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Resumo

ALBERNAZ, Déborah Trota Farias de. Design computacional e caracterizagao de
peptideos antimicrobianos (AMPs) contra Pseudomonas aeruginosa.
Orientadora: Daiane Drawanz Hartwig. 2024. 109 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) — Centro de Desenvolvimento Tecnologico, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2024.

As infecgdes relacionadas a assisténcia em saude (IRAS) causadas por
Pseudomonas aeruginosa representam uma ameaga significativa a saude publica
global, especialmente com o surgimento de cepas multirresistentes que néo
respondem a nenhuma das terapias disponiveis, incluindo os carbapenémicos. Nesse
contexto, o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas € essencial.
Peptideos antimicrobianos (AMPs) tém se destacado como uma alternativa
promissora devido aos seus mecanismos de agao seletivos, incluindo a interagdo com
a membrana celular bacteriana, o que dificulta o desenvolvimento de resisténcia. Os
AMPs sao caracterizados por sua diversidade estrutural e por sua versatilidade de
agao, apresentando potencial antibacteriano, antifungico, antiviral e antitumoral. A
utilizacao de estratégias computacionais para o design e a otimizacdo de AMPs tem
se mostrado eficaz na identificacdo de novos candidatos, permitindo a criacdo de
moléculas com maior especificidade e menor toxicidade. Neste estudo, a ferramenta
TACaPe, construida com o modelo de aprendizado profundo Transformer, foi treinada
para prever 100 novos AMPs com potencial antibacteriano. Para direcionar a agao
contra Pseudomonas aeruginosa, foram realizas analises de docking molecular em
receptores (LasR, RhIR e PgsR) relacionados as rotas de quorum sensing da bactéria.
Os cinco peptideos com melhor desempenho nas analises computacionais foram
sintetizados quimicamente e tiveram sua atividade antibacteriana contra a cepa
padrdo de P. aeruginosa ATCC® 27853 avaliada in vitro. A concentragéo inibitoria
minima (CIM) dos AMPs foi determinada em concentragdes de até 250 yg/mL. Os
AMPs demonstraram atividade antibiofilme em diferentes concentragdes, com valores
de inibicdo variando entre 23% e 93,4%. Além disso, dois AMPs apresentaram
potencial sinérgico com o meropenem, reduzindo a CIM do antibiético em até 9,5
vezes. Ensaios de citoxicidade e atividade hemolitica indicaram que os AMPs sao
potencialmente seguros nas concentracbes necessarias para a atividade
antibacteriana. Esses resultados reforgam a utilidade das ferramentas computacionais
na descoberta e otimizagdo de novos medicamentos, evidenciando seu potencial
como alternativas viaveis para o tratamento de infecgbes causadas por P. aeruginosa
multirresistente.

Palavras-chave: bioinformatica; sinergismo; antibiofilme; quorum sensing; toxicidade.



Abstract

ALBERNAZ, Déborah Trota Farias de. Computational design and characterization
of antimicrobial peptides (AMPs) against Pseudomonas aeruginosa. Advisor:
Daiane Drawanz Hartwig. 2024. 109 p. Dissertation (Masters in Biotechnology) —
Center for Technological Development, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2024.

Hospital-acquired infections (HAIs) caused by Pseudomonas aeruginosa represent a
significant global public health threat, especially with the emergence of multidrug-
resistant strains that do not respond to any of the available therapies, including
carbapenems. In this context, the development of new therapeutic approaches is
essential. Antimicrobial peptides (AMPs) have emerged as a promising alternative due
to their selective mechanisms of action, including interaction with the bacterial cell
membrane, which complicates the development of resistance. AMPs are characterized
by their structural diversity and versatile actions, exhibiting antibacterial, antifungal,
antiviral, and antitumor potential. The use of computational strategies for the design
and optimization of AMPs has proven effective in identifying new candidates, enabling
the creation of molecules with higher specificity and lower toxicity. In this study, the
TACaPe tool, built on the deep learning Transformer model, was trained to predict 100
new AMPs with antibacterial potential. To target activity against Pseudomonas
aeruginosa, molecular docking analyses were performed on receptors (LasR, RhIR,
and PgsR) related to the bacterium's quorum sensing pathways. The five peptides with
the best computational performance were chemically synthesized and tested for
antibacterial activity against the P. aeruginosa ATCC® 27853 standard strain in vitro.
The minimum inhibitory concentration (MIC) of the AMPs was determined at
concentrations up to 250 yg/mL. The AMPs demonstrated anti-biofilm activity at
different concentrations, with inhibition values ranging from 23% to 93.4%. Additionally,
two AMPs exhibited synergistic potential with meropenem, reducing the antibiotic's
MIC by up to 9.5-fold. Cytotoxicity and hemolytic activity assays indicated that the
AMPs are potentially safe at concentrations necessary for antibacterial activity. These
findings reinforce the utility of computational tools in the discovery and optimization of
new drugs, highlighting their potential as viable alternatives for treating infections
caused by multidrug-resistant P. aeruginosa.

Keywords: bioinformatics; synergism; antibiofilm; quorum sensing; toxicity.
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1 Introdugao

Aresisténcia aos antimicrobianos (RAM) ocorre quando microrganismos, como
fungos, bactérias e virus, se adaptam e sobrevivem na presenga de medicamentos
que antes os inibiam (Tang; Millar; Moore, 2023). Segundo a Organiza¢gdo Mundial da
Saude (OMS), a RAM representa uma ameaga significativa a saude publica global
(WHO, 2024). Infeccbes causadas por patdogenos resistentes aos antimicrobianos
estdo entre os maiores desafios terapéuticos atuais, resultando em mais de 1,27
milhdes de mortes diretamente relacionadas e aproximadamente 5 milhdes de obitos
associados no ano de 2019 (Murray et al., 2022). Em 2024, a OMS atualizou sua lista
de bactérias patogénicas prioritarias para a pesquisa e o desenvolvimento de novas
estratégias de prevengdo, controle e tratamento da RAM. Uma das espécies
integrantes desta lista, € Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos,

considerada como alta prioridade (WHO, 2024).

O género Pseudomonas spp. € composto por mais de 200 espécies de bacilos
Gram-negativos, sendo P. aeruginosa a sua integrante de maior importancia clinica
(Murray; Rosenthal; Pfaller, 2017). Essa espécie geralmente acomete individuos
imunocomprometidos em unidades de terapia intensiva (UTls), causando quadros
graves de infecgdes no pulmao, trato urinario e pele (Behzadi; Barath; Gajdacs, 2021).
Diversos fatores de viruléncia estao presentes em P. aeruginosa, como as exotoxinas
e as adesinas (Veetilvalappil et al., 2022). Além disso, essa espécie € formadora de
biofilme, uma caracteristica que facilita a adesao e colonizagao, além de servir como
protecao frente a acado de antibidticos e desinfetantes (Murray; Rosenthal; Pfaller,
2017).

P. aeruginosa apresenta fatores de resisténcia intrinsecos e adquiridos, que
agravam o problema e limitam as suas possibilidades terapéuticas. Essa espécie &
intrinsecamente resistente a algumas classes de antibidticos, especialmente devido a
regulacao da expressao de genes que codificam para a producédo de bombas de efluxo
(Lorusso et al., 2022; Murray; Rosenthal; Pfaller, 2017). Entre os mecanismos de
resisténcia adquirida, pode-se citar as mutagcdes espontaneas e a transferéncia
horizontal de genes através de plasmideos (Pang et al., 2019). E através desses

mecanismos, que bactérias normalmente tornam-se um problema de saude publica,
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visto que a presséo seletiva exercida pelo uso indiscriminado de antibacterianos atua
como um facilitador, selecionando cepas multirresistentes (Murray; Rosenthal; Pfaller,
2017).

Além das adaptagdes estruturais e metabdlicas, esse patdgeno possui um
sistema de comunicacao intercelular conhecido como quorum sensing (QS), o qual
regula a expressao de diversos fatores de viruléncia e a formagao de biofilmes. Esse
mecanismo permite que a bactéria detecte a densidade populacional e, ao atingir um
determinado limiar, coordene agdes em resposta ao ambiente. Em P. aeruginosa, o
QS ocorre por meio das vias hierarquicas las, rhl e pgs, que utilizam moléculas
sinalizadoras para ativar a expressao de genes associados a resisténcia e a viruléncia,

fortalecendo seu potencial patogénico (Li et al., 2022).

Nesse contexto, iniciativas que visam a pesquisa e o desenvolvimento de novos
compostos e/ou melhorias para aqueles que ja estao disponiveis na clinica tornaram-
se um alvo de estudo promissor, como o0s peptideos antimicrobianos (AMPSs).
Usualmente, os AMPs se apresentam como sequéncias curtas, geralmente entre 5-
50 aminoacidos, de carater catiénico e com alta porcentagem de residuos hidrofébicos
(>50%). Sdo compostos produzidos como mecanismo de defesa pela resposta imune
inata de diferentes organismos, como peixes, plantas, mamiferos e insetos (Bin
Hafeez et al., 2021). Sua atividade pode ser classificada em antiviral, antibacteriana,
antifungica e antiparasitaria, principalmente (Zhang et al., 2021). Além disso, existem
diversos estudos que atribuem aos AMPs também a agéo antitumoral (Deslouches;
Di, 2017; Hoskin; Ramamoorthy, 2008; Tornesello et al., 2020).

Os AMPs possuem diferentes mecanismos de acado, sendo o principal
associado a interagdo com a membrana celular dos microrganismos. Existem trés
modelos principais pelos quais essa interacdo pode ocorrer. o modelo tapete, o
modelo poro-toroidal e 0 modelo barril-estave. No modelo tapete, os peptideos se
acumulam na superficie da membrana, desestabilizando sua integridade e causando
a lise celular através da formagao de micelas. Ja nos modelos poro-toroidal e barril-
estave, ambos formam um poro transmembrana, com diferenga residindo na
orientacao das faces hidrofilicas e hidrofébicas expostas ao longo da camada lipidica
(Talapko et al., 2022). Outros mecanismos de agao estao relacionados com a inibigao

da sintese de compostos intracelulares (Corréa et al., 2019).
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A atividade antimicrobiana e os mecanismos de acao dos AMPs estéo
diretamente relacionados as suas caracteristicas estruturais e parametros fisico-
quimicos (Li et al., 2021). Propriedades como tamanho e composi¢do da sequéncia
de aminoacidos, constituicdo da cadeia lateral, carga e proporgao dos residuos sao
apenas alguns dos diversos parametros que contribuem para o potencial ativo desses
peptideos. A sua estrutura secundaria também & um fator relevante. Peptideos nas
formas a-hélice e folha-B sdo mais seletivos e demonstram maior capacidade de

interagir com a membrana de microrganismos (Liang et al., 2020).

A gramicidina é o primeiro AMP utilizado na industria farmacéutica do qual se
tem registro (Pavithrra; Rajasekaran, 2020). Desde sua descoberta em 1939, apenas
dez formulagdes baseadas em AMPs se tornaram disponiveis comercialmente, todas
de uso tdpico ou intravenoso (Browne et al., 2020). Entre essas formulagdes,
destacam-se as polimixinas, consideradas como opg¢ao de ultima escolha para o
tratamento de infecgbes hospitalares por bactérias Gram-negativas no Brasil
(Quintanilha et al., 2019; Rossi, 2011). Apesar desse numero limitado, existe uma lista
ampla de peptideos em diferentes fases de testes clinicos, com potencial terapéutico
no tratamento de infecgdes bacterianas, fungicas e cancer (Koo; Seo, 2019; Sierra et
al., 2017; Zhang; Yang, 2022).

Existem algumas limitagdes que colaboram para os baixos numeros de AMPs
que conseguem chegar ao uso clinico. Devido ao dano na membrana celular de
células eucaridticas, a atividade hemolitica € considerada um de seus principais
efeitos adversos (Wang et al., 2021). Além disso, eles s&o considerados instaveis e
facilmente hidrolisados por proteases, fazendo com que sua meia-vida seja baixa e
dificultando sua utilizacdo em formulagdes orais (Lai et al., 2022). Entretanto, o estudo
de modificacdes estruturais nesses peptideos para permitir a corregcao desses e de
outros problemas, e potencializar a sua atividade ja € uma possibilidade. Hoje, o
design racional de AMPs € uma linha de pesquisa bastante trabalhada ao redor do
mundo e tem demonstrado resultados promissores (Marcos et al., 2008; Pearson et
al., 2016; Uggerhgij et al., 2015; You et al., 2023).

Com o aumento do numero de bancos de dados bioldgicos, a utilizagdo de
estratégias computacionais para o desenvolvimento de novas drogas foi facilitada.

Hoje, existem mais de 30.000 sequéncias de AMPs com atividade, propriedades

12



fisico-quimicas e caracteristicas estruturais catalogadas disponiveis online. A
combinagao desses dados com inteligéncia artificial (I1A) e modelagem computacional
tem permitido avangos significativos no campo do design de AMPs. Essa abordagem
permite a previséo, triagem e design desses AMPs de forma rapida e automatizada,
através da descoberta de padrées em milhares de sequéncias fornecidas por
pesquisadores de todas as partes do mundo em diversos bancos de dados de AMPs

disponiveis online (Bin Hafeez et al., 2021; Liscano; Ofate-Garzén; Delgado, 2020).

Diante do exposto, a medida que a RAM continua a desafiar abordagens
convencionais de tratamento, a combinagao entre pesquisa computacional e biologia
molecular oferece uma nova perspectiva na luta contra P. aeruginosa multirresistente
a drogas (MDR). O desenvolvimento racional de novos AMPs ativos contra esse
patdgeno, apoiado por métodos de IA, pode oferecer um caminho promissor para
contornar os desafios da RAM, proporcionando alternativas terapéuticas inovadoras e

potencialmente eficazes contra infecgdes resistentes causadas por P. aeruginosa.

1.1 Hipétese

E possivel combinar técnicas de modelagem computacional e IA para

desenvolver peptideos que possuam atividade antibacteriana contra P. aeruginosa.

1.2 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar novos peptideos sintéticos antibacterianos
usando analises in silico, inteligéncia artificial e modelagem computacional na busca

de alternativas terapéuticas contra infecgbes causadas por P. aeruginosa.

1.3 Objetivos Especificos

e Buscar e catalogar sequéncias peptidicas com atividade antibacteriana em
bancos de dados de AMPs;

e Realizar uma curadoria dos dados obtidos e treinar o modelo de aprendizado

de maquina (AM) da ferramenta TACaPe;

13



Gerar novas sequéncias de AMPs a partir do modelo treinado;

Avaliar in silico a atividade e os possiveis mecanismos de agdo dos AMPs
gerados nas rotas de QS de P. aeruginosa,;

Caracterizar in silico as propriedades fisico-quimicas, toxicas e alergénicas dos
AMPs gerados;

Avaliar in vitro a atividade antibacteriana e antibiofiime dos AMPs frente a cepa
padrao de P. aeruginosa ATCC® 27853;

Avaliar in vitro a combinagdo dos AMPs com antibi6ticos de escolha para o
tratamento de infec¢des por P. aeruginosa;

Caracterizar in vitro a toxicidade e a atividade hemolitica dos AMPs produzidos.

14



2 Revisao de Literatura

2.1 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas spp. € integrado por mais de 200 espécies de
bactérias patogénicas e n&do-patogénicas. Esses microrganismos sédo bacilos Gram-
negativos, aerdébios e ndo-fermentadores, que possuem caracteristica ubiqua, ou seja,
podem ser encontrados em praticamente todo o ambiente (Murray; Rosenthal; Pfaller,
2017). Essa habilidade €&, em grande parte, influenciada pela sua versatilidade
metabdlica e adaptabilidade as condicbes ambientais, que permitem a utilizagao de
diferentes tipos de compostos organicos como fontes de carbono e nitrogénio
(Ambreetha et al., 2024).

Esse género € amplamente utilizado em estudos com organismos vegetais,
devido ao seu papel como promotor de crescimento, e em ecossistemas naturais,
pelas suas propriedades de biorremediacdo do solo, destacando-se espécies como
Pseudomonas putida, Pseudomonas syringae e Pseudomonas fluorescens (Lupo;
Haenni; Madec, 2018). Poucas espécies de Pseudomonas spp. sao de interesse
clinico na saude humana, destacando-se a P. aeruginosa como seu integrante mais

importante.

