

Levando em consideracdo os resultados dos ensaios de citotoxicidade
realizados, para a quantificacdo de 6xido nitrico os macrofagos foram tratados com
concentragcdes nao-citotoxicas de cada peptideo, como descrito anteriormente. Em
relagdo aos peptideos citotoxicos LyeTx1, L-ecPis2s e D-ecPis2s, foi observado
uma diminuicdo na concentragdo de nitrito detectavel (Fig. 23. a), quando
comparado ao grupo controle. Isso indica que esses peptideos, além de citotoxicos
para macrofagos murinos em determinadas concentragdes, também se apresentam
como potenciais inibidores da via do oOxido nitrico. Este fendmeno também foi
observado para trés peptideos nao-citotoxicos, a L-Phes (Fig. 23. a), a Lun1 F12A
(Fig. 23. b) e a Schisn3 (Fig. 23. c). Sobre estes trés ultimos, pode-se entender
que, apesar de nao interferirem na atividade mitocondrial e, assim, ndo levarem a
morte celular detectavel por ensaio de MTT, eles inibiram uma via importante dos
macrofagos, podendo diminuir a sua capacidade de montar uma resposta imune

adequada frente a infecgdes por patdgenos intracelulares.
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Fig. 23. Avaliagao da ativagcao da via do oxido nitrico em macréfagos RAW tratados
com os peptideos. Os macrofagos foram tratados apenas com peptideo (barras pretas)
ou com peptideos e LPS 10 pyg/mL (barras cinzas) por 24 horas. Os peptideos CAS3,
Hsp1, L-ecPis2s, D-ecPis2s, L-Phes e LyeTx1 nao provocaram aumento significativo na
concentracao de nitrito (A). Das lunatinas (B), a aplicacao do peptideo Lun1 K7A aumentou
a concentracdo de nitrito produzido pelas células. Quanto as schistocininas (C), também
nao foi detectado aumento na concentracdo de nitrito. P-value < 0,001: ****; p-value <
0,005: ***; p-value < 0,01: **; p-value < 0,05: *; p-value > 0,05: ns (ndo significativo). Os
valores mostrados representam a média de trés experimentos independentes.
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Devido ao fato de a inibicdo da via do Oxido nitrico estar associada a
imunossupressao, trabalhos que propdem moléculas que ativam a via sdao mais
comumente realizados do que investigagbes sobre substéncias que a inibem.
Entretanto, é valido ressaltar que o 6xido nitrico € um mediador inflamatdrio, e sua
inibicdo por parte dos peptideos testados pode estar relacionada com um efeito
anti-inflamatério dessas moléculas. Investigagcdes nesse sentido podem despertar
interesse biotecnolégico para a realizagdo de novas moléculas anti-inflamatérias,

devendo ser melhor exploradas.

Em contrapartida, o unico peptideo testado capaz de aumentar a
concentragéo de nitrito nos macréfagos foi a Lun1 K7A. Como as outras lunatinas
nao alteraram a concentracao de nitrito (com excegao da Lun1 F12A, que causou
sua diminui¢ao), pode-se inferir que, aparentemente, a substituicdo da lisina na
posicdo sete por uma alanina foi fundamental para a observacdo do efeito
imunomodulatério desse peptideo. Esse aumento da concentragdo de nitrito em
relacdo a concentracdo basal é interessante quando se busca peptideos com
atividade antimicrobiana, tendo em vista que o oxido nitrico € conhecidamente
fundamental para a resposta contra patégenos. Os valores das concentragdes de

nitrito calculadas para cada peptideo estdo expostos na tabela 2.

Por fim, a relacdo entre atributos fisico-quimicos e a atividade
imunomodulatéria de peptideos bioativos parece nao ser Obvia e deve ser

investigada mais profundamente para se chegar a maiores conclusoes.
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Tabela. 2. Resumo dos resultados dos ensaios biolégicos realizados com cada
peptideo. A tabela mostra o nome abreviado do peptideo, sua sequéncia aminoacidica, o
grupo do PCA do qual ele faz parte, os valores calculados de CCso (em uM) e os valores
das concentracdes de nitrito calculadas no ensaio de reacao de Griess, em uM. NA: nao

avaliado.
Peptideo Estrutura primaria Grupo CCsoem puM CCso em Conc. de
(24h) MM (48h) nitrito
calculada
(1M)
Schisn1 LYIDDQISCCSTDLCNGMT 3 > 100 > 100 13,48 + 2,95
Schisn2 NTDLCNGLTVDNTG 2 > 100 > 100 20,40 + 0.72
Schisn3 VTTRGSGIIS 0 >100 >100 5,99 +0,62
Schisn4 YIMVNILD 0 >100 >100 14,00 + 4,55
Schisn5 EYIGIFLYIMVNILD 0 > 100 > 100 18,00 + 0,91
Schisn7 NYSIHRICVF 0 > 100 > 100 16,74 + 2,22
Schisn8 TAGYNYSIHRICVF 0 > 100 > 100 NA
Schisn9 WEYIGIFLYIMVNILD 0 > 100 > 100 16,25 + 5,84
Hsp1 GILDAIKAIAKAAG 0 > 100 > 100 14,40 + 3,94
Cas3 FIGGLLKKITNFF 0 > 100 > 100 9,73 + 0,66
LyeTx1 IWLTALKFLGKNLGKHLAK 3 2578 414 32,65+493 7,52 +£2,20
QQLAKL
L-Phes FFFDTLKNLAGKVIGALT 3 > 100 > 100 6,98 + 1,33
D-Phes FFFDTLKNLAGKVIGALT 3 > 100 > 100 NA
L-ecPis2s  FFFHIIKGLFHAGRMIHGL 3 31,23 + 3,08 98,09 + 7,13 £ 2,51
\Y 12,95
D-ecPis2s FFFHIIKGLF\I;IAGRMIHGL 3 52,84 +7,16 74,89+ 148 3,81+ 154
Lun1 FIGGLLKTLTSFF 0 > 100 > 100 18,94 +4, 88
Lun1 I2A FAGGLLKTLTSFF 0 > 100 > 100 22,45 +5,19
Lun1 G4A FIGALLKTLTSFF 0 >100 >100 NA
Lun1 K7A FIGGLLATLTSFF 0 > 100 >100 26,01 + 1,50
Lun1 F12A FIGGLLKTLTSAF 0 > 100 > 100 480+ 1,75
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5.6. Uma estratégia para o desenho racional de novos peptideos bioativos

sem atividade citotoxica pode ser proposta

O grupo predominantemente composto por peptideos nao-citotdoxicos (grupo
0) destaca-se por notaveis diferengas fisico-quimicas em relagdo aos demais
conjuntos. Essas discrepancias, incluindo um menor coeficiente de formacéo de o-
hélices, folhas- e voltas, uma reduzida quantidade de residuos basicos e
carregados, além de menor volume, massa e acessibilidade dos residuos ao
solvente, podem ser consideradas como guias valiosas no desenvolvimento de

novos peptideos nao-citotdxicos.

E importante salientar que, embora o efeito citotdxico de um peptideo possa
variar conforme a linhagem celular utilizada, os resultados obtidos nesta pesquisa
sugerem que um peptideo nao-citotoxico para macrofagos murinos RAW deve
apresentar as caracteristicas fisico-quimicas mencionadas anteriormente. Essas
conclusdes proporcionam informagdes valiosas para o desenho racional de

peptideos com potencial aplicagdo em terapias ou abordagens antimicrobianas.
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6. Conclusoes

Dentre os grupos de peptideos formados na anadlise de clusters realizada
neste trabalho, o grupo 0 ndo contém nenhum peptideo citotdéxico para macréfagos
murinos, sendo, ainda, composto pela maioria dos peptideos que ndo foram
citotoxicos de acordo com nossos ensaios. Ja os outros grupos (1, 2 e 3) séo

compostos majoritariamente de peptideos citotdxicos para macrofagos.

O grupo 0 possui algumas caracteristicas biofisicas que o diferenciam dos
outros grupos. Os peptideos nao citotdxicos do grupo 0 tendem a ser menores em
volume e massa, indicando serem moléculas mais compactas, o que pode estar
relacionado a seus possiveis enovelamentos. Além disso, esses peptideos
possuem residuos que sao menos acessiveis ao solvente, especialmente os
residuos apolares, o que pode contribuir para a sua estabilidade estrutural. O grupo
0 mostra coeficientes de formagao de a-hélice, folhas-3 e voltas menores em

comparagao com os grupos 1 e 3.