Em 2024, a OMS atualizou a sua lista de patégenos prioritarios para a pesquisa
e o desenvolvimento de novas drogas e, P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos
continua listada como uma ameacga de alta prioridade (WHO, 2024). Esse
microrganismo, que ja integrava a lista em sua versao anterior, € um dos principais
patdgenos envolvidos com as Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS),
tornando-se um problema de saude publica global devido ao impacto nos indices de
morbidade e mortalidade (Folic et al., 2021). As IRAS sao qualquer infec¢ao adquirida
ap6s a admissdo de um paciente no hospital, podendo se manifestar durante a
internacao ou apods a alta, desde que relacionadas com o periodo de internagao, e sédo
responsaveis por diversas complicagdes que incluem o prolongamento do tempo de

internacéo e aumento dos custos de saude (Padoveze; Fortaleza, 2014).
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P. aeruginosa € considerada uma bactéria oportunista, ou seja, acomete
principalmente pacientes imunocomprometidos dentro de ambientes clinicos e
hospitalares, sendo particularmente um problema para individuos internados em UTls,
onde eles estdo mais suscetiveis devido ao uso de dispositivos invasivos, como
cateteres e ventilagdo mecanica. Essa bactéria €& especialmente perigosa para
pacientes com fibrose cistica, sendo a espécie mais comumente isolada nesses
casos. P. aeruginosa se estabelece nas vias aéreas desses individuos, causando
infecgcbes praticamente impossiveis de erradicar apos tornar-se crénicas (Silva Filho
etal., 2013).

As infec¢des causadas por P. aeruginosa estdo associadas a altas taxas de
mortalidade, em parte devido ao aumento da resisténcia aos carbapenémicos, uma
classe de antibioticos frequentemente utilizada como ultimo recurso (Spernovasilis;
Psichogiou; Poulakou, 2021). Um estudo de revisdo de 2019 avaliou a prevaléncia de
diferentes patogenos em IRAS entre os anos de 1985-2018 e identificou que mais da
metade delas € causada por bactérias Gram-negativas. Além disso, este mesmo
trabalho apontou que P. aeruginosa estava entre as maiores causas de IRAS na

América do Sul, sendo responsavel por cerca de 20% dos casos (Saleem et al., 2019).

Diferentes manifestagdes clinicas sdo observadas em pacientes acometidos
por P. aeruginosa. Entre elas estao infecgdes respiratorias, como pneumonia,
especialmente grave em pacientes com comorbidades pulmonares; infecgdes
cutaneas, frequentemente encontradas em queimaduras; infecgcdes do trato urinario,
com maior incidéncia em pacientes com cateteres vesicais; otite externa e média;
infeccbes oculares, como ceratite; endocardite em pacientes com dispositivos
intracardiacos; e bacteremia, uma infeccao sistémica potencialmente fatal (Streeter et
al., 2016).

2.1.1 Fatores de Viruléncia

P. aeruginosa possui diversos fatores de viruléncia celulares e extracelulares
que permitem o estabelecimento da infecgao e a sua persisténcia no hospedeiro. Essa

caracteristica contribui para a patogénese da espécie e € controlada por um complexo
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regulatorio através de sistemas de sinalizagao. Os principais fatores de viruléncia de

P. aeruginosa sao as adesinas, toxinas e enzimas (Murray; Rosenthal; Pfaller, 2017).

As adesinas sao proteinas responsaveis pela adesdo a célula hospedeira
através do reconhecimento de receptores especificos nos tecidos do individuo, e
constituem a primeira etapa para o estabelecimento da infecgdo bacteriana. Essas
proteinas geralmente se encontram presentes na superficie celular bacteriana e
permitem que a bactéria resista as tentativas naturais do organismo de elimina-la,
facilitando a colonizagdo e o desenvolvimento da infeccdo. Em P. aeruginosa as
adesinas de maior relevancia para a sua patogénese sao os flagelos e o pili, que
também s&o responsaveis pela motilidade da bactéria, o LPS e o alginato (Liao et al.,
2022; Qin et al., 2022).

O LPS é um componente da membrana externa de P. aeruginosa que age
desencadeando a resposta inflamatéria no organismo humano, através do estimulo
da produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Essa caracteristica € conhecida
como atividade de endotoxina e € mediada pelo lipidio A, um glicolipidio que compde
o LPS (Jurado-Martin; Sainz-Mejias; McClean, 2021). O alginato € um polissacarideo
extracelular que protege as células bacterianas da atividade de antibiticos e
sanitizantes, e da resposta imune do hospedeiro, através da formacao de uma capsula
mucoide que a protege da fagocitose. Apesar de nao ser essencial para a formagao
de biofilme, essa estrutura facilita a sua maturacao e desenvolvimento (Jurado-Martin;
Sainz-Mejias; McClean, 2021).

Com relagdo as toxinas e enzimas, P. aeruginosa possui uma vasta
diversidade, que sao reguladas por diferentes sistemas de secrecado. O sistema de
secrecao do tipo lll, € o mais importante nessa espécie devido ao seu envolvimento
direto na injecdo de toxinas no citosol da célula hospedeira (Sawa et al., 2014).
Existem quatro Exoenzimas (Exo) efetoras que sé&o injetadas por P. aeruginosa: ExoU,
ExoS, ExoT e ExoY. As toxinas ExoS e ExoT possuem alta similaridade e funcdes
biolégicas semelhantes, causando ruptura da célula epitelial através do rearranjo de
actina e interferéncia na fagocitose (Hasannejad-Bibalan et al., 2021). A ExoU é uma
citocina com atividade de fosfolipase A2, que atua modulando a resposta inflamatéria
do hospedeiro. Por fim, a ExoY possui atividade adenilato ciclase, e regula a

expressdo de diversos mensageiros intracelulares como cAMP, cCMP e cGMP,
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causando a ruptura do citoesqueleto de actina e barreiras endoteliais (Ochoa et al.,
2012).

A exotoxina A (ETA) é descrita como o fator de viruléncia mais importante de P,
aeruginosa. Essa toxina reconhece receptores na célula animal e se liga, permitindo
a sua internalizagdo. Uma vez em ambiente intracelular, a ETA interrompe a sintese
de proteinas através da sua atividade de ribosilacdo do ADP, causando necrose no
sitio de colonizagdo (Michalska; Wolf, 2015). A atividade da ETA esta associada a
dermonecrose de feridas de queimaduras, danos nas coérneas em infecgbes oculares
e danos teciduais em infecgbes pulmonares crénicas (Murray; Rosenthal; Pfaller,
2017).

P. aeruginosa ainda possui outros importantes fatores de viruléncia como a
producao de piocianina e pioverdina, que além de servirem como diferenciais para
sua identificagdo, também possuem fungdes relevantes na patogénese dessa
espécie. A piocianina € um pigmento azul que catalisa a produ¢do de ROS, como o
superoxido e o peroxido de hidrogénio, e atua modulando o sistema imunolégico do
hospedeiro através do aumento da producao de interleucina-8 (El-Fouly et al., 2015).
Ja a pioverdina é um pigmento amarelo-esverdeado que tem fungéo de sideréforo,
facilitando a captagao de ferro para a utilizagdo no metabolismo da bactéria (Diaz-
Pérez et al., 2023).

2.1.2 Mecanismos de resisténcia

O uso indiscriminado de antimicrobianos na medicina humana, veterinaria e na
agricultura € um problema que dificulta o controle da RAM. A pressao seletiva
resultante da acao incompleta desses farmacos esta associada a proliferacdo de
cepas resistentes no ambiente (Rang et al., 2020). Um estudo realizado nos Estados
Unidos indicou que os principais fatores responsaveis pela RAM em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, estdo relacionados a falta de vigildncia no
desenvolvimento da resisténcia, a prescricdo inadequada e o facil acesso aos
antibioticos (Chokshi et al., 2019).
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Para o tratamento de infecgbes causadas por P. aeruginosa, geralmente sao
administrados antibidticos da classe dos aminoglicosideos, como gentamicina e
tobramicina, além dos beta-lactamicos, especialmente os carbapenémicos, que em
alguns casos sao combinados (Rang et al., 2020). As polimixinas, como a Polimixina
B, também s&o uma opc¢ao terapéutica, embora seu uso se restrinja a infecgoes
superficiais, como cutaneas ou oftalmicas, devido aos seus intensos efeitos adversos
(Roberts et al., 2015).

Até o momento, ja foram isoladas cepas de P. aeruginosa resistentes a todas
as classes de antibidticos disponiveis, incluindo os carbapenémicos e as
cefalosporinas de terceira geracdo, que sado considerados medicamentos de ultima
escolha (Rang et al., 2020). Por esta razdo, o tratamento dessa espécie esta se
tornando cada vez mais limitado, resultando em uma escassez de opgdes terapéuticas
para tratar infecgbes causadas por cepas MDR. A Figura 1 demonstra os principais

mecanismos de resisténcia apresentados por P. aeruginosa

Figura 1 — Principais mecanismos de resisténcia apresentados por P. aeruginosa.
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Em relagao a resisténcia adquirida, existem dois modos principais de aquisicao
desses mecanismos: por meio de mutagdes ou transferéncia horizontal de genes. As
mutacdes estdo associadas a modificagcdes nos sitios de agao dos antibidticos, bem
como ao aumento ou reducdo da expressao de bombas de efluxo, enzimas e
receptores especificos. Ja a transferéncia horizontal pode ocorrer entre a mesma
espécie ou entre espécies diferentes, geralmente envolvendo elementos genéticos
moveis, como plasmideos ou transposons, que transportam genes de resisténcia a

uma ou mais classes de compostos (Reygaert, 2018).

Como mencionado, P. aeruginosa possui diversos mecanismos de resisténcia
intrinsecos, sendo as bombas de efluxo um dos mais importantes. Essas bombas
atuam reconhecendo diferentes classes de antibacterianos e exportando esses
compostos para o meio extracelular, impedindo ou dificultando a sua atividade (Du et
al., 2018). Esse sistema pode agir de forma seletiva, em apenas uma classe de
moléculas, ou uma mesma bomba pode exportar diferentes substancias. Existem
relatos na literatura de bombas de efluxo em P aeruginosa associadas ao
extravasamento de desinfetantes, detergentes, biocidas, antibidticos e outras classes
de medicamentos (Poole, 2001; Amsalu et al., 2020; Nam; Yoo, 2024).

Outro mecanismo intrinseco dessa espécie € a alteragao da permeabilidade da
membrana celular. Isso ocorre através de porinas, proteinas transmembrana que
formam canais que conectam os meios intracelular e extracelular e tem como funcgao
a passagem de metabalitos e nutrientes. Compostos antibacterianos podem penetrar
na célula de duas formas diferentes de acordo com a sua polaridade, através da
bicamada fosfolipidica da membrana ou das porinas. As porinas de maior importancia
em P. aeruginosa sao OprF, a mais abundante na célula, e OprD, relacionada a

entrada de carbapenémicos (Ude et al., 2021).

Além disso, P. aeruginosa possui naturalmente em seu genoma genes que
codificam para enzimas inativadoras de antibiéticos, como o AmpC, responsavel pela
producdo de B-lactamases. Essas enzimas rompem a ligacdo amida do anel beta
lactadmico inativando representantes dessa classe, como penicilinas e cefalosporinas.
Outras enzimas encontradas comumente nessa espécie sao aminoglicosideo

fosfotransferase, aminoglicosideo acetiltransferase e aminoglicosideo
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nucleotidiltransferase, responsaveis pela inativagdo de antibidticos da classe dos

aminoglicosideos, como amicacina, gentamicina e tobramicina (Pang et al., 2019).

2.1.3 Quorum sensing (QS) e formagao de biofilme

As bactérias possuem a capacidade de se comunicar umas com as outras por
meio de sinalizag&o quimica, essa habilidade é conhecida como quorum sensing (QS).
QS é um mecanismo regulatério que permite que as bactérias detectem quando
determinada densidade populacional € atingida e, em resposta, moléculas
sinalizadoras sao liberadas. Essas moléculas podem se difundir ou ser exportadas
para o meio extracelular. Com o aumento da densidade bacteriana, maior o acumulo
de moléculas sinalizadoras, que desencadeiam uma série de agdes coordenadas
dentro da célula, como formacao de biofiime e a produgado de fatores de viruléncia

(Baltenneck; Reverchon; Hommais, 2021).

QS é o principal mecanismo regulatério para a expressdao de genes
relacionados a resisténcia e viruléncia em P, aeruginosa (Li et al., 2022). O sistema de
QS dessa bactéria funciona de maneira hierarquica, sendo acionado por diferentes
moléculas autoindutoras. As duas principais vias de QS em P. aeruginosa sao a via
las e a via rhl. A via las é ativada pela ligagdo de moléculas de 3-oxo-C12-HSL (N-
oxododecanil-homoserina lactona) ao receptor LasR, o que esta diretamente
relacionado a expressédo de fatores de viruléncia, como a exotoxina A (ExoA),

essencial para a patogenicidade da bactéria (Soukarieh et al., 2018).

Avia rhl, por sua vez, é regulada por C4-HSL (N-butanoyl-homoserina lactona),
que se liga ao receptor RhIR. Essa via esta associada a produgao de ramnolipidios e
elastase, moléculas que desempenham papéis fundamentais na formacido de
biofiimes e na viruléncia da bactéria. Além dessas duas vias principais, existe uma
terceira via, a pgs, que é ativada por quinolonas sinalizadoras, como a PQS (2-heptil-
3-hidroxiquinolina), e também esta envolvida na regulagao de fatores de viruléncia e
no desenvolvimento de biofilmes (Soukarieh et al., 2018). A interagdo entre as
principais vias de QS em P. aeruginosa e seu envolvimento com a expressao de

fatores de viruléncia estao representadas graficamente através da Figura 2.
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Figura 2 — Interagdes entre os principais sistemas de QS em P. aeruginosa, suas

moléculas de sinalizagao e envolvimento na producgao de fatores de viruléncia.
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A disseminacéo e a persisténcia de P. aeruginosa no ambiente sdo um dos
principais desafios no combate a essa espécie, principalmente devido a sua habilidade
de formar biofilmes. Biofilmes bacterianos sao formados por comunidades
multicelulares envoltos por uma matriz extracelular polimérica (EPS) (Thi; Wibowo;
Rehm, 2020). Essa estrutura facilta a aderéncia a superficies e aumenta
significativamente a resisténcia dos microrganismos aos compostos antibacterianos e
sanitizantes. O processo para a producgao e estabelecimento do biofilme compreende
algumas etapas principais: (1) as células plancténicas se aderem a uma superficie;
(2) a aderéncia se torna irreversivel e produgcdo de EPS se inicia, agregando as

células; (3) formagao de microcolénias e maturagcdo do biofilme; (4) disperséo de
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novas células planctdnicas no ambiente que reiniciam o ciclo (Vetrivel et al., 2021).
Como QS esta diretamente relacionado a regulagédo da producao de biofilmes em
bactérias, compostos que possam interferir em alguma das vias desse sistema

representam uma estratégia promissora no combate a P. aeruginosa.

2.2 Peptideos Antimicrobianos (AMPs)

A utilizacdo de compostos naturais ou derivados na busca por novas
alternativas terapéuticas ou adjuvantes é uma estratégia promissora para contornar a
RAM (Guglielmi; Pontecorvi; Rotondi, 2020; Stan et al., 2021). Os AMPs sé&o
moléculas produzidas através do sistema de defesa de praticamente todos os
organismos vivos como linha de frente na proteg¢ao contra patégenos exdégenos. Os
AMPs possuem amplo espectro de agao antimicrobiana, possuindo atividade relatada
contra bactérias, fungos, virus e alguns parasitas (Luo; Song, 2021). Além disso,
atualmente a atividade antitumoral dos AMPs ¢é alvo frequente de estudo e ja obteve
resultados promissores contra cancer de pulmao e melanomas (Kunda, 2020; Lewies
et al., 2018).

2.2.1 Estrutura dos AMPs

A estrutura de um AMP esta diretamente relacionada com a sua atividade
biolégica e os efeitos que ira gerar na célula hospedeira. Caracteristicas e
propriedades fisico-quimicas como carga, polaridade, tamanho e composi¢cao da
sequéncia, peso molecular e estrutura secundaria sao frequentemente relatadas em
estudos que visam estabelecer uma relacdo entre estrutura e a funcdo desses
peptideos (Chen; Jiang, 2023; Li et al., 2021).

Tipicamente, os AMPs possuem sequéncias curtas, que variam entre 5 e 50
residuos de aminoacidos, e apresentam carater catibnico, ou seja, possuem carga
positiva. A carga da sequéncia de um AMP é conferida pelos residuos presentes na

sua estrutura, por isso peptideos ativos normalmente contém aminoacidos carregados
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positivamente, como lisina e arginina (Gagat et al., 2024). Além disso, AMPs
geralmente apresentam uma alta porcentagem de aminoacidos hidrofobicos (>50%),
entretanto, elevar a hidrofobicidade de um peptideo para potencializar sua atividade
antimicrobiana s6 funciona até certo ponto, e pode acarretar um aumento da atividade
hemolitica (Hollmann et al., 2016). A razao entre a hidrofobicidade e a carga positiva
de um peptideo é denominada balanco anfifilico e possui implicagbes na atividade e
seletividade de um AMP. Isso é importante pois esse carater anfipatico permite uma
melhor interagdo com a membrana dos microrganismos e dificulta o desenvolvimento

de resisténcia.

Em relacdo a estrutura secundaria de AMPs, as trés conformacgdes
predominantes sao a a-hélice, a folha-3 e as estruturas estendidas. Dentre elas, a a-
hélice € a forma mais comum encontrada na natureza. Essa conformacgédo ocorre
devido a estrutura anfipatica desses peptideos, que apresentam uma porgao
hidrofébica que facilita sua insergdo na membrana (Liang et al., 2020). Estudos
demonstraram que alteragdes estruturais que resultam em mudancas
conformacionais na estrutura helicoidal podem levar a perda da atividade

antimicrobiana.

Os AMPs com estrutura de folha-B, embora menos frequentes, apresentam
caracteristicas que contribuem para a sua atividade antimicrobiana, como a formagao
de superficies hidrofilicas e hidrofébicas que facilitam sua interagdo com membranas
celulares. Além disso, as folhas s&o interligadas por ligagées dissulfeto, formadas por
residuos de cisteina, que mantém a estabilidade desses peptideos (Chen; Jiang,
2023). Ja os AMPs de estrutura estendida apresentam uma configuragao linear e séo
ricos em aminoacidos como prolina, arginina, triptofano e histidina. Essa conformacao
€ a menos estudada, entretanto, ja foram relatadas atividades desses AMPs na

membrana e no interior da célula (Seo et al., 2012).
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2.2.2 Mecanismos de agao

Os mecanismos de agado dos AMPs podem ser classificados em duas
categorias: aqueles que atuam na membrana celular e aqueles que exercem efeito
em outras regides da célula (Zhang et al., 2021). No que diz respeito a interagdo dos
AMPs com a membrana celular dos microrganismos, foram propostos trés modelos
de interagdo: barril-estave, poro-toroidal e carpete. A Figura 3 apresenta uma

representacao grafica de cada um desses modelos.

O modelo barril-estave propde que os AMPs se aglomeram na membrana
celular do microrganismo formando poros transmembrana que servem como canais.
Devido ao seu carater anfipatico, a por¢cao hidrofébica do peptideo interage com a
membrana enquanto a porcao hidrofilica se envolta para fora, formando um poro
aquoso. Entende-se que nesse modelo, quanto maior a quantidade do AMP, maior

sera o tamanho do poro formado (Bechinger; Gorr, 2017).

No modelo toro-poroidal, o principio é semelhante ao barril-estave,
compreendendo a formagao de poros na membrana. A principal diferenga entre ambos
€ que no toro-poroidal, os poros formados sao intercalados com os lipideos da
membrana, dessa forma, a sua parte externa compreende os AMPs e as “cabecas”

dos fosfolipidios, como pode ser visualizado na Figura 3 (Corréa et al., 2019).

O ultimo mecanismo de AMPs em membrana € o modelo carpete. Nele, os
AMPs cobrem a superficie da membrana celular através da ligacdo com a cabecgas
polares dos fosfolipidios. Durante o alinhamento, os peptideos ocasionam em uma
curvatura na bicamada lipidica, semelhante a agao de um detergente, potencialmente
formando micelas. Essa atividade detergente, aumenta a permeabilidade celular e

com o tempo, leva a ruptura da membrana (Zhang et al., 2021b).

Apesar da atividade dos AMPs em membrana ser amplamente estudada e a de
maior relevancia, existem outros possiveis mecanismos de agao dessas moléculas.
Estudos demonstraram que os AMPs também agem por meio da interagédo com
compostos intracelulares, como 0 RNA e o DNA, inibindo os processos que envolvem
a sintese desses acidos nucleicos e por consequéncia causando danos e morte

celular (Bechinger; Gorr, 2017).
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Figura 3 — Principais alvos celulares e mecanismos de agao dos AMPs.
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2.2.3 Uso clinico e perspectivas futuras

Em 1955, o Food and Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro AMP para
fins de utilizagao terapéutica como um antibacteriano de agao tépica para o tratamento
de conjuntivites, a gramicidina (Dijksteel et al., 2021). Este peptideo € derivado do
metabolismo da Bacillus brevis, uma bactéria encontrada no solo, e atua formando
canais ibnicos na membrana das bactérias, provocando trocas idnicas que resultam
na despolarizagdo da membrana e, consequentemente, lise celular (Pavithrra et al.,
2020). Desde entao, aproximadamente 70 AMPs, derivados naturais ou sintéticos, tém
sido desenvolvidos e estdo em diferentes fases de ensaios clinicos e pré-clinicos
(Koo; Seo, 2019).

Contudo, a introducdo de novos AMPs no mercado farmacéutico tem

enfrentado alguns desafios. Um dos principais obstaculos é a toxicidade desses
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compostos. A acao dos AMPs nas membranas celulares bacterianas, que envolve a
formagdo de poros e a perturbagcdo da integridade da membrana, nédo é
completamente seletiva. Isso significa que, além de atacar as células bacterianas,
esses peptideos podem afetar células eucaridticas, como as humanas, resultando em
fortes efeitos adversos (Dijksteel et al., 2021). A seletividade da acdo dos AMPs em
relagao as células-alvo é um aspecto importante para o desenvolvimento de terapias
mais seguras e eficazes. A toxicidade pode ser diminuida por meio de modificagdes

quimicas e estruturais nesses AMPs (Gagat et al., 2024).

No Brasil, a colistina (polimixina E) e a polimixina B sdao exemplos de AMPs
amplamente utilizados como terapia de ultima linha para tratar infecgcées hospitalares
causadas por bactérias Gram-negativas, como P aeruginosa, Acinetobacter
baumannii e Klebsiella pneumoniae. Embora sejam altamente eficazes contra esses
patdgenos, estdo associados a intensos efeitos colaterais, como nefrotoxicidade.
Esses efeitos adversos estdo relacionados a acumulagdo da droga nos rins, o que
leva a complicag¢des clinicas significativas, como faléncia renal (Quintanilha et al.,
2019).

Além da toxicidade, outro fator determinante no uso terapéutico de AMPs s&o
suas propriedades farmacologicas. A estabilidade dos peptideos no organismo, o
tempo de meia-vida no plasma e a metabolizagdo pela corrente sanguinea sao
aspectos determinantes para garantir a eficacia terapéutica. Como os AMPs séao
degradados rapidamente por proteases no organismo devido a sua estrutura
peptidica, muitos desses compostos exigem administragdo continua ou em doses
elevadas para alcancgar concentracdes terapéuticas adequadas no local da infecgao.
Isso torna a administracdo desses peptideos um desafio, pois muitos AMPs requerem
administracao intravenosa ou topica para serem eficazes (Dijksteel et al., 2021). A
formulacédo de novos peptideos com maior estabilidade e uma meia-vida prolongada
seria um avancgo significativo, permitindo a administragcdo oral ou a utilizacdo de

esquemas terapéuticos menos invasivos.

Outro desafio significativo no desenvolvimento de AMPs é a resisténcia
bacteriana. Embora os AMPs possuam um mecanismo de agao distinto e complexo,
as bactérias podem desenvolver resisténcia por meio de varias estratégias, como a

modificacdo das propriedades da membrana celular ou a expressao de enzimas que
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degradam os peptideos antimicrobianos. No entanto, a resisténcia a AMPs tende a
ocorrer de maneira mais lenta do que a resisténcia a antibiéticos tradicionais, o que
os torna alvos promissores no estudo de novos compostos antimicrobianos
(Bechinger; Gorr, 2017).

2.3 Bioinformatica

A bioinformatica é definida como a aplicagcdo de técnicas computacionais para
a analise, organizacdo e a solucdo de problemas relacionados a sistemas e
macromoléculas bioldgicas (Luscombe; Greenbaum; Gerstein, 2001). Essa area nao
se limita apenas a analise de dados, mas também engloba a criagdo de ferramentas

e bancos de dados para a gestao e interpretagao de informacgdes bioldgicas.

Com o aumento exponencial da quantidade de dados gerados por
sequenciamento de nova geracéo e outros métodos de analise molecular, todos os
dias novas ferramentas surgem a fim de processar e utilizar esses dados para gerar
solugdes para problemas bioldgicos, como a identificagdo de variantes genéticas de
doencgas, compreensdo de mecanismos e rotas biolégicas e o desenvolvimento de

vacinas e novos farmacos (Gauthier et al., 2019).

2.3.1 Estratégias computacionais para o desenvolvimento de farmacos

Atualmente, uma das areas de maior relevancia dentro da bioinformatica é a
descoberta de drogas assistida computacionalmente (CADD). Este campo de
pesquisa visa acelerar a identificacdo de novos compostos com potencial terapéutico
e otimizar o desenvolvimento de medicamentos, reduzindo tanto o tempo quanto os
custos envolvidos no processo. Dentro do CADD, destacam-se duas estratégias
principais: a descoberta de drogas baseada em ligantes (LBDD) e a descoberta de

drogas baseada em estruturas (SBDD) (Macalino et al., 2015).
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A LBDD envolve técnicas que estudam ligantes ativos ou inativos, utilizando
informacgdes sobre suas estruturas e propriedades fisico-quimicas (Vazquez et al.,
2020). Essa abordagem busca entender quais as principais caracteristicas de um
composto que estdo relacionados com a sua atividade. Nesta estratégia, sao
utilizados extensos bancos de dados, como o PubChem ou o Zinc, que contém
informacgdes sobre compostos conhecidos e suas interagdes com alvos biolégicos. Um
exemplo de técnica do LBDD, € a modelagem QSAR, que emprega modelos
matematicos para prever propriedades fisicas e bioldgicas utilizando compostos

conhecidos (Bacilieri; Moro, 2006).

Por outro lado, a SBDD tem como foco de estudo a estrutura tridimensional de
alvos biolégicos, como receptores, e as interagbes com seus ligantes naturais
(Vazquez et al., 2020). O docking ou ancoragem molecular € um exemplo de técnica
do SBDD, utilizada para analisar a interagdo entre moléculas (ligante-receptor) em
nivel atbmico. Essa técnica envolve a predicdo da conformagédo do ligante e sua
melhor orientacdo (pose) dentro do sitio de interacdo e também, a avaliagdo da
afinidade de ligacao através de calculos matematicos que atribuem um score final
(Fan; Fu; Zhang, 2019). Além disso, a SBDD também utiliza simulagdes de dinamica

molecular para prever como os ligantes se comportam em ambientes biologicos.

2.3.2 Algoritmos de IA

Nos ultimos anos, a expansao do numero de bancos de dados bioldgicos,
juntamente com o acesso e manipulagao facilitados dessas informagdes, resultou em
um aumento no desenvolvimento de ferramentas de bioinformatica. Muitas dessas
ferramentas, sdo construidas em cima de algoritmos de IA, que séo capazes de
aprender e identificar padrées em conjuntos de dados a fim de solucionar problemas
biolégicos (Ezziane, 2006; Karim et al., 2023). O termo IA engloba diferentes técnicas
e algoritmos que sao aplicadas a fim de que computadores sejam capazes de
mimetizar tarefas humanas, como analise de dados, traducado de idiomas e tomada

de decisoes.
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Na bioinformatica, a IA pode ser utilizada para prever a estrutura de proteinas,
analisar sequéncias genéticas e na aplicacdo de técnicas de CADD, como o QSAR,
por exemplo. O AM é um subconjunto da IA. No AM, os algoritmos aprendem de forma
autbnoma através de grandes conjuntos de dados, melhorando seu desempenho com
o tempo e volume de dados. Os dois tipos mais comuns de AM sao os algoritmos
supervisionados e nao supervisionados. No aprendizado supervisionado, o0s
algoritmos sao treinados com dados rotulados, ou seja, dados que ja possuem a
resposta correta, permitindo que o modelo faga previsdo sobre os novos dados.
Modelos supervisionados comuns incluem regressao logistica, arvores de deciséo e
maquinas de vetor de suporte (SVM). Por outro lado, no aprendizado nao
supervisionado, os algoritmos buscam padrées em dados nao rotulados, identificando
padrées e anomalias sem informagbes prévias. Um exemplo de algoritmo nao
supervisionado sao as redes adversarias generativas (GANs) (Saravanan; Sujatha,
2018).

Outra técnica de IA é o aprendizado profundo (AP), um subconjunto do AM, que
utiliza redes neurais profundas para simular a tomada de decisao do cérebro humano.
Essas redes buscam simular os neurdnios através da atribuicdo de pesos e vieses, e
atuam em camadas de nés interconectados. A medida que os dados sdo processados,
cada camada extrai caracteristicas mais complexas. Um exemplo de modelo de AP

sao os Transformers (transformadores) (Shinde; Shah, 2018).

Os Transformers sdao uma rede neural que aprende através do contexto, ou
seja, sdo capazes de capturar relagdes e atribuir pesos variaveis a diferentes partes
de dados sequenciais. Eles utilizam um mecanismo de atencado que permite focar em
elementos relevantes da sequéncia, processando informagdes de maneira paralela.
No campo da bioinformatica, esse modelo é de grande utilidade para buscar por
relagdes dentro de sequéncias de proteinas, pois pode identificar interacdes e padrdes
entre aminoacidos que influenciam nas fungdes bioldgicas e estruturas moleculares
(Chandra et al., 2023).
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2.3.3 Design computacional de AMPs

O numero de estudos utilizando estratégias in silico para o desenvolvimento de
novos AMPs dotados de atividade frente a algum género ou espécie especificos
cresceu consideravelmente nos ultimos anos. Um estudo de 2024, utilizou de
estratégias de design racional para produzir uma nova sequéncia de AMP com
potencial antibacteriano e antibiofilme contra Escherichia coli e Staphylococcus
aureus (Madni et al., 2024). Outro trabalho de 2020, utilizou de abordagens
semelhantes ao anterior, associadas a uma caracterizacdo das propriedades fisico-
quimicas in silico e docking molecular, para identificar “motivos” em 127 sequéncias
de AMPs produzidas naturalmente por peixes. Motivos sdo sequéncias curtas de
aminoacidos dentro de um AMP que podem estar interligados com alguma atividade
ou fungao especifica daquele peptideo. Como resultado deste trabalho, dois novos
AMPs foram identificados com o maior potencial de ligagédo a receptores relacionados

a resisténcia bacteriana (Okella et al., 2020).

Atualmente existem centenas de bancos de dados disponiveis online que juntos
compdéem mais de 30.000 sequéncias peptidicas, cada uma com pelo menos uma
atividade antimicrobiana catalogada. Os principais € mais completos sao o Database
of Antimicrobial Activity and Structure of Peptides (DBAASP), o Antimicrobial Peptide
Database (APD) e o Collection of Antimicrobial Peptides (CAMP), que fornecem dados
sobre AMPs naturais e sintéticos, além de informagdes sobre suas estruturas e
atividades relatadas (Waghu et al., 2016; Wang; Li; Wang, 2016; Pirtskhalava et al.,
2021). Além disso, alguns possuem informagdes de estudos experimentais in vitro e

in vivo sobre a toxicidade e atividade hemolitica dessas sequéncias.

Essa ampla gama de dados, permite a utilizagcao de estratégias computacionais
para a identificacao de padrbes entre as sequéncias e uma possivel associagdo com
sua atividade. A combinacdo desses dados com algoritmos de IA e modelagem
computacional tem permitido avancos significativos no campo do design de AMPs.
Modelos de AM podem ser treinados com todas as informagdes disponiveis a respeito
das sequéncias para prever a eficacia de novos peptideos.
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Hoje, existem softwares disponiveis gratuitamente para a predigao da atividade
de AMPs. O AntiBP3, por exemplo, € uma ferramenta para a predigao exclusiva de
atividade antibacteriana em sequéncias peptidicas, treinada com algoritmos de AM e
AP, e que possui alta preciséo e acuracia em suas previsdes (Bajiya et al., 2024). Além
disso, outra ferramenta € o CAMPR3. O CAMPR3 oferece uma plataforma online para
predicdo de potenciais AMPs a partir de sequéncias fornecidas pelo usuario. Nela, é
possivel escolher o modelo de AM dentre as opgdes disponiveis que sera empregado

para classificar as suas sequéncias (Waghu et al., 2016).