O grupo 2, que também é composto por peptideos citotdxicos, € semelhante
ao grupo 0 nesses aspectos estruturais. A helicidade de um peptideo é
mencionada como correlacionada com a atividade antimicrobiana, sugerindo que
as diferencas nas estruturas secundarias podem influenciar a citotoxicidade dos
peptideos. E importante destacar a necessidade de estudos adicionais para
correlacionar de forma mais precisa os parametros de estrutura secundaria com os
efeitos dos peptideos em macréfagos RAW 264.7. Outra diferenga notavel é em
relagdo a maior hidrofobicidade dos peptideos do grupo O devido a presenga de
residuos hidrofébicos em sua sequéncia. No entanto, o fato de os peptideos do
grupo 0 serem mais hidrofébicos do que os peptideos citotoxicos dos outros grupos
sugere que a hidrofobicidade por si s6 ndo é suficiente para determinar a
citotoxicidade contra macrofagos murinos, ou até mesmo em qualquer outro tipo

celular.

Portanto, a n&o-citotoxicidade dos peptideos do grupo O parece estar
relacionada a uma combinagdo de fatores, incluindo tamanho, compactacéo,
estabilidade estrutural e hidrofobicidade. Essas informagdes contribuem para uma

melhor compreensao das propriedades fisico-quimicas que influenciam a atividade
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biolégica dos peptideos, permitindo o desenvolvimento de abordagens mais
refinadas no design de peptideos terapéuticos e na compreensdo de suas

interagbes com as células hospedeiras.
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Material Suplementar

S$1: Cbdigo para Teste de Shapiro-Wilk
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import numpy as np
import pandas as pd
from scipy.stats import shapiro

# Objetivo : realizar o teste de shapiro-wilk em diferentes niveis
de significancia

# Recebe o arquivo excel com os dados a serem analisados
inputl = input('Input file (xlsx): ')

input2 = input('Sheet: ")

data = pd.read_excel(inputl, sheet_name=input2, decimal=",")

# Cria um DataFrame a partir dos dados fornecidos
dados = pd.DataFrame(data)

# Seleciona colunas
pep_cols = dados.iloc[:, 1:3]

# Calcula as médias das colunas selecionadas e adiciona como nova
coluna "Means"
dados[ 'Means'] = pep_cols.mean(axis=1, skipna=True)

# Extral as médias das triplicatas
means = dados[ 'Means'].dropna()

# Realiza o teste de Shapiro-Wilk
shapiro_stat, shapiro_p value = shapiro(means)

# Define niveis de significancia
significance_levels = [0.05, 0.005, 0.001]

# Verifica se os dados sao normalmente distribuidos para
diferentes niveis de significancia
for alpha in significance_levels:
if shapiro_p_value > alpha:
result = 'Distribui¢ao normal: provavelmente SIM'
else:
result = 'Distribuicdo normal: provavelmente NAQO'
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print(f"Para um nivel de significancia de {alpha}: Os dados
das médias {result}.")

S2: Codigo para Teste T de Student

import numpy as np
import pandas as pd
from scipy.stats import t

# Objetivo: realizar teste T de Student em diferentes niveis de
significancia

# Recebe o arquivo excel com os dados a serem analisados (células
tratadas x células nao tratadas)

inputl = input('Input file (xlsx): ')

input2 = input('Sheet: ")

input3 = input('Output file: ")

dados = pd.read_excel(inputl, sheet name = input2, decimal = ',")

results = []
for index, row in dados.iterrows():

concentration = row[0]

pep_values = [val for val in row[[1, 2, 3]] if not
pd.isna(val)]

raw_values = [val for val in row[[4,5,6]] if not pd.isna(val)]

# Calcula as médias
media_pep = np.mean(pep_values)
media_raw = np.mean(raw_values)

# Calcula os desvios-padrao amostrais
sl = np.std(pep_values, ddof=1)
s2 = np.std(raw_values, ddof=1)

# Calcula o tamanho das amostras
nl = len(pep_values)
n2 = len(raw_values)

# Calcula estatistica t
t_statistic = (media_pep - media_raw) / np.sqrt((sl1**2 / nl) +
(s2**2 / n2))
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# Calcula os graus de liberdade
df = nl +n2 - 2