Diversas plataformas permitem calcular parametros fisico-quimicos e prever
propriedades de interesse farmacoldgico, como toxicidade, alergenicidade,
capacidade de penetrar em membranas celulares, entre outros (Dimitrov et al., 2014;
Meher et al., 2017; De Oliveira et al., 2022; Rathore et al., 2024). Essas ferramentas
auxiliam no processo de desenvolvimento de novos AMPs, uma vez que permitem
otimizar a sele¢cdo de compostos, reduzindo o tempo e os custos associados aos
ensaios experimentais. Com a capacidade de simular intera¢cdes moleculares e prever
comportamentos em sistemas biolégicos, € possivel focar nos candidatos mais
promissores, minimizando as chances de erros. Isso ndo apenas acelera o processo
de descoberta de novos farmacos, mas também potencializa a inovagao na criagao

de terapias antimicrobianas mais eficazes.
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Abstract
Pseudomonas aeruginosa, a Gram-negative opportunistic pathogen, is well known for
its high antibiotic resistance and its ability to form biofilms, primarily regulated by
quorum sensing (QS) systems. QS controls the expression of virulence factors,
including biofilm formation, making it a critical target for novel antimicrobial strategies.
In this study, antimicrobial peptide (AMP) sequences were generated using TACaPe,
a deep learning tool based on the transformer model, to predict peptides with
antibacterial activity. The AMPs were designed in silico and evaluated for their ability
to interfere with the QS pathways in P. aeruginosa, specifically targeting the LasR,
RhIR, and PgsR receptors through molecular docking analysis. The five AMPs with the
highest binding affinities were chemically synthesized and subjected to in vitro assays
to validate their antibacterial, antibiofilm, and synergistic activities with meropenem

against P. aeruginosa ATCC® 27853. As a result, two peptides exhibited significant
34
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antibacterial activity against P. aeruginosa and demonstrated dose-dependent biofilm
inhibition. Additionally, these AMPs showed synergistic effects with meropenem,
reducing its MIC in combination assays. The hemolytic and cytotoxic activities of the
peptides were also evaluated to assess their potential for therapeutic application. This
study underscores the potential of computationally designed AMPs to target QS

systems in P. aeruginosa, highlighting their promise as novel therapeutic candidates.

Keywords: molecular docking, synergism, antibiofilm, artificial intelligence,

cytotoxicity

Introduction

Bacteria can communicate with each other, promoting the development of
virulence factors and defense mechanisms, such as biofilm formation. This ability,
known as quorum sensing (QS), is a bacterial cell-to-cell communication system
mediated by chemical signals that activate autoinducer molecules [1]. QS plays a
crucial role in bacterial pathogenesis, enabling bacteria to sense population density
and release chemical signals that bind to specific receptors, triggering the expression
of genes associated with virulence and resistance mechanisms [2].

Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous, opportunistic, Gram-negative
bacterium that primarily infects immunocompromised patients in intensive care units
(ICUs). It is commonly associated with infections of the urinary tract, respiratory
system, cystic fibrosis patients, and burn victims [3]. Due to its prevalence and clinical
significance, P. aeruginosa has become a widely used model for studying QS in
bacteria [4]. The array of virulence factors in P. aeruginosa, including exotoxins,
proteases, elastases, motility, and biofilm formation, is tightly regulated by two primary
QS systems: /as and rhl. Both systems use N-acylhomoserine lactones (AHLs) as
signaling molecules and operate interdependently, activating a third system, pgs [5].
Compounds that can inhibit any stage of this hierarchical system are promising
candidates for the development of novel therapies to control P. aeruginosa infections.

Antimicrobial peptides (AMPs) are naturally occurring defense molecules found
in the innate immune systems of various organisms, including plants and animals.
Typically composed of up to 60 amino acids, these peptides are cationic, hydrophobic,
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and often exhibit an alpha-helix structure [6]. AMPs are well known for their
antibacterial properties, which include broad-spectrum activity, and a reduced potential
for promoting resistance [7, 8]. Today, hundreds of databases catalog AMPs, providing
valuable information on their sequences, physicochemical properties, and spectrum of
activity, thus enabling a deeper understanding of their structure-activity relationships
[9-12].

The computational design of antimicrobial peptides (AMPs) has gained
significant relevance in recent years. By utilizing artificial intelligence (Al) tools, such
as machine learning (ML), researchers can analyze vast online datasets to identify
structural patterns and enhance the efficacy of known compounds. These in silico
approaches enable the rapid, automated screening of thousands of compounds,
reducing the time, cost, and resources typically required for laboratory research [13—
15]. In this study, AMP sequences were generated using a deep learning tool based
on a transformer model and subjected to in silico analyses to evaluate their
antibacterial potential against P. aeruginosa. Anti-QS potential was assessed through
molecular docking with the LasR, RhIR, and PgsR receptors. The five sequences with
the most promising results were chemically synthesized for in vitro validation of their

activity.

Materials and Methods

Data retrieval and processing

Data for the positive dataset were obtained from the Database of Antimicrobial
Activity and Structure of Peptides (DBAASP) [11]. Sequences containing between 5
and 25 residues and exhibiting only antibacterial activity were selected. The negative
dataset was created using sequences available from UniProt® [16]. The search for
negative sequences was conducted with the following terms: "length:[5 TO 25] NOT
antimicrobial NOT antibiotic NOT antiviral NOT antifungal NOT fungicide NOT
antibacterial NOT antitumoral NOT anticancer NOT gram NOT biofilm NOT AMP."
Duplicate sequences or those containing non-natural amino acids were removed from
both datasets. A random number of sequences equivalent to the positive dataset was

selected for the negative dataset. Both datasets were split 80%/20% into training and
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test sets, respectively, with the test set used to evaluate the model’s performance on

new data.

Peptide classification and generation

The datasets were used to train the Transformer-based Anti-Cancer Peptide

Classification and Generation tool, TACaPe (https://github.com/omixlab/anticancer-

peptide). TACaPe is a command-line tool that utilizes a transformer neural network
architecture, which follows an encoder-decoder model. The encoder processes the
input text and maps it into vectors for the decoder to interpret. It employs a "self-
attention" mechanism, assigning weights to different parts of the input to understand
their influence and establish relationships. Sequences were converted into dense
vectors using an embedding layer to generate input for the models. Each model was
trained for 100 epochs using the Adam optimizer with default parameters and the
binary cross-entropy loss function. Accuracy, defined as the proportion of correct
predictions made by the model, was used as the evaluation metric, calculated as the
number of correct predictions divided by the total number of predictions. To prevent
overfitting, an early stopping mechanism was applied, halting training when
performance began to decline. The classification model was trained using the tacape-
train-classifier command. The autoregressive generative model, responsible for
producing new sequences, was trained using the tacape-train-generator command.
New peptide sequences were generated using the tacape-generate command, which
takes the outputs from the trained models and specifies the number of sequences to
be generated. By employing the program’s default settings, 100 novel sequences of

potential AMPs were created.

Molecular docking with P. aeruginosa receptors

The interaction between the generated peptides (ligands) and the proteins
(receptors) was assessed using AutoDock Vina v.1.2.3 [17]. Three receptors involved
in the QS pathways of P. aeruginosa, LasR (PDB ID: 2UV0), PgsR (PDB ID: 4JVC),
and RhIR (PDB ID: 7R3J) were utilized. The three-dimensional structures of the
generated peptides were predicted using PEP-FOLD3 and validated with PROCHECK
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by examining the amino acid positions in the Ramachandran plot [18, 19]. Receptor
and ligand preparation were performed using AutoDock Tools v.4.2.6 [20], which
included removing water molecules, adding hydrogen atoms, and assigning charges.
The grid was configured to encompass the binding site regions of the natural ligands.
The ligands with the best average binding energies were selected for further analysis
of ligand-receptor interactions using PyMOL v.3.0 and LigPlot+ v.2.2 [21]. The
structures of the natural ligands were obtained from PubChem® and subjected to

docking analyses under the same conditions for comparative purposes.

Antimicrobial and hemolytic activity prediction

The in silico antimicrobial activity of the generated sequences was verified using
TACaPe's prediction component, along with two additional online tools: iAMPpred and
CAMPTr3 [10, 22]. Each of these tools employs different ML models to make predictions
and generate numerical probabilities. The average antimicrobial activity was calculated
based on the results obtained from all three tools. Additionally, the hemolytic potential
of the peptides was assessed using the HLPpred-Fuse tool [23], which calculates the
probability of an amino acid sequence being hemolytic and categorizes its hemolytic

activity as either high or low.

Physicochemical properties, toxicity, and allergenicity prediction

The physicochemical characteristics of the peptides were calculated using
ProtParam [24]. The following parameters were considered: molecular weight, charge,
hydrophobicity, estimated half-life, and grand average of hydropathy (GRAVY). The
toxicity of the peptides was assessed using the ToxinPred 3.0 tool, while allergenicity
was evaluated with the AllerTOP v.2 tool [25, 26].

Peptide synthesis

The peptides that demonstrated the best performance in computational
analyses were chemically synthesized by GenOne (Sao Paulo, Brazil). Their quality
and purity (295%) were confirmed through reverse-phase high-performance liquid
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chromatography (RP-HPLC) and mass spectrometry (MS). The peptides were then
suspended in a 5% dimethyl sulfoxide (DMSO) solution to achieve a final concentration

of 1 mg/mL.

Bacterial strains and culture conditions

The standard strain of P. aeruginosa ATCC® 27853 was used in this study to
evaluate the in vitro activity of the synthesized peptides. This strain is part of the
bacterial repository of the Laboratory of Bacteriology and Bioassays (LaBBio) at the
Federal University of Pelotas, Brazil. It was kindly provided by the Oswaldo Cruz
Foundation (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil) and stored at -20°C in Brain Heart
Infusion (BHI) broth (Kasvi®, Brazil) containing 10% glycerol (v/v). Prior to the
experiments, the strain was reactivated in BHI broth at 37°C for 24 hours, followed by

cultivation on Cetrimide agar (Kasvi®, Brazil) under the same conditions.

Antibacterial activity assay

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using the broth
microdilution method, following the guidelines of the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) [27]. In this assay, 50 yL of BHI broth was dispensed into a 96-well
microplate. Subsequently, 50 uL of each peptide was added to the wells, resulting in
concentrations of 15.6 to 250 ug/mL. For meropenem, concentrations ranged from
0.02 to 25 pg/mL. The bacterial inoculum was adjusted to a density of 1.5 x 108
CFU/mL, and the plates were incubated at 37°C for 24 hours. The minimum
bactericidal concentration (MBC) was determined based on the MIC results. Aliquots
were taken from the wells where bacterial growth was inhibited and inoculated onto
Cetrimide agar plates, which were then incubated at 37°C for 24 hours. The absence
of bacterial growth on these plates indicated that the tested compounds were
bactericidal. All assays were performed in triplicate, and sterility controls for the

medium and peptides, as well as bacterial viability controls, were included.
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Antibiofilm activity

The standard strain P. aeruginosa ATCC® 27853 is a well-known biofilm-forming
strain. The inhibition of biofilm formation was assessed using a modified methodology
proposed by Halicki et al. (2020) [28]. For this assay, 180 yL of Mueller Hinton (MH)
broth containing each peptide at concentrations of 62.5, 125, 250, and 500 yg/mL was
added to a 96-well microplate. Subsequently, 20 uL of a bacterial suspension (1.5 x
108 CFU/mL) was added to each well and incubated at 37°C for 24 hours. Biofilm
fixation, washing, and staining were performed according to the protocol described by
Stepanovic et al. (2007) [29]. Absorbance readings of the wells were measured using
a spectrophotometer at 540 nm. The results were expressed as a percentage of
inhibition using the following formula: % biofilm inhibition = (1 — (ODtreatment — ODnegative
control)/(ODpositive control = ODnegative controt)) X 100.

Synergistic activity with meropenem

The synergistic activity of AMPs in combination with meropenem was evaluated
using the checkerboard assay [30]. Initial concentrations were set at 250 ug/mL for the
peptides and 2 yg/mL for meropenem. In a 96-well plate containing MH broth (Kasvi®,
Brazil), two-fold serial dilutions of the peptides were prepared across the horizontal
rows, while serial dilutions of meropenem were prepared vertically. This cross-dilution
approach allowed for a comprehensive assessment of both antimicrobials. The
suspensions were homogenized, and the optical density was measured at 630 nm,
corresponding to the 0.5 McFarland standard (1.5 x 10® CFU/mL). The plate was
incubated at 37°C for 24 hours, followed by the addition of 20 puL of 0.02% resazurin
as an indicator of cell viability. The fractional inhibitory concentration (FIC) was defined
as the lowest concentration at which the combined peptides and meropenem inhibited
bacterial growth. Checkerboard results were interpreted using the fractional inhibitory
concentration index (FICI), calculated with the formula: FICI = (MIC of the combined
peptide/MIC of the peptide alone) + (MIC of the combined meropenem/MIC of
meropenem alone). The FICI values were categorized as follows: FICI < 0.50 indicated
synergism; 0.50 < FICI < 1.0 indicated additivity; 1.0 < FICI < 4.0 indicated indifference;
and FICI > 4.0 indicated antagonism. Additionally, the modulatory factor (MF) was
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determined using the ratio: MIC of meropenem alone/MIC of meropenem combined
with peptides. This value indicates how many times the peptides reduced the MIC of
meropenem. Appropriate sterility controls (negative) for the peptides, meropenem, and
MH broth, along with growth controls (positive) for the bacterial strains, were included.

All experiments were conducted in triplicate.

Hemolytic Activity Assay

The hemolytic activity of the peptides against red blood cells (RBCs) from mice
was assessed by measuring the amount of hemoglobin released due to RBC lysis,
following the modified protocol by Wang et al. (2021) [31]. Mice blood was centrifuged
at 100 x g for 10 minutes, after which the concentrated red blood cells (RBCs) were
washed three times with phosphate-buffered saline (PBS) and suspended to achieve
a final concentration of 10% (v/v). Subsequently, 25 yL of the RBC suspension was
incubated with 100 uL of each peptide solution in PBS. The peptide solutions were
prepared using a double dilution method with concentrations ranging from 15.6 to
1,000 ug/mL and incubated at 37°C for 1 hour. After incubation, the solutions were
centrifuged at 1,200 x g for 5 minutes, and the absorbance of the supernatant was
measured at 450 nm. RBCs in PBS served as the negative control, while 1% Triton X-
100 was used as the positive control. All tests were performed in triplicate, and the
mean values were used for data analysis. The percentage of hemolysis was calculated
using the following formula: % hemolysis = (Abspeptide — Abspas) / (AbSTriton-100 — AbSpBS)
x 100.

Citotoxicity assay

L929 cells (murine fibroblasts) were cultured in a complete medium consisting of
Dulbecco's modified Eagle's medium supplemented with 10% fetal bovine serum in a
humidified atmosphere containing 5% CO, at 37°C. Trypsin-EDTA (0.25%) was
employed to detach the cells during subculturing. Cells were seeded onto 96-well

plates at a density of 5,000 cells per well in 100 yL of medium. After 24 hours of
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incubation, the cells were treated with serially diluted peptides at final concentrations
ranging from 15.6 to 500 ug/mL and incubated for an additional 24 hours. The contents
of the wells were discarded, and the plate was subjected to the MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) reduction assay [32].
Absorbance was measured at 490 nm using a microplate reader to calculate cell
viability, with untreated cells used as controls. The percentage of cell viability was

calculated using the formula: % CV = (AbsTreatment/AbScontrol) X 100.

Data analysis

Data analysis was conducted in the Google® Colab environment using Python.
The Pandas library was utilized for data manipulation tasks, including tabulation,
sorting, and grouping. Statistical analyses, including t-tests and ANOVA, were
performed, with a significance threshold set at P<0.05. Data visualization was carried

out using GraphPad Prism v.8.

Results

Data retrieval, model training, and peptide generation

The DBAASP database contained a total of 22,358 sequences. After applying
filters to isolate sequences with antibacterial activity, 14,854 sequences remained.
Following the removal of duplicates and non-natural amino acids, a final dataset of
10,017 sequences was prepared for model training. The dataset was divided into a
training set of 8,013 sequences (80%) and a test set of 2,004 sequences (20%). The
model achieved an accuracy of 91.2% in classifying the sequences, demonstrating
strong precision in identifying peptides with potential antibacterial activity. Using pre-
trained classification and generation models, 100 new AMPs were generated, each
consisting of a maximum of 25 amino acid residues. To ensure the uniqueness of these
sequences, BLAST alignment was performed. The five most promising peptides
selected for further studies were denominated TAC-p1, TAC-p2, TAC-p3, TAC-p4, and
TAC-p5. The three-dimensional structures of the peptides were validated using

Ramachandran plots, with all peptides passing validation by having at least 90% of
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residues located in the most favorable regions. Figure 1 presents the three-
dimensional structures and validation results for the five most promising peptides
selected for subsequent in vitro antibacterial testing against P. aeruginosa. The amino
acid sequences of these five AMPs, ranging from 7 to 9 amino acids in length, are

displayed in Table 1.