# Calcula o valor t critico para 95%
t _critical = t.ppf(0.975, df) # ©.975 para uma divisado de
0.025 em cada cauda

# Calcula o valor-p
p_value = 2 * (1 - t.cdf(np.abs(t_statistic), df)) # Teste
bilateral

# Verifica se ha difereng¢a significativa
cutoffeo = 0.001
cutoffl = 0.005
cutoff2 = 90.01
cutoff3 = 0.05

dife = "Y" if p_value < cutoff@ else "N"
difl = "Y" if p_value < cutoffl else "N"
dif2 = "Y" if p_value < cutoff2 else "N"
dif3 = "Y" if p_value < cutoff3 else "N"

# Adiciona os resultados a lista
results.append([concentration, media pep, media_raw, si1, s2,
t_statistic, df, t_critical, p_value, dife,
difl, dif2, dif3])

# Cria um DataFrame com os resultados
results df = pd.DataFrame(results, columns=["Concentration", "Mean
Pep 24", "Mean Pep 48", 'SD pep 24',

'SD pep 48', 'T
Statistic', 'Degrees of freedom', 'T critical (95%)°,

"P-Value",
"Significance 0.1%", 'Significance 0.5%',

'Significance 1%',
'Significance 5%'])
results_df.to_excel(input3, index=False)




S$3: Codigo para plotar e calcular o CCso
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import numpy as np

import pandas as pd

import matplotlib.pyplot as plt

from scipy.optimize import curve_fit

# Objetivo: plotar a curva de citotoxicidade e calcular o cc50

# Recebe o arquivo excel que contém os dados de citotoxicidade (%
de células vidveis x concentra¢ao do peptideo)

file = input('Arquivo excel: ")

sheet = input('Planilha: ')

pep = input('Peptideo: ')

df = pd.read _excel(file, sheet name=sheet)

dose = df['Concentragao [pM]']

viabilidade = df[f'{pep}'] * 100

# Define a fun¢do exponencial da curva de citotoxicidade (y=a.b”x)
def exponential(x, A, B, C):
return A * np.exp(-B * x) + C

# Ajusta a curva exponencial dos dados

#curve_fit é uma fun¢ao de ajuste de curva que é parte do médulo
scipy.optimize

params, covariance = curve_fit(exponential, dose, viabilidade,
po=[100, 0.01, 0],maxfev=2000, method="trf')

# Parametros ajustados
A, B, C = params

# Calculo do CC50 diretamente da equacgao
CC50 = -np.log(®.5 * A/ (A -C)) /B

# Plot dos dados e da curva ajustada

plt.scatter(dose, viabilidade, label='Porcentagem de células
vidveis"')

x_range = np.linspace(min(dose), max(dose), 100)
plt.plot(x_range, exponential(x_range, *params), 'r-',
label=f'Curva exponencial ajustada')

plt.ylim(-1, max(viabilidade)+10)

plt.xlabel('Concentragcao (pM)', fontsize = 14)
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plt.ylabel('Macréfagos viaveis (%)', fontsize = 14)
plt.legend(loc="lower left')

plt.title(f'Curva de citotoxicidade do peptideo {pep}', fontsize
16)

# Exibi¢ao do grafico
plt.grid(True)
plt.show()

# Saida da equacao da curva ajustada
print(f'Equa¢ao da Curva (Exponencial):')
print(f'y = {A:.4f} * er(-{B:.4f} * x) + {C:.4f}")

# Saida do valor do CC50
print(f'CC50 = {CC50:.2f} uM")

S4: Codigo para plotar os cromatogramas

import pandas as pd

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib.ticker import ScalarFormatter