In silico analyses

Each peptide was evaluated in silico for toxicity, allergenicity, hemolytic activity,
and antibacterial effectiveness (Table 1). All five peptides were classified as non-toxic
and non-allergenic. However, they exhibited varying levels of hemolytic activity, with
TAC-p1 demonstrating high hemolytic activity, while TAC-p2, TAC-p3, TAC-p4, and
TAC-p5 showed low hemolytic activity. Regarding antibacterial effectiveness, TAC-p1
demonstrated the highest antibacterial activity, achieving a 99.9% inhibition rate,
followed closely by TAC-p3 at 99.7%. TAC-p4 also demonstrated a notable
antibacterial effect at 99.8%, while TAC-p2 and TAC-p5 exhibited slightly lower activity
at 98.9%. These results indicate that all selected peptides have significant potential for
further investigation as antimicrobial agents, particularly TAC-p1 due to its combination
of high antibacterial activity and moderate hemolytic activity.

The calculated physicochemical properties of the AMPs are summarized in Table
2. The peptides exhibited varying charges (+1 to +6) and molecular weights ranged
from 973.19 Da for TAC-p5 to 1447.71 Da for TAC-p1. The estimated half-lives in
mammalian cells varied, with TAC-p4 having the longest half-life of 4.4 hours, while
TAC-p1 and TAC-p3 had the shortest half-lives at 1 hour. The stability index indicated
that TAC-p4 was the most stable with a value of 5.15, whereas TAC-p1 and TAC-p2
both had higher stability indices of 199.82, suggesting less stability. Hydrophobicity
percentages varied among the peptides, with TAC-p1 exhibiting the highest
hydrophobicity at 56% and TAC-p2 having the lowest at 33%. The GRAVY values
further supported these findings, with TAC-p1 showing a GRAVY of -1.522, indicating
it is more hydrophobic compared to the other peptides, particularly TAC-p2 and TAC-
p3, which had GRAVY values of -2.478 and -2.871, respectively.

Peptides with the lowest average binding energies, indicating the most favorable

scores in molecular docking analyses, were further evaluated for their ligand-receptor
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interactions (Table 3). The binding energies for all receptors ranged from -6.8 to -9.033
kcal/mol, with each peptide interacting with at least one residue in every tested
receptor. Table 3 provides details on the binding energies and favorable interactions
of the five most promising peptides with their respective target proteins. The docking
scores for the natural ligands with their corresponding receptors were -7.674 (LasR), -
5.659 (RhIR), and -6.828 (PgsR).

In vitro antibacterial and synergistic activity of the peptides

The MICs and synergistic activity of the AMPs alone and in combination with
meropenem against P. aeruginosa ATCC® 27853 are summarized in Table 4. TAC-p1
demonstrated a MIC of 125 pg/mL and TAC-p3 showed a MIC of 250 ug/mL. TAC-p2,
TAC-p4, and TAC-p5 did not have their MICs determined within the concentrations
tested in the present study and were therefore reported as >250 pg/mL. Additionally,
none of the five AMPs tested showed bactericidal activity. FICI values were calculated
considering the lowest combinations of meropenem and AMPs, with which there was
no visible growth. The FICI values ranged from 0.35 to 2.0 for P. aeruginosa ATCC®
27853, indicating a synergic (FICI < 0.50), additive (0.50 < FICI < 1.0) and indifferent
(1.0 < FICI < 4.0) interaction effect. For TAC-p1 and TAC-p4 the combination with
meropenem showed synergism, for TAC-p3 and TAC-p5 additivity and for TAC-p2
indifference. Furthermore, it was observed that AMPs were able to 1 to 9.5-fold reduce

the MIC of meropenem (Table 4).

In vitro antibiofilm activity

TAC-p1 inhibited biofilm formation at three out of four tested concentrations, with
inhibition rates ranging from 38% (125 pg/mL) to 88% (500 pug/mL). TAC-p2 and TAC-
p3 also demonstrated substantial antibiofilm activity, inhibiting over 78% of biofilm
formation at 500 ug/mL, with TAC-p2 additionally achieving approximately 50%
inhibition at 250 ug/mL. The highest level of inhibition was achieved by TAC-p4,
reaching 90.7% at the maximum concentration tested (500 ug/mL). In contrast, TAC-
p5 showed the lowest antibiofilm potential, demonstrating activity only at the highest

concentration (500 pg/mL), with an inhibition rate of 28.6%. None of the peptides
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exhibited antibiofilm activity at the lowest concentration of 62.5 ug/mL. Further details
of the antibiofilm assay results are presented in Figure 2. All results were statistically

significant when compared to the control (untreated cells), with P<0.05.

In vitro cytotoxicity assays

As shown in Figure 3, all five peptides exhibited low hemolytic activity (<20%)
when RBCs were exposed to concentrations up to 250 pg/mL. However, at 500 pg/mL,
hemolysis increased significantly for TAC-p1 and TAC-p4, reaching 100%. Peptides
TAC-p2 and TAC-p3 showed no hemolytic activity (0%) at concentrations of 15.6 and
31.25 pg/mL, while TAC-p5 did not cause hemolysis at any of the six concentrations
tested. In the cytotoxicity assay using murine fibroblasts (L929 cells), all peptides
caused a reduction in cell viability at concentrations of 500 and 250 ug/mL compared
to the control (untreated cells) (P<0.05). At a concentration of 125 ug/mL, TAC-p1,
TAC-p2, TAC-p3 and TAC-p5 present reduction in the cell viability (P<0.05). At lower
concentrations (62.5 and 31.25 pg/mL), no significant reduction in cell viability was
observed compared to the control (P<0.05) for TAC-p1, TAC-p2. Only TAC-p5 reduced
cell viability below 50% at the highest concentrations tested. At concentrations below

125 pg/mL, all five peptides maintained cell viability above 75%.

Discussion

Computational tools for drug design and discovery are widely employed
worldwide. With advances in Al, it is possible to predict a compound's active potential
and various pharmacological parameters such as bioavailability, toxicity, and
metabolism [33]. Our study used a combination of different in silico and in vitro
techniques to characterize new AMPs with antibacterial potential against P
aeruginosa. TACaPe, used to generate potential AMP sequences, is built on the deep
learning Transformer model. This model employs a self-attention mechanism, which
can capture dependencies between distant amino acids in the sequence. It has been
previously described that the activity of AMPs may depend on interactions between
different regions of their sequence. This model can identify these relationships and

establish patterns more effectively than conventional ML models, such as Random
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Forest. The training of TACaPe with the collected data resulted in an accuracy of
91.2%. Accuracy is a parameter used to measure the model's performance by
calculating the proportion of correct predictions relative to the total predictions,
meaning that our model was correct 91.2% of the time.

QS is the primary regulatory mechanism for the expression of genes related to
resistance and virulence in P. aeruginosa. This system functions hierarchically and is
triggered by autoinducer molecules. The two main pathways are /as and rhl. The first,
las, is activated by binding AHL to the LasR receptor and is involved in the expression
of virulence factors such as exotoxin A. Similarly, rhl is regulated by AHL and is
associated with producing rhamnolipids and elastase, essential in biofilm formation. In
addition, the third pathway, pgs, is activated by signaling quinolones, such as PQS (2-
heptyl-3-hydroxy-4-quinolone), and plays an essential role in virulence production and
biofilm development. The spread and persistence of P. aeruginosa in the environment
make its control particularly challenging, mainly due to its ability to form biofilms [5].
This structure facilitates adherence to surfaces and significantly enhances resistance
to antibiotics and the host immune response, making infections difficult to eradicate
[34]. Since QS is directly related to the production of biofilms in bacteria, compounds
capable of interfering with the pathways of this system represent a promising strategy
to combat this species.

In our study, AMP sequences were selected based on their potential to interact
with three receptors involved in the main QS metabolic pathways in P. aeruginosa:
LasR, RhIR, and PgsR. The results from the docking analyses were considered in the
selection of the most promising AMPs for synthesis and evaluation of their antibacterial
activity in vitro. The analyses revealed the binding potential of five AMPs with the
evaluated receptors. The binding interactions of the AMPs were compared to the
natural ligands of the receptors, and although none of the AMPs formed hydrogen
bonds with the same amino acids as the natural ligands, interactions were observed in
regions very close to the active site. Molecular docking studies are essential for
understanding interactions between ligands and receptors. These studies can provide
valuable insights into the possible mechanisms of action and binding modes of active
compounds. Generally, the lower the binding energy, the higher the affinity between
the structures [35]. Our results showed significant interactions between the AMPs and

the target receptors, with hydrogen bonds and hydrophobic interactions standing out.
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Additionally, the docking scores indicated that most AMPs showed higher affinity
compared to the natural ligands of the receptors, reinforcing their potential as
therapeutic candidates.

The relationship between physicochemical parameters and the activity of AMPs
is well elucidated in the literature [36, 37]. Characteristics such as cationic nature
(positively charged amino acids), hydrophobicity, and secondary structure are directly
associated with their mechanism of action and behavior in biological environments.
The five potential AMPs evaluated in vitro in this study exhibited a positive charge and
hydrophobic characteristics, except for TAC-p2, which showed only 33%
hydrophobicity according to calculations from the Expasy ProtParam tool. The GRAVY
value is an index that measures the overall hydrophobicity of a protein, meaning the
average hydropathy values of each amino acid in the sequence. Typically, peptides
with a positive GRAVY value tend to have higher hydrophobicity [38]. In our study, the
five AMPs evaluated had negative GRAVY values, indicating a greater hydrophilicity
among the residues in the sequences.

When comparing the computational analysis results from iAMPpred, CAMPr3,
and TACaPe, it was noted that the AMPs with the highest average predicted
antimicrobial potential were the only ones to exhibit defined MIC values at the tested
concentrations. Notably, TAC-p1 (99.9%) and TAC-p4 (99.8%) demonstrated
antibacterial activity against P. aeruginosa ATCC® 27853, with MIC values of 125
pg/mL and 250 pg/mL, respectively. The action of these AMPs was classified as
bacteriostatic, as no MBC values were obtained at the tested concentrations. Studies
using similar approaches for designing new AMPs have found antibacterial activity
against Gram-negative bacteria, including P. aeruginosa. Liu et al. (2018), in their work
using predictive models to establish a correlation between AMP activity and their three-
dimensional structures, found active sequences against various bacteria, including a
standard strain of P. aeruginosa (CMCC 10104), determining the MIC at 256 ug/mL
[39]. Another study by Lin et al. (2023) demonstrated the active potential of AMPs
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and P. aeruginosa, developed
through the training of a generative adversarial network. In this study, 8 peptides were
generated, which exhibited antibacterial activity (MIC > 50 pg/mL) against two isolates

of P. aeruginosa, one of them carbapenem-resistant [40].
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To evaluate the anti-QS potential of AMPs in vitro, a biofilm formation inhibition
assay was performed. Unlike antibacterial activity, the five AMPs exhibited antibiofilm
activity at different concentrations. Similarly, the two best AMPs in the MIC assay, TAC-
p1 and TAC-p4, also showed the highest percentages of biofilm inhibition in P.
aeruginosa ATCC® 27853. The highest concentration tested demonstrated the
greatest inhibitory potential, suggesting that the activity of these AMPs is possibly dose
dependent. In studies by Gupta et al. (2016) on AMPs, it was observed that the amino
acids most found in AMPs with experimentally reported antibiofilm activity are those
that are positively charged, such as lysine (K) and arginine (R), or aromatic, such as
tryptophan (W), tyrosine (Y), and phenylalanine (F). These results are consistent with
our study, where all five sequences contain one or more of these amino acids in their
composition [41].

Recently, P. aeruginosa resistance to carbapenems has become a global public
health issue, prompting the World Health Organization (WHO) to include carbapenem-
resistant P. aeruginosa on its list of priority pathogens for research and development
of new drugs [42]. In this context, studies that combine new compounds to enhance
the efficacy of antibiotics, such as carbapenems, have become increasingly relevant.
Our study demonstrated that the AMPs, TAC-p1 and TAC-p4, showed a synergistic
effect with meropenem, reducing the MIC of P. aeruginosa ATCC® 27853 from 0.19
pg/mL to 0.02 pg/mL and 0.04 pg/mL, respectively. Previous studies have already
demonstrated the synergistic effect of AMPs against P. aeruginosa when combined
with conventional antibiotics, enhancing their antibacterial activity [43—45]. This likely
occurs due to the cationic nature of AMPs, which allows interaction with the bacterial
membrane, increasing its permeability and facilitating the entry of antibiotics into the
cells [46]. Carbapenem resistance in P. aeruginosa predominantly occurs through
efflux pumps, which expel the antibiotic from the cell. However, the combination of
AMPs with these antibiotics can be an alternative to overcome this issue, as these
peptides compromise membrane integrity, allowing the antibiotic to enter the cell and
reach its site of action [47].

One of the main challenges associated with the clinical use of AMPs is their
hemolytic activity, a result of their membrane-targeting mechanism of action [48, 49].
Due to the structural similarity between bacterial and erythrocyte membranes, RBCs

can also be affected. Sequence analysis using HLPpred-Fuse indicated that all five
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peptides evaluated have hemolytic potential. However, only TAC-p1 was classified as
highly hemolytic, while the others showed low potential. These findings are consistent
with the results obtained from in vitro assays, where all peptides showed low hemolytic
activity (<20%), except for TAC-p1 and TAC-p4, which at the highest tested
concentration (500 pg/mL) demonstrated significant hemolysis, reaching 100%.

In addition to hemolytic activity, assessing the cytotoxicity of AMPs against
mammalian cells is crucial for their potential clinical application. While hemolysis
indicates a risk to RBCs, cytotoxic effects can extend to other cell types, affecting the
overall safety profile of these peptides [50]. Cytotoxicity assessment is essential for
determining the therapeutic window of AMPs and evaluating their selectivity and
mechanism of action. For example, some AMPs selectively target bacterial
membranes while sparing mammalian cells, which is a desirable trait for clinical use
[31]. As demonstrated in Figure 4, all AMPs exhibited a reduction in the viability of L929
cells at various concentrations. However, they displayed low toxicity at lower
concentrations, suggesting a favorable safety margin. Ultimately, a comprehensive
understanding of both hemolytic and cytotoxic activities is essential for advancing

AMPs as viable candidates in clinical settings.

Conclusions

In conclusion, our study underscores the potential of AMPs as promising
therapeutic agents against P. aeruginosa. By combining advanced computational tools,
such as TACaPe and docking analysis, with in vitro assays, we successfully identified
AMPs with significant antibacterial and antibiofilm activities. While our findings confirm
the efficacy of AMPs, they also highlight critical limitations, particularly regarding
hemolytic and cytotoxicity activities, which poses challenges for clinical applications.
Future studies will need to focus on optimizing these peptides to reduce toxicity and
enhance activity, paving the way for the development of safer, more effective AMP-
based therapies. Overall, the integration of computational design with experimental
validation proves to be a robust approach for accelerating the discovery of novel
antimicrobial compounds, particularly in the fight against multidrug-resistant

pathogens.
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Table 1. AMP sequences and in silico assessment of toxicity, allergenicity, hemolytic,

and antibacterial activity.

bHemolytic PAntibacterial

aAMP ID Sequence Length bToxicity bAllergenicity activity activity (%)
TAC-p1 RRWFRWWRV 9 Non-toxic Non-allergenic High 99.9
TAC-p2 WRFRRFRRR 9 Non-toxic Non-allergenic Low 98.9
TAC-p3 RWWRKWR 7 Non-toxic Non-allergenic Low 99.7
TAC-p4 AKWRVKWW 8 Non-toxic Non-allergenic Low 99.8
TAC-p5 WKPFLWP 7 Non-toxic Non-allergenic Low 98.9

aPeptide identification; PComputational analyses results.
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Table 2. Calculated physicochemical properties of the AMPs.

PEstimated

Molecular Stability = Hidrofobicity
aAMP ID Charge . half-life GRAVY
Weight Index (%)
(hours)
TAC-p1 +4 1447.71 1 199.82 56 -1.522
TAC-p2 +6 1435.71 2.8 199.82 33 -2.478
TAC-p3 +4 1173.39 1 90.4 43 -2.871
TAC-p4 +3 1159.4 4.4 5.15 63 -1.125
TAC-p5 +1 973.19 2.8 59.14 57 -0.329

aPeptide identification; °in mammalian cells.
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Table 3. Molecular docking analysis results for the top five AMPs against QS receptors of P. aeruginosa.