# Objetivo: plotar o cromatograma de cada purificacao

# Recebe o arquivo excel com os dados da cromatografia (tempo x
intensidade)

file = input('Nome do arquivo (.xlsx): ')
inp = input('Aba: ')

inp3 = input('Titulo do grafico: ")

df = pd.read_excel(file, sheet_name=inp)
tempo = df['R.Time (min)'].values
intensidade = df['Intensity214'].values
intensidade2 =df['Intensity280'].values
gradiente = df['ACN'].values

branco = df['Blank'].values

# Subtrai os valores do branco
intensidade_corrigida = intensidade - branco
intensidade_corrigida2 = intensidade2 -branco
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# Plota os eixos y (intensidade) e x (tempo)

fig, ax1 = plt.subplots(figsize=(10, 6))
axl.plot(tempo, intensidade_corrigida, label='214nm’,
color="black")

axl.plot(tempo, intensidade_corrigida2, label='280nm’,
color="red")

axl.set_xlabel('Tempo (min)', fontsize = 18)
axl.set_ylabel('Intensidade (mAU)', color='black', fontsize =

ax1l.tick _params(axis='y', labelcolor='black")
ax1l.tick params(axis='x"', labelcolor="black")

axl.set_ylim(-1000, max(intensidade_corrigida) + 2000)
axl.set x1lim(@, max(tempo))

axl.set_xticks(np.arange(®, max(tempo), step = 5))

18)

axl.set_yticks(np.arange(-10000, max(intensidade_corrigida)+20000,

step=20000))

# Coloca os valores do eixo y em nota¢ao cientifica
formatter = ScalarFormatter(useMathText=True)
formatter.set_powerlimits((@, 0)) #x*10"y
axl.yaxis.set_major_formatter(formatter)

fig.tight layout()

# Plota o gradiente de acetonitrila

ax2 = axl.twinx()

ax2.plot(tempo, gradiente, label="ACN', color='blue')
ax2.set_ylabel('Gradiente de Acetonitrila (%)', color='black',
fontsize = 18)

ax2.tick _params(axis='y', labelcolor='black")

ax2.set_ylim(0, 100)
ax2.set_x1im(@, max(tempo))

ax2.set_yticks(np.arange(@, 101, step=5))
# Coloca as legendas juntas na esquerda superior

linesl, labelsl = axl.get legend handles labels()
lines2, labels2 = ax2.get_legend handles_labels()
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lines = linesl + lines2
labels = labelsl + labels2
axl.legend(lines, labels, loc='upper left')

# Configurac¢des gerais do grafico
plt.title(inp3, fontsize=18, fontweight='bold")
fig.tight_layout()

plt.show()

WCSS x nimero de clusters
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Fig. S6. Cromatogramas dos peptideos Schistocininas-1, -2, -3 e -4. As
cromatografias de fase reversa foram realizadas em coluna C18, sob gradiente
de acetonitrila (0 a 100%) acidificada com TFA 0,08%. As purificacdes das
schistocininas, bem como sua sintese, foram realizadas pelo colaborador
Daniel A. G. R. Michel, estudante de mestrado no programa de pdés-graduacao
em Quimica Organica pela Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVIM), no Laboratorio de Sintese e Estrutura de Biomoléculas
(LASEB). Dados n3o publicados.
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Fig. S7. Cromatogramas dos peptideos Schistocininas-5, -7, -8 e -9, As
cromatografias de fase reversa foram realizadas em coluna C18, sob gradiente
de acetonitrila (0 a 100%) acidificada com TFA 0,08%. As purificacdes das
schistocininas, bem como sua sintese, foram realizadas pelo colaborador
Daniel A. G. R. Michel, estudante de mestrado no programa de pos-graduacao
em Quimica Organica pela Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri (UFVIM), no Laboratorio de Sintese e Estrutura de Biomoléculas
(LASEB). Dados ndo publicados.
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Fig. S8. Purificac@o e caracterizacdo das piscidinas. As cromatografias de fase
reversa foram realizadas em coluna C18, sob gradiente de acetonitrila (0 a
100%) acidificada com TFA 0,08% (a). A massa foi aferida por espectrometria
de massa MALDI ToF/ToF, em modo linear positivo (b). As purificagoes das
piscidinas, bem como sua sintese e analise de espectrometria de massa, foram
realizadas pelo colaborador Licio Otavio Nunes, técnico em Quimica no
Laboratorio de Sintese e Estrutura de Biomoléculas (LASEB - UFVJM). Dados
publicados em sua tese “Investigacdes estruturais e biofisicas da interagao
peptideo-membrana: um estudo dos casos hilaseptina P4 e ecPiscidina 2s”.