Receptors
LasR RhIR PgsR
Docking Docking Docking
Compound score Hydrogen bonds score Hydrogen bonds score Hydrogen bonds
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
ASp232; Ser236; Leu242;
Thr'0; Asp29; Ser46; GIn#, Glu™1; Leu?%”; Tyr2%8; Glu?®,
TAC-p1 -8.635 -9.033 GIn2%5; Arg2%; Asn3; Asp*; -6.8
Arg’"; Glu'4 Thr26s
Val®%; Glu'”
TAC-p2 -8.385 -8.27 -8.27
Arg’!; Thre®; Glu'23; Glu'24 Tyr238: Leu?42; GIn2%; Glys Glu259; Asp264; Tyr268
Lys'®; Ser20; Glu8; lle52; Asn®S; Glu™®®; Glu203; Glu206; Tyr238;
TAC-p3 -7.4 -8.881 -7.2 Glu'®!; Pro207; Pro209; Pro219; ||g236
Asp®?; Ala16e Leu298; Asn3; Glu34
TAC-p4 -7.121 Arg'22; Thr's0; Tyr47; Arg”"; Thr80 -8.514 Glu'®; Glu206; Tyr238 -7.717 Glu™; Glu2%9; Asp264; Tyr268
TAC-p5 -8.745 Thr'%0; Tyr47; Ala’® -8.966 Leu?42; Arg246 -8.0 Pro210
Natural
-7.674 Thré4 -5.659 Thr23s -6.828 -
Ligand

Ala: Alanine; Arg: Arginine; Asn: Asparagine; Asp: Aspartic acid; Glu:

Pro: Proline; Ser: Serine; Thr: Threonine; Tyr: Tyrosine; Val: Valine.

Glutamic acid; GIn: Glutamine; Gly: Glycine; lle: Isoleucine; Leu: Leucine; Lys: Lysine;
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Table 4. MIC and synergistic activity (checkerboard assay) of the AMPs with
meropenem against P. aeruginosa ATCC® 27853.

P. aeruginosa ATCC® 27853

MIC combined
AMP ID? PMIC (ug/mL) with meropenem °FICI IMF
(ng/mL)
TAC-p1 125 31.25/0.02 0.35 (S) 9.5
TAC-p2 >250 250/0.19 2.0 () 1
TAC-p3 250 125/0.09 0.97 (A) 2.1
TAC-p4 >250 62.5/0.04 0.46 (S) 4.75
TAC-p5 >250 125/0.09 0.97 (A) 2.1

aPeptide identification; PMinimum Inhibitory Concentration; cFractional inhibitory concentration index;

dModulatory factor. (S): synergy; (A): additive; (l): indifference.

60



=

)

N —
y N\
/ / \
b ‘ T
\ £ \ A

)

180°

=T

180°

(S5

X

—®)

T,

180°

180°

Figure 1. Three-dimensional structures and Ramachandran validation plots of TAC-

p1 (A), TAC-p2 (B), TAC-p3 (C), TAC-p4 (D), and TAC-p5 (E) AMPs.
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Figure 2. Biofilm inhibition of the P. aeruginosa ATCC® 27853 when exposed to

different concentrations of AMPs. Control: untreated strain. *P<0.05 compared to the

control.
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4. Consideragoes Finais

A partir das analises realizadas, conclui-se que os principais objetivos do
projeto foram concretizados. Através de métodos in silico e in vitro foi possivel gerar
novos peptideos com atividade antibacteriana contra P. aeruginosa. O treinamento do
TACaPe obteve uma acuracia de 91,2%, indicando uma alta confiabilidade nas
previsdes. Com relagdo as analises de docking molecular, os cinco peptideos
selecionados para sintese, resultaram em energias de ligagdo inferiores quando
comparadas aos ligantes naturais, sugerindo uma maior afinidade dos peptideos. Os
cinco peptideos sintetizados apresentaram atividade antibacteriana ou antibiofilme em
diferentes concentracées. A combinacdo dos AMPs com o antibiético meropenem
resultou em efeitos sinérgico e aditivo, e somente um dos peptideos foi indiferente. E
valido ressaltar que os peptideos apresentaram baixa atividade hemolitica (< 20%)
nas concentragdes necessarias para a sua atividade sozinha ou combinada. Além
disso, o0 ensaio de citotoxicidade em fibroblastos murinos demonstrou que os AMPs
mantiveram a viabilidade celular acima de 50% em todas as concentragdes, enquanto
o AMP mais promissor, TAC-p4, nao resultou em diferencas significativas em relagao
ao controle em quatro das seis concentragdes testadas. Esses resultados destacam
o potencial dos AMPs desenvolvidos como alternativas terapéuticas para o tratamento
de infecgbes causadas por P. aeruginosa. A combinagdo de estratégias
computacionais para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos mostrou-
se promissora, e este estudo contribui significativamente para o avango das opgdes

terapéuticas no combate a RAM.
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Apéndice A: Patente

USO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS TAC-P1 E TAC-P4 NA FORMULAGAO DE
MEDICAMENTOS ANTIBACTERIANOS CONTRA Pseudomonas aeruginosa

RESUMO

A presente invencédo se trata de duas sequéncias de peptideos sintéticos (TAC-p1 e
TAC-p4) projetadas por meio de ferramentas computacionais para utilizagdo como
agentes antibacterianos e adjuvantes contra bactérias da espécie Pseudomonas
aeruginosa. O peptideo TAC-p1 é composto por 9 aminoacidos, RRWFRWWR, e o
peptideo TAC-p4 € composto por 8 aminoacidos, AKWRVKWW. Infeccbes
hospitalares causadas por P. aeruginosa representam um grave problema de saude
publica global visto que hoje ja existem cepas resistentes a todas as alternativas
terapéuticas disponiveis, incluindo os carbapenémicos. Isso torna o desenvolvimento
de novas opgdes terapéuticas no combate a essa espécie urgente. Os peptideos
antimicrobianos (AMPs) s&do promissores, devido aos seus mecanismos de acgao
diferenciados, que incluem a capacidade de atuar na membrana celular bacteriana,
evitando mecanismos de resisténcia comuns aos antibidticos convencionais. Nesse
sentido, o uso de AMPs isoladamente ou em combinagdo com antibidticos pode
aumentar a eficacia antibacteriana, proporcionando uma abordagem terapéutica mais
eficaz. Os beneficios desse uso incluem menores efeitos colaterais, redugao do risco
de desenvolvimento de resisténcia e potencial sinérgico que melhora os resultados do

tratamento.
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USO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS TAC-P1 E TAC-P4 NA FORMULAGAO DE
MEDICAMENTOS ANTIBACTERIANOS CONTRA Pseudomonas aeruginosa

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invengéao

[0001] A presente invencgao, classificada internacionalmente no setor técnico A61P
(referente a atividade terapéutica especifica de compostos quimicos ou preparagdes
medicinais) e A61P 31/04 (agentes antibacterianos), refere-se a dois peptideos
sintéticos (TAC-p1 e TAC-p4), para uso no desenvolvimento de medicamentos
antibacterianos. Estes peptideos podem ser utilizados de forma isolada ou associados
a antibidticos ja disponiveis, como os carbapenémicos, no tratamento de infecgbes

causadas pela bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Antecedentes da Invencéao

[0002] Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia aos
antimicrobianos (RAM) representa uma ameaca a saude publica global. Infecgbes
causadas por bactérias multirresistentes estdo entre os maiores desafios terapéuticos
atuais, resultando em mais de 1,27 milhdes de mortes diretamente relacionadas e
aproximadamente 5 milhdes de O6bitos associados no ano de 2019 (MURRAY,
Christopher JL et al. Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019:
a systematic analysis. The lancet, v. 399, n. 10325, p. 629-655, 2022). Em 2024, a
OMS atualizou sua lista de bactérias patogénicas prioritarias para a pesquisa e o
desenvolvimento de novas estratégias de prevencgao, controle e tratamento da RAM.
Uma das espécies integrantes desta lista, € Pseudomonas aeruginosa resistente aos
carbapenémicos, listada como alta prioridade (WORLD HEALTH ORGANIZATION.
WHO bacterial priority pathogens list, 2024: Bacterial pathogens of public health
importance to guide research, development and strategies to prevent and
control antimicrobial resistance. Disponivel em:
https://www.who.int/publications/i/item/9789240093461 Acesso em: 01/11/2024).
[0003] P. aeruginosa é a integrante do género Pseudomonas spp. de maior
importancia clinica. Essa espécie acomete individuos imunocomprometidos em

unidades de terapia intensiva, causando quadros graves de infecgdes no pulméao, trato
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urinario e pele. Diversos fatores de viruléncia estao presentes em P. aeruginosa, como
as exotoxinas e as adesinas. Além disso, essa espécie é formadora de biofiime, uma
caracteristica que facilita a adesao e colonizagdo, além de servir como protegéao frente
a acado de antibioticos e desinfetantes (MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S,
PFALLER, M. A. Microbiologia Médica. 8. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2017).
[0004] P. aeruginosa apresenta fatores de resisténcia intrinsecos e adquiridos, que
agravam o problema e limitam as suas possibilidades terapéuticas. Essa espécie &
intrinsecamente resistente a algumas classes de antibidticos, especialmente devido a
regulacao da expressao de genes que codificam para a producédo de bombas de efluxo
(LORUSSO, Andre Bittencourt et al. Role of efflux pumps on antimicrobial
resistance in Pseudomonas aeruginosa. International journal of molecular
sciences, v. 23, n. 24, p. 15779, 2022). Entre os mecanismos de resisténcia adquirida,
pode-se citar as mutagdes espontaneas e a transferéncia horizontal de genes através
de plasmideos (PANG, Zheng et al. Antibiotic resistance in Pseudomonas
aeruginosa: mechanisms and alternative therapeutic strategies. Biotechnology
advances, v. 37, n. 1, p. 177-192, 2019). E através desses mecanismos, que
bactérias normalmente tornam-se um problema de saude publica, visto que a pressao
seletiva exercida pelo uso indiscriminado de antibacterianos atua como um facilitador,
selecionando cepas multirresistentes (MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K. S,
PFALLER, M. A. Microbiologia Médica. 8. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2017).
[0005] Nesse sentido, iniciativas que visam a pesquisa e o desenvolvimento de novos
compostos e/ou melhorias para aqueles que ja estao disponiveis na clinica tornaram-
se um alvo de estudo promissor, como os peptideos antimicrobianos (AMPSs).
Usualmente, os AMPs se apresentam como sequéncias curtas, geralmente entre 5-
50 aminoacidos, de carater catidbnico e com alta porcentagem de residuos hidrofébicos
(>50%). Sdo compostos produzidos como mecanismo de defesa pela resposta imune
inata de diferentes organismos, como peixes, plantas, mamiferos e insetos. Sua
atividade pode ser classificada em antiviral, antibacteriana, antifungica, antiparasitaria
e antitumoral (BIN HAFEEZ, Ahmer et al. Antimicrobial peptides: an update on
classifications and databases. International journal of molecular sciences, v. 22,
n. 21, p. 11691, 2021).

[0006] Os AMPs possuem diferentes mecanismos de acido, sendo o principal

associado a interagdo com a membrana celular dos microrganismos. Estudos prévios
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estabeleceram trés modelos principais pelos quais essa interagao pode ocorrer: o
modelo tapete, o modelo poro-toroidal e o modelo barril-estave. No modelo tapete, os
peptideos se acumulam na superficie da membrana, desestabilizando sua integridade
e causando a lise celular através da formacado de micelas. Ja nos modelos poro-
toroidal e barril-estave, ambos formam um poro transmembrana, com diferenca
residindo na orientagdo das faces hidrofilicas e hidrofébicas expostas ao longo da
camada lipidica. Outros mecanismos de acao estdo relacionados com a inibicado da
sintese de compostos intracelulares (TALAPKO, Jasminka et al. Antimicrobial
peptides—Mechanisms of action, antimicrobial effects and clinical applications.
Antibiotics, v. 11, n. 10, p. 1417, 2022).

[0007] A atividade antimicrobiana e os mecanismos de acdo dos AMPs estao
diretamente relacionados as suas caracteristicas estruturais e paradmetros fisico-
quimicos (LI, Shuqin et al. The structure-mechanism relationship and mode of
actions of antimicrobial peptides: A review. Trends in Food Science &
Technology, v. 109, p. 103-115, 2021). Propriedades como tamanho e composi¢céo
da sequéncia de aminodacidos, constituicdo da cadeia lateral, carga e propor¢ao dos
residuos sdo apenas alguns dos diversos parametros que contribuem para o potencial
ativo desses peptideos. A sua estrutura secundaria também é um fator relevante.
Peptideos nas formas alfa-hélice e folha-beta sdo mais seletivos e demonstram maior
capacidade de interagir com a membrana de microrganismos (LIANG, Yangbin et al.
Role and modulation of the secondary structure of antimicrobial peptides to
improve selectivity. Biomaterials Science, v. 8, n. 24, p. 6858-6866, 2020).

[0008] Com o aumento do numero de bancos de dados biolégicos, a utilizacdo de
estratégias computacionais para o desenvolvimento de novas drogas foi facilitada.
Hoje, existem mais de 30.000 sequéncias de AMPs com atividade, propriedades
fisico-quimicas e caracteristicas estruturais catalogadas disponiveis online. A
combinagao desses dados com inteligéncia artificial (IA) e modelagem computacional
tem permitido avancgos significativos no campo do design de AMPs. Essa abordagem
permite a previsao, triagem e design desses AMPs de forma rapida e automatizada,
através da descoberta de padrées em milhares de sequéncias fornecidas por
pesquisadores de todas as partes do mundo em diversos bancos de dados de AMPs
disponiveis online (BIN HAFEEZ, Ahmer et al. Antimicrobial peptides: an update

on classifications and databases. International journal of molecular sciences, v.
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22, n. 21, p. 11691, 2021; LISCANO, Yamil; ONATE-GARZON, Jose; DELGADO,
Jean Paul. Peptides with dual antimicrobial-anticancer activity: Strategies to
overcome peptide limitations and rational design of anticancer peptides.
Molecules, v. 25, n. 18, p. 4245, 2020).

[0009] Diante do exposto, a medida que a RAM continua a desafiar abordagens
convencionais de tratamento, a combinagao entre pesquisa computacional e biologia
molecular oferece uma nova perspectiva na luta contra P. aeruginosa MDR. O
desenvolvimento racional de novos AMPs ativos contra esse patdgeno, apoiado por
métodos de |A, pode oferecer um caminho promissor para contornar os desafios da
RAM, proporcionando alternativas terapéuticas inovadoras e potencialmente eficazes

contra infec¢des resistentes causadas por P. aeruginosa.

Descri¢ao da Invengao

[00010] A presente invengao consiste em uma formulacéo antibacteriana a base dos
AMPs sintéticos, TAC-p1 e TAC-p4, sozinhos ou associados ao meropenem, frente a

P. aeruginosa.

[00011] Passo 1: Os dados para o conjunto positivo foram obtidos do Database of
Antimicrobial Activity and Structure of Peptide (DBAASP). Foram selecionadas
sequéncias contendo entre 5 e 25 residuos e que exibiam apenas atividade
antibacteriana. O conjunto negativo foi criado utilizando sequéncias disponiveis no
UniProt®. A busca por sequéncias negativas foi realizada com os seguintes termos:
"length:[5 TO 25] NOT antimicrobial NOT antibiotic NOT antiviral NOT antifungal NOT
fungicide NOT antibacterial NOT antitumoral NOT anticancer NOT gram NOT biofilm
NOT AMP." Sequéncias duplicadas ou que continham aminoacidos nao naturais foram
removidas de ambos os conjuntos. Um numero aleatério de sequéncias equivalente
ao conjunto positivo foi selecionado para o conjunto negativo. Ambos os conjuntos
foram divididos em 80% para treinamento e 20% para teste, respectivamente, com o
conjunto de teste sendo utilizado para avaliar o desempenho do modelo com dados

Nnovos.

85



[00012] Passo 2: Os conjuntos de dados foram usados para treinar a ferramenta
baseada em Transformer para Classificagdo e Geragdo de Peptideos Anticancer,
TACaPe (https://github.com/omixlab/anticancer-peptide). TACaPe é uma ferramenta
de linha de comando que utiliza uma arquitetura de rede neural transformer, seguindo
um modelo de codificador-decodificador. O codificador processa o texto de entrada e
0 mapeia em vetores para o decodificador interpretar. Ele emprega um mecanismo de
"autoatencgao", atribuindo pesos a diferentes partes da entrada para entender sua
influéncia e estabelecer relagdes. As sequéncias foram convertidas em vetores
densos utilizando uma camada de embedding para gerar a entrada para os modelos.
Cada modelo foi treinado por 100 épocas usando o otimizador Adam com parametros
padrao e a fungao de perda de entropia cruzada binaria. A acuracia, definida como a
proporcdo de previsdes corretas feitas pelo modelo, foi utilizada como métrica de
avaliagao, calculada como o numero de previsdes corretas dividido pelo numero total
de previsdes. Utilizando as configuragbes padrao do programa, foram geradas 100

novas sequéncias de potenciais AMPs.

[00013] Passo 3: A interacado entre os peptideos gerados (ligantes) e as proteinas
(receptores) foi avaliada utilizando o AutoDock Vina (TROTT, Oleg; OLSON, Arthur
J. AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking with a new
scoring function, efficient optimization, and multithreading. Journal of
computational chemistry, v. 31, n. 2, p. 455-461, 2010). Trés receptores envolvidos
nas vias de QS de P. aeruginosa, LasR (PDB ID: 2UV0), PgsR (PDB ID: 4JVC) e RhIR
(PDB ID: 7R3J) foram utilizados. As estruturas tridimensionais dos peptideos gerados
foram previstas utilizando o PEP-FOLD3 e validadas com PROCHECK, examinando
as posigdes dos aminoacidos no grafico de Ramachandran (SHEN, Yimin et al.
Improved PEP-FOLD approach for peptide and miniprotein structure prediction.
Journal of chemical theory and computation, v. 10, n. 10, p. 4745-4758, 2014;
LASKOWSKI, Roman A. et al. PROCHECK: a program to check the
stereochemical quality of protein structures. Journal of applied crystallography,
V. 26, n. 2, p. 283-291, 1993). A preparagao dos receptores e ligantes foi realizada
utilizando o AutoDock Tools, que incluiu a remogéao de moléculas de agua, adicdo de
atomos de hidrogénio e atribuigdo de cargas. O grid foi configurado para abranger as

regides do local de ligagdo dos ligantes naturais (MORRIS, Garrett M. et al.
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AutoDock4 and AutoDockTools4: Automated docking with selective receptor
flexibility. Journal of computational chemistry, v. 30, n. 16, p. 2785-2791, 2009).
Os ligantes com as melhores energias médias de ligagado foram selecionados para
analise adicional das interacdes ligante-receptor utilizando o PyMOL v.3.0 e o LigPlot+
v.2.2. As estruturas dos ligantes naturais foram obtidas no PubChem® e submetidas

a analises de docking sob as mesmas condi¢des para fins comparativos.

[00014] Passo 4: A atividade antimicrobiana in silico das sequéncias geradas foi
verificada utilizando o componente de previsdo do TACaPe, juntamente com duas
ferramentas online adicionais: iIAMPpred e CAMPr3 (MEHER, Prabina Kumar et al.
Predicting antimicrobial peptides with improved accuracy by incorporating the
compositional, physico-chemical and structural features into Chou’s general
PseAAC. Scientific reports, v. 7, n. 1, p. 42362, 2017; WAGHU, Faiza Hanif et al.
CAMPR3: a database on sequences, structures and signatures of antimicrobial
peptides. Nucleic acids research, v. 44, n. D1, p. D1094-D1097, 2016). Cada uma
dessas ferramentas emprega diferentes modelos de aprendizado de maquina para
fazer previsdes e gerar probabilidades numéricas. A atividade antimicrobiana média
foi calculada com base nos resultados obtidos das trés ferramentas. Além disso, o
potencial hemolitico dos peptideos foi avaliado utilizando a ferramenta HLPpred-Fuse
(HASAN, Md Mehedi et al. HLPpred-Fuse: improved and robust prediction of
hemolytic peptide and its activity by fusing multiple feature representation.
Bioinformatics, v. 36, n. 11, p. 3350-3356, 2020), que calcula a probabilidade de uma
sequéncia de aminoacidos ser hemolitica e categoriza sua atividade hemolitica como

alta ou baixa.

[00015] Passo 5: As caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos foram calculadas
utilizando o ProtParam (GASTEIGER, Elisabeth et al. Protein identification and
analysis tools on the ExPASy server. Humana press, 2005). Os seguintes
parametros foram considerados: peso molecular, carga, hidrofobicidade, meia-vida
estimada e média geral de hidropatia (GRAVY). A toxicidade dos peptideos foi
avaliada utilizando a ferramenta ToxinPred 3.0, enquanto a alergenicidade foi avaliada
com a ferramenta AllerTOP v.2 (RATHORE, Anand Singh et al. ToxinPred 3.0: An

improved method for predicting the toxicity of peptides. Computers in Biology
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and Medicine, v. 179, p. 108926, 2024; DIMITROV, Ivan et al. AllerTOP v. 2—a
server for in silico prediction of allergens. Journal of molecular modeling, v. 20,
p- 1-6, 2014).

[00016] Passo 6: Os peptideos que demonstraram o melhor desempenho nas
analises computacionais foram sintetizados quimicamente pela GenOne (Sao Paulo,
Brasil). Sua qualidade e pureza (295%) foram confirmadas por cromatografia liquida
de alta performance em fase reversa (RP-HPLC) e espectrometria de massas (MS).
Os peptideos foram ressuspendidos em uma solugéo de dimetilsulféxido (DMSO) 5%

em uma concentragao final de 1 mg/mL.

[00017] Passo 7: A cepa padrao de P. aeruginosa ATCC® 27853 foi utilizada neste
estudo para avaliar a atividade in vitro dos peptideos sintetizados. Esta cepa faz parte
do repositério bacteriano do Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios (LaBBio) da
Universidade Federal de Pelotas, Brasil, e foi fornecida pela Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil) e armazenada a -20°C em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (Kasvi®, Brasil) contendo 10% de glicerol (v/v). Antes dos experimentos,
a cepa foi reativada em caldo BHI a 37°C por 24 horas, seguida de cultivo em agar

Cetrimide (Kasvi®, Brasil) nas mesmas condicdes.

[00018] Passo 8: A concentracéo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo, seguindo as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE
(CLSI). Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. 27th ed.
CLSI supplement M100 (ISBN 1-56238-804-5 [Print]; ISBN 1-56238-805-3
[Electronic]). Clinical and Laboratory Standards Institute, 950 West Valley Road,
Suite 2500, Wayne, Pennsylvania 19087 USA, 2017). Neste ensaio, 50 pL de caldo
BHI foram distribuidos em uma microplaca de 96 pogos. Em seguida, 50 yL de cada
peptideo foi adicionado aos pocgos e diluidos na propor¢cao 1:2, resultando em
concentracdes de 15,6 a 250 ug/mL. Para o meropenem, as concentragoes variaram
de 0,02 a 25 ug/mL. O inéculo bacteriano foi ajustado para uma densidade de 1,5 x
10 UFC/mL, e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. A concentracio

bactericida minima (CBM) foi determinada com base nos resultados da CIM. Aliquotas
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foram retiradas dos pogos onde o crescimento bacteriano foi inibido e inoculadas em
placas de agar Cetrimide, que foram incubadas a 37°C por 24 horas. A auséncia de
crescimento bacteriano nas placas indicou que os compostos testados foram
bactericidas. Todos os ensaios foram realizados em ftriplicata, e controles de
esterilidade para o meio de cultura e peptideos, assim como controles de viabilidade
bacteriana, foram incluidos.

[00019] Passo 9: A cepa padrao P. aeruginosa ATCC® 27853 € uma cepa formadora
de biofiimes. A inibicdo da formacido de biofilme foi avaliada utilizando uma
metodologia modificada proposta por Halicki et al. (2020) (HALICKI, Priscila Cristina
Bartolomeu et al. Antibiofilm potential of arenecarbaldehyde 2-
pyridinylhydrazone derivatives against Acinetobacter baumannii. Microbial Drug
Resistance, v. 26, n. 12, p. 1429-1436, 2020). Para este ensaio, 180 pL de caldo
Mueller Hinton (MH) contendo cada peptideo nas concentragdes de 62,5, 125, 250 e
500 pg/mL foi adicionado a uma microplaca de 96 pogcos. Em seguida, 20 yL de uma
suspensao bacteriana (1,5 x 10 UFC/mL) foi adicionada a cada pogo e incubada a
37°C por 24 horas. A fixagdo do biofilme, lavagem e coloragdo foram realizadas
conforme o protocolo descrito por Stepanovic et al. (2007) (STEPANOVIC, Srdjan et
al. Quantification of biofilm in microtiter plates: overview of testing conditions
and practical recommendations for assessment of biofilm production by
staphylococci. Apmis, v. 115, n. 8, p. 891-899, 2007). As leituras de absorbéancia dos
pocos foram feitas utilizando um espectrofotdmetro a 540 nm. Os resultados foram
expressos como uma porcentagem de inibicdo utilizando a seguinte formula: %
inibicdo do biofiime = (1 — (DOTRATAMENTO — DOCONTROLE NEGATIVO) /
(DOCONTROLE POSITIVO — DOCONTROLE NEGATIVO)) x 100.

[00020] A atividade sinérgica dos peptideos em combinacdo com meropenem foi
avaliada utilizando o ensaio de checkerboard (ALLEND, Suzane Olachea et al. The
synergic and addictive activity of biogenic silver nanoparticle associated with
meropenem against carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii. Journal of
Applied Microbiology, v. 135, n. 3, p. Ixae046, 2024). As concentrag¢des iniciais
foram definidas em 250 ug/mL para os peptideos e 2 ug/mL para o meropenem. Em
uma placa de 96 pogos contendo caldo MH (Kasvi®, Brasil), diluicbes seriadas em

duas direcbes dos peptideos foram preparadas nas linhas horizontais, enquanto
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diluicdbes seriadas do meropenem foram preparadas nas colunas verticais. As
suspensdes foram homogenizadas, e a densidade éptica (DO) foi medida a 630 nm,
correspondente ao padrao McFarland 0,5 (1,5 x 108 UFC/mL). A placa foi incubada a
37°C por 24 horas, seguida da adi¢gao de 20 uL de resazurina a 0,02% como indicador
de viabilidade celular. A concentracgao inibitéria fracionaria (FIC) foi definida como a
menor concentragdo na qual os peptideos combinados com o meropenem inibiram o
crescimento bacteriano. Os resultados do checkerboard foram interpretados utilizando
o indice de concentracéo inibitdria fracionada (FICI), calculado com a férmula: FICI =
(CIM do peptideo combinado/CIM do peptideo sozinho) + (CIM do meropenem
combinado/CIM do meropenem sozinho). Os valores de FICI foram categorizados da
seguinte forma: FICI < 0,50 (sinergismo); 0,50 < FICI < 1,0 (aditividade); 1,0 < FICI <
4.0 (indiferenga); e FICI > 4,0 (antagonismo). Além disso, o fator modulatério (FM) foi
determinado utilizando a férmula: CIM do meropenem sozinho / CIM do meropenem
combinado com os peptideos. Esse valor indica quantas vezes os peptideos
reduziram a CIM do meropenem. Controles de esterilidade (negativos) para os
peptideos, meropenem e caldo MH, junto com controles de crescimento (positivos)
para as cepas bacterianas, foram incluidos. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

[00021] Passo 10: A atividade hemolitica dos peptideos contra células vermelhas do
sangue (CVS) de camundongos foi avaliada medindo a quantidade de hemoglobina
liberada devido a lise das CVS, seguindo o protocolo modificado de Wang et al. (2021)
(WANG, Taoran et al. The effect of structural modification of antimicrobial
peptides on their antimicrobial activity, hemolytic activity, and plasma stability.
Journal of Peptide Science, v. 27, n. 5, p. €3306, 2021). O sangue de camundongo
foi centrifugado a 100 xg por 10 minutos, apds o que as CVS foram lavadas trés vezes
com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) e suspensas para alcangar uma
concentracéo final de 10% (v/v). Em seguida, 25 yL da suspensédo de CVS foi
incubada com 100 pL de cada solugao de peptideo em PBS. As solugdes de peptideos
foram preparadas utilizando o método de diluigdo dupla com concentragdes variando
de 15,6 a 500 pg/mL e incubadas a 37°C por 1 hora. Apds a incubagao, as solugdes
foram centrifugadas a 1.200 xg por 5 minutos, e a absorbancia do sobrenadante foi

medida a 450 nm. As células vermelhas em PBS serviram como controle negativo,
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enquanto Triton X-100 a 1% foi utilizado como controle positivo. Todos os testes foram
realizados em triplicata, e os valores médios foram utilizados para analise dos dados.
A porcentagem de hemolise foi calculada utilizando a férmula: % de hemdlise =
(AbsPEPTIDEO — AbsPBS) / (AbsTRITON-100 — AbsPBS) x 100.

[00022] Passo 11: As células L929 (fibroblastos murinos) foram cultivadas em meio
Eagle modificado da Dulbecco, suplementado com 10% de soro fetal bovino, em uma
atmosfera umidificada contendo 5% de CO, a 37°C. A tripsina-EDTA (0,25%) foi
utilizada para desprender as células durante o subcultivo. As células foram semeadas
em placas de 96 pocos a uma densidade de 5.000 células por pogo em 100 pL de
meio. Apds 24 horas de incubacéo, as células foram tratadas com peptideos diluidos
serialmente em concentracgdes finais variando de 15,6 a 500 ug/mL e incubadas por
mais 24 horas. O conteudo dos pocos foi descartado, e a placa foi submetida ao
ensaio de reducédo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio brometo)
(MOSMANN, Tim. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological
methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-63, 1983). A absorbéancia foi medida a 490 nm utilizando
um leitor de microplaca para calcular a viabilidade celular, com células nio tratadas
servindo como controles. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada usando a
férmula: % viabilidade celular = (AbsTRATAMENTO/AbsCONTROLE) x 100.

[00023] Passo 12: A andlise de dados foi realizada no ambiente Google® Colab
utilizando Python. A biblioteca Pandas foi utilizada para tarefas de manipulacédo de
dados. As analises estatisticas, incluindo testes t e ANOVA, foram realizadas, com o
limiar de significancia estabelecido em P<0,05. A visualizagcado dos dados foi realizada

utilizando o GraphPad Prism v.8.

Resultados

[00024] Exemplo 1: O banco de dados DBAASP continha um total de 22.358
sequéncias. Apos a aplicacao de filtros para selecionar sequéncias com atividade
antibacteriana, restaram 14.854. Subsequentemente, foram removidas duplicatas e

sequéncias contendo aminoacidos ndo naturais, resultando em um conjunto final de
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10.017 sequéncias. Esse conjunto foi dividido em dados de treinamento (80%, 8.013
sequéncias) e de teste (20%, 2.004 sequéncias). O modelo alcangou uma preciséo de
91,2% na classificagado, demonstrando alta eficacia na identificacdo de peptideos com

potencial antibacteriano.

[00025] Exemplo 2: Com base nos modelos de classificagdo e geragao pré-treinados,
foram gerados 100 novos AMPs, com no maximo 25 residuos de aminoacidos. Para
garantir a exclusividade das sequéncias, foi realizado um alinhamento com BLAST, e
os dois peptideos mais promissores foram selecionados para estudos adicionais,
denominados TAC-p1 e TAC-p4. As estruturas tridimensionais de ambos foram
validadas por graficos de Ramachandran, com mais de 90% de seus residuos
localizados nas regides mais favoraveis. A Figura 1 apresenta as estruturas
tridimensionais e os resultados de validacdo, enquanto as sequéncias de

aminoacidos, com 8 e 9 residuos, estio listadas na Tabela 1.

[00026] Exemplo 3: Os peptideos TAC-p1 e TAC-p4 foram avaliados quanto a
toxicidade, alergenicidade, atividade hemolitica e eficacia antibacteriana (Tabela 1).
Ambos foram classificados como nao téxicos e nao alergénicos. No entanto, diferiram
em relagdo a atividade hemolitica: TAC-p1 apresentou alta atividade hemolitica,
enquanto TAC-p4 demonstrou niveis baixos. Em relagdo a atividade antibacteriana,
TAC-p1 destacou-se com uma taxa de inibicdo de 99,9%, enquanto TAC-p4 atingiu
99,8%. Esses resultados indicam que ambos tém potencial significativo como agentes

antimicrobianos, embora TAC-p4 tenha a vantagem de menor atividade hemolitica.

[00027] Exemplo 4: Os parametros fisico-quimicos calculados (Tabela 2) revelaram
diferencas entre os dois peptideos. TAC-p1 apresentou maior hidrofobicidade (56%)
e carga liquida de +6, com peso molecular de 1447,71 Da. Por outro lado, TAC-p4 foi
menos hidrofébico (39%), com carga liquida de +4 e peso molecular de 1159,4 Da.
Quanto a estabilidade, TAC-p4 teve o indice mais favoravel (5,15), indicando maior
estabilidade em comparagdo com TAC-p1 (199,82). As meias-vidas estimadas em
células de mamiferos também diferiram: TAC-p4 apresentou a mais longa (4,4 horas),

enquanto TAC-p1 teve a mais curta (1 hora).
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[00028] Exemplo 5: Os resultados de docking molecular mostraram que ambos os
peptideos interagiram favoravelmente com os receptores-alvo, apresentando energias
de ligacéo entre -6,8 e -9,033 kcal/mol. Esses valores destacam o potencial de ligagéo

de TAC-p1 e TAC-p4 com proteinas-alvo bacterianas (Tabela 3).

[00029] Exemplo 6: Os valores de concentragido inibitéria minima (CIM) e as
interagbes sinérgicas com meropenem s&o apresentados na Tabela 4. TAC-p1
apresentou MIC de 125 pg/mL, enquanto TAC-p4 nao teve sua MIC definida dentro
do intervalo de concentragdes testadas (>250 pg/mL). Apesar disso, ambos
demonstraram efeitos sinérgicos na combinacdo com meropenem contra
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, com FICI < 0,50. A combinagdo dos AMPs

com meropenem foi capaz de reduzir a CIM do antibidtico de 1 a 9,5 vezes.

[00030] Exemplo 7: Ambos peptideos, TAC-p1 e TAC-p4, exibiram atividade
antibiofilme significativa (Figura 2). TAC-p1 inibiu a formagé&o de biofilme em até 88%
na concentragao de 500 pg/mL, enquanto TAC-p4 alcangou a maior taxa de inibicao
(90,7%) na mesma concentragdo. Ambos ndo mostraram atividade antibiofilme na

menor concentragao testada (62,5 pg/mL).

[00031] Exemplo 8: Conforme apresentado na Figura 3, TAC-p1 e TAC-p4 exibiram
baixa atividade hemolitica (<20%) em concentracdes de até 250 ug/mL, mas essa
atividade aumentou significativamente a 500 yg/mL, alcangando 100% para ambos.
Nos ensaios de citotoxicidade com fibroblastos murinos (células L929), ambos os
peptideos reduziram significativamente a viabilidade celular a 500 pyg/mL (P<0,05).
Entretanto, em concentragdes abaixo de 125 ug/mL, a viabilidade celular permaneceu

acima de 75%, indicando baixa citotoxicidade nessas condigdes.

Breve Descrigcao das Figuras

A Figura 1 apresenta a estrutura tridimensional e o grafico de Ramachandran para
validagao das sequéncias peptidicas geradas computacionalmente.
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A Figura 2 apresenta o grafico de inibicao da formacéao de biofilme dos peptideos TAC-
p1 e TAC-p4 contra a cepa padrao de Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 com

reducao da formagéao entre 35 — 90%, variando conforme a concentragdo exposta.

A Figura 3 apresenta o grafico da atividade hemolitica dos peptideos TAC-p1 e TAC-
p4 contra células vermelhas de camundongos Balb-C. As porcentagens de hemdlise
variaram entre 0 — 100% conforme a concentracéo dos peptideos que as células foram

expostas.

A Figura 4 apresenta o grafico de viabilidade celular de fibroblastos murinos (células
L929) expostos a diferentes concentragdes do peptideo TAC-p1. A viabilidade se
manteve >50% em todas as concentragdes avaliadas e ndo teve diferencga significativa

em relagao ao controle na menor concentragao testada.

A Figura 5 apresenta o grafico de viabilidade celular de fibroblastos murinos (células
L929) expostos a diferentes concentragdes do peptideo TAC-p4. A viabilidade se
manteve >60% em todas as concentragdes avaliadas e nao teve diferencga significativa

em relagao ao controle em 4 das 6 concentragdes avaliadas.
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Tabela 1. Sequéncias dos peptideos TAC-p1 e TAC-p4 e avaliagao in silico da

toxicidade, alergenicidade, atividade hemolitica e antimicrobiana.

Caracteristica Peptideo

TAC-p1 TAC-p4
Sequéncia RRWFRWWRV AKWRVKWW
Tamanho da sequéncia 9 8
Toxicidade N&o toxico N&o toxico
Alergenicidade Nao alergénico Nao alergénico
Atividade hemolitica Alta Baixa
Atividade antimicrobiana (%) 99,9 99,8
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Tabela 2. Parametros fisico-quimicos calculados para os peptideos TAC-p1 e TAC-p4.

Peptideo

Parametros fisico-quimicos

TAC-p1 TAC-p4
Carga +4 +3
Peso molecular 1447,71 1159,4
Meia-vida estimada (horas) 1 4,4
indice de estabilidade 199,82 5,15
Hidrofobicidade (%) 56 63
GRAVY -1,522 -1,125
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Tabela 3. Resultados das analises de docking molecular para os ligantes naturais e os peptideos TAC-p1 e TAC-p4 contra receptores

de quorum sensing em P. aeruginosa.

Receptores
LasR RhIR PgsR
Energia de L Energia de L Energia de L
] Ligacoes de ) Ligacoes de ] Ligagoes de
Composto ligacao ligacao ligacao
hidrogénio hidrogénio hidrogénio
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
Asp22; Ser23;
Thr150; Asp29; Ser146; Leu242; G|n295; G|u151; Leu2°7; Tyr258;
TAC-p1 -8,635 -9,033 -6,8
GIn*; Arg”"; Glu'4® Arg?%; Asn3; Asp*; Glu?%%; Thr?6s
Val3%; Glu'”
Arg122; Thr150; Tyr47; G|u151; G|U259; ASp264;
TAC-p4 -7,121 -8,514 Glu'®®; Glu2°6; Tyr238 -7,717
Arg”"; Thr80 Tyr268
Ligante
-7,674 Thré4 -5,659 Thr239 -6,828 -
Natural

Ala: Alanina; Arg: Arginina; Asn: Asparagina; Asp: Acido aspartico; Glu: Acido glutdmico; Gin: Glutamina; Gly: Glicina; lle: Isoleucina; Leu: Leucina; Lys: Lisina;

Pro: Prolina; Ser: Serina; Thr: Treonina; Tyr: Tirosina; Val: Valina.
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Tabela 4. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e resultados do ensaio de sinergismo entre os peptideos e 0 meropenem.

Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853

Peptideo CIM (pg/mL) CIM combinada FICI Atividade Fator modulatério

com meropenem

TAC-p1 125 31,25/0,02 0,35 Sinérgica 9,5

TAC-p4 250 62,5/0,04 0,46 Sinérgica 4,75
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Figura 1. Estrutura tridimensional e graficos de Ramachandran dos peptideos TAC-
p1 (A) e TAC-p4 (B).

Figura 2. Inibicdo da formacdo de biofilme de Pseudomonas aeruginosa ATCC®
27853 quando exposta a diferentes concentragdes dos peptideos TAC-p1 e TAC-p4.
Controle: cepa nao tratada. *P < 0,05 quando comparado ao controle.
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Figura 3. Atividade hemolitica dos peptideos TAC-p1 e TAC-p4 contra células

vermelhas de camundongos.
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Concentragao (ug/mL)

-o- TAC-p1
-+ TAC-p4

Figura 4. Viabilidade celular de células L929 (fibroblastos murinos) tratadas com

diferentes concentracdes do peptideo TAC-p1. Controle: célula ndo tratada. *P < 0,05

quando comparado ao controle.

Viabilidade celular (%)

100+

80+

60—

40+

20+

0=

BEECAD0N

Controle

500 pg/mL
250 pg/mL
125 pg/mL
62,5 pg/mL
31,25 pg/mL
15,6 pg/mL

100



Figura 5. Viabilidade celular de células L929 (fibroblastos murinos) tratadas com

diferentes concentragdes do peptideo TAC-p4. Controle: célula ndo tratada. *P < 0,05

quando comparado ao controle.
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REIVINDICACOES

1) ANTIBACTERIANO A BASE DOS PEPTIDEOS TAC-p1 (RRWFRWWR) E TAC-p4
(AKWRVKWW) PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, caracterizado por seu efeito antibacteriano e uso no

tratamento de infec¢cbes ocasionadas por Pseudomonas aeruginosa.

2) ANTIBACTERIANO A BASE DOS PEPTIDEOS TAC-p1 (RRWFRWWR) E TAC-p4
(AKWRVKWW) PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, conforme a reivindicagao 1, caracterizado por apresentar

atividade antibacteriana com concentracgéao inibitdria minima de 125 pg/mL para TAC-

p1 e de 250 ug/mL para TAC-p4, quando utilizados isoladamente.

3) ANTIBACTERIANO A BASE DOS PEPTIDEOS TAC-p1 (RRWFRWWR) E TAC-p4
(AKWRVKWW) PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, conforme a reivindicacao 1, caracterizado por apresentar

atividade antibiofiime de até 90% nas concentragdes > 62,5 pg/mL para TAC-p1 e >

125 pg/mL para TAC-p4, quando utilizados isoladamente.

4) ANTIBACTERIANO A BASE DA ASSOCIACAO ENTRE TAC-p1(RRWFRWWR) E
MEROPENEM PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR
Pseudomonas aeruginosa, caracterizado por apresentar concentragdo inibitoria
minima de 0,02 ug/mL para MEROPENEM e 31,25 ug/mL para TAC-p1, quando
utilizados combinados.

5) ANTIBACTERIANO A BASE DA ASSOCIACAO ENTRE TAC-p4(AKWRVKWW) E
MEROPENEM PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR
Pseudomonas aeruginosa, caracterizado por apresentar concentragcao inibitéria
minima de 0,04 ug/mL para MEROPENEM e 62,5 ug/mL para TAC-p4, quando

utilizados combinados.

6) ANTIBACTERIANO A BASE DO PEPTIDEO TAC-p1 (RRWFRWWR) E
MEROPENEM PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR
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Pseudomonas aeruginosa, conforme a reivindicagao 1, 2 e 3, caracterizado por,

quando combinados, TAC-p1 e MEROPENEM apresentam efeito sinérgico.

7) ANTIBACTERIANO A BASE DO PEPTIDEO TAC-p4 (AKWRVKWW) E
MEROPENEM PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, conforme a reivindicagao 1, 2 e 4, caracterizado por,

quando combinados, TAC-p4 e MEROPENEM apresentam efeito sinérgico.

8) ANTIBACTERIANO A BASE DOS PEPTIDEOS TAC-p1 (RRWFRWWR) E TAC-p4
(AKWRVKWW) PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, caracterizado por manter a viabilidade celular acima de

70% quando expostos a concentragdes inferiores a 62,5 pg/mL (TAC-p1) e 250 ug/mL
(TAC-p4).

9) ANTIBACTERIANO A BASE DOS PEPTIDEOS TAC-p1 (RRWFRWWR) E TAC-p4
(AKWRVKWW) PARA TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, caracterizado por apresentar atividade hemolitica abaixo

de 20% em concentragdes inferiores a 250 pg/mL.

10) ANTIBACTERIANO A BASE DOS PEPTIDEOS TAC-p1 (RRWFRWWR) E TAC-p4
(AKWRVKWW) PARA O TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, conforme a reivindicacao 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, caracterizado

por uso como antibacteriano através das seguintes vias de administragao: via oral,

sublingual, parenteral, cutanea, nasal, oftalmica, auricular, pulmonar, vaginal e retal;

11) ANTIBACTERIANO A BASE DOS PEPTIDEOS TAC-p1 (RRWFRWWR) E TAC-p4
(AKWRVKWW) PARA O TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR

Pseudomonas aeruginosa, conforme a reivindicagao 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, caracterizado

por uso como antibacteriano através das seguintes formas farmacéuticas:
comprimido, capsula, pastilhas, drageas, pds para reconstituigdo, gotas, xarope,
solucdes e suspensoes injetaveis, solugdes topicas, pomadas, cremes, logao, gel,

adesivos, spray e gotas nasais, colirios e pomadas oftadlmicas, gotas auriculares ou
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otologicas e pomadas auriculares, aerossol, comprimidos vaginais, cremes, pomadas,

ovulos, supositérios e enemas.
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UNIDADE / AREA: Instituto de Biologia/Ciéncias Biolégicas I

OBJETO DA PESQUISA: Uso dos peptideos sintéticos TAC-p1 e TAC-p4 como agentes
antibacterianos contra Pseudomonas aeruginosa.

PROJETO: PREDICAO DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPs) CONTRA
Pseudomonas aeruginosa MULTIRRESISTENTE: UM ESTUDO IN SILICO E IN VIVO.

BANCO E BASE DE DADOS: INPI - (http://www.inpi.gov.br/)

PALAVRAS-CHAVE 01/ N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X RRWFRWWR X ANTIBACTERIANO / 0 incidéncias

PALAVRAS-CHAVE 02 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X AKWRVKWW X ANTIBACTERIANO / 0 incidéncias

BANCO E BASE DE DADOS: Google Patents - (www.google.com/patents)

PALAVRAS-CHAVE 01 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS
Pseudomonas aeruginosa X RRWFRWWR X ANTIBACTERIAL / 0 incidéncias
PALAVRAS-CHAVE 02 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X AKWRVKWW X ANTIBACTERIAL / 0 incidéncias
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http://www.google.com/patents

BANCO E BASE DE DADOS: USPTO (EUA) - (https:/ppubs.uspto.gov/pubwebapp/)

PALAVRAS-CHAVE 01 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X RRWFRWWR X ANTIBACTERIAL / 0 incidéncias
PALAVRAS-CHAVE 02 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X AKWRVKWW X ANTIBACTERIAL / 0 incidéncias

BANCO E BASE DE DADOS: ESPACENET (EUROPA) (http://worldwide.espacenet.com/)

PALAVRAS-CHAVE 01 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X RRWFRWWR X ANTIBACTERIAL / 0 incidéncias
PALAVRAS-CHAVE 02 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X AKWRVKWW X ANTIBACTERIAL / 0 incidéncias

BANCO E BASE DE DADOS: WIPO -(https://patentscope.wipo.int/search/pt/search.jsf)

PALAVRAS-CHAVE 01/ N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X RRWFRWWR X ANTIBACTERIANO / 0 incidéncias
PALAVRAS-CHAVE 02 / N° DE DOCUMENTOS LOCALIZADOS:
Pseudomonas aeruginosa X AKWRVKWW X ANTIBACTERIANO / 0 incidéncias

AVISO IMPORTANTE

A busca de anterioridade € uma amostragem e nao verifica os documentos de patentes que
estdo em periodo de sigilo a partir da data de pedido de depdsito, nos escritérios oficiais, que
€ de 18 meses. Portanto se algum documento similar ou igual estiver no periodo de sigilo, vale
0 recurso para o primeiro depositante. Além do que foi exposto anteriormente, a busca
prévia ndao garante a abrangéncia do campo de pesquisa bibliografica na totalidade da

literatura técnica publicada no mundo.
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RESULTADO DAS PESQUISAS

Segundo sua pesquisa, foi encontrada anterioridades?

[X] Nao []Sim

Caso tenham sido encontradas anterioridades, preencha a tabela a seguir com as

informagdes solicitadas.

N°da
Patente

Descricao

Base

Classificacao
Internacional

Vocé teve orientagao para realizar a pesquisa de anterioridade? [X] Sim [ ] Nao

Especificar CURSO

A unidade ou inventor tem interesse em patentear o invento? [X] Sim [] Nao

Existe alguma empresa interessada no projeto? [ ] Sim [X] Nao

NOTA EXPLICATIVA DO RESULTADO DA PESQUISA:
A busca de anterioridade foi baseada em palavras chaves relacionada ao objeto de

pesquisa,

Déborah Trota Farias de Albernaz

Daiane Drawanz Hartwig
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Daiane Drawanz Hartwig; Deborah Trota Farias de Albernaz; Suzane Olachea Allend;
Amilton Clair Pinto Seixas Neto; Danillo de Oliveira Della Senta; Frederico Schmitt

Kremer; Luciano da Silva Pinto.

USO DOS PEPTIDEOS SINTETICOS TAC-P1 E TAC-P4 NA FORMULAGAO DE
MEDICAMENTOS ANTIBACTERIANOS CONTRA Pseudomonas aeruginosa.

n° de sequencias no documento:

Seq ID numero 1:

Sequéncia de aminoacidos

RRWFRWWR

Seq ID numero 2:

Sequéncia de aminoacidos

AKWRVKWW
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