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PEPTIDEO SINTETICO P.LOX5 COM AGAO ANTIBACTERIANA

Campo da Invencdo

[1]. A presente invencdo reivindica a sequéncia do peptideo
sintético P.LOX5, SEQ ID No 01 desenhado in silico a partir de uma
proteina do veneno de aranha (Loxoceles intermedia) e seu uso como
bactericida ou bacteriostatico contra bactériascocos Gram positivos,
bacilos Gram negativos e bactérias dlcool dcido resistente, incluindo

Mycobacterium spp.

Fundamentos da Invencdo e Estado da Téchica

[2]. As bactérias estdo presentes em todos os lugares, objetos
inanimados e organismos vivos, inclusive em simbiose com seres
humanos e animais compondo a microbiota natural.  Alguns
microorganismos especificos ou mesmo inofensivos em ambiente
fisiologico sdo capazes de provocar doenca quando expostos a
determinadas condicdes. Quando o microrganismo é capaz de
desencadear o processo de doenca é denominado patdgeno.
(TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, CL. Microbiologia. 10. ed., Porto
Alegre: Artmed, 2010.)

[3]. Os patdgenos podem ser classificados de acordo com seu
formato e/ou a composicdo da parede celular quando corados por
técnicas especificas. Essa classificacdo divide os microrganismos em
grupos de importé@ncia clinica, entfre eles, Gram positivos, Gram
negativos e organismos dlcool-dcido resistentes incluindo, por
exemplo,0 género Mycobacterium spp. (TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.;
CASE, CL. Microbiologia. 10. ed., Porto Alegre: Artmed, 2010.)

[4]. A parede celular das bactérias Gram-positivas possui uma
camada espessa de peptideoglicano. Além disso, algumas possuem

dcido teicdico na composicdo da sua parede, componente ndo
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encontrado em bactérias Gram negativas. Os dois principais géneros
Gram positivos de importdncia médica sdo Staphylococcus e
Streptococcus. (TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, CL. Microbiologia. 10.
ed., Porto Alegre: Artmed, 2010.) No género Staphylococcus existem
espécies como S. qureus que apresentam potencial de resisténcia a
antibidticos, como meticilina e vancomicina. Outro género importante
de Gram positivos, sdo os Enterococcus. Estas bactérias se destacam
nas infeccdes nosocomiais, principalmente as linhagens resistentes a
vancomicina (VRE). (LEVINSON, W. Microbiologia e imunologia médicas.
13. ed. Porto Alegre: AMGH, 2016.)

[5]. No caso dos microrganismos Gram-negativos, a parede
celular é formada por camada fina de peptideoglicano, e uma
membrana celular. Essa membrana contém na sua composicdo
polissacarideos,  lipoproteinas e  fosfolipideos. E no espaco
periplasmatico, enfre a membrana externa e a membrana celular das
bactérias Gram negativas que se enconfram as enzimas capazes de
degradar antibiéticos, o que confere resisténcia. Ao microrganismo
(TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, CL. Microbiologia. 10. ed., Porto
Alegre: Artmed, 2010.)

[6]. Como exemplo de bactérias Gram negativas pode-se
citaraquelas presentes no trato gastrointestinal, como Salmonella spp.
qgue causa a salmonelose. Outro exemplo é a Escherichia coli que
causa infeccdes do trato urindrio (TORTORA, G.J.; FUNKE, B.R.; CASE, CL.
Microbiologia. 10. ed., Porto Alegre: Artmed, 2010.)

[7]. Entre os bacilos dlcool dcido resistentes o representante de
maior importéncia clinica € o Mycobateriumtuberculosis causador da
tuberculose. Sua parede celular possui uma fina camada de
peptideoglicano e a parede externa € composta por camadas de
dcido micdlico, um lipideo céreo e hidrofobico. (Bertolli Filho, C. Histéria

social da tuberculose e do tuberculoso: 1900-1950. 2001.)
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[8]. A resisténcia bacteriana a multiplas drogas € preocupante.
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude em seu relatdrio em
2018, foram registrados 10 milhdes de novos casos de tuberculose, e
cerca de 1,5 milhdo de pessoas morreram da doenca com mais de
500.000 casos resistentes a multidrogas ou extensivamente resistentes.
(MARTIN-GARCIA, M.; ESTEBAN, J. Evaluating bedaquiline as a treatment
option for multidrug-resistant tuberculosis. Expert

OpiniononPharmacotherapy, v. 22, n. 5, p. 535-541, 2021. Taylor &

Francis. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1080/14656566.2020.1867538>.)[009]
[9]. Um ponto critico quanto ao tratamento de doencas

infecciosas € o desenvolvimento e introducdo de novas drogas no
mercado, que ocorre de forma desproporcional ao aumento das taxas
de resisténcias a multiplas drogas. Nas Ultimas quatro décadas apenas
cinco (05) novas classes de antimicrobianos entraram no mercado e
foram adicionadas a prdatica clinica. (GOLAN, David E. et al. Principios
de farmacologia: a base fisiopatoldégica da farmacologia. 3. ed. Rio de
Janeiro: Guanabara. Koogan, 2018.)

[10]. Ao pesquisar sobre o desenvolvimento de medicamentos
inclusive antimicrobianos, percebe-se que a natureza representa uma
fonte excepcional para pesquisas e desenvolvimento de novos
compostos com acoes diversas.

[11]. Os peptideos antimicrobianos ainda sdo  pouco
empregados principalmente na drea clinica e sdo alvo do interesse de
pesquisadores. Esses peptideos podem ser de origem natural ou
sintética e a maioria dos peptideos age atacando a membrana
plasmatica da célula bacteriana. Desta forma ocorre a morte celular
num tempo o curtoo que O que levanta a hipdtese de que sGdo menos
propensos a inducdo de resisténcia aos antibidticos convencionais.
(MEMARIANI, H.;, MEMARIANI, M.; ROBATI, R. M., et al. Anti-
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Staphylococcal and cytotoxic activities of the short anti-microbial

peptide PVP. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 36, n.

11, p. 1-14, 2020. Springer Netherlands. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1007/511274-020-02948-6>.)
[12]. As defensinassdo peptideos de defesa do hospedeiro, e

estdo presentes em secrecdoes de pele e hemolinfa de insetos. Estas
poderiam seroutras fontes de substdncias contra bactérias patogénicas.
Por exemplo, a peconha de aranhas e escorpidoes pode representar
fonte a ser explorada para agentes antimicrobianos.

[13]. As aranhas do género Loxosceles spp. sGo comuns na
Ameérica do Sul, incluindo o Brasil. Seu veneno (ou defensina) foi pouco
quanto ao seu potencial anfimicrobiano e desenvolvimento de novas
moléculas. As aranhas do género Loxosceles spp. compreendem cerca
de 130 espécies, enfre elas, a Loxosceles intermedia. Os acidentes
causados por esta aranha sdo relativamente comuns. E causam reacdo
local caracterizada por dermonecrose. Em raros casos pode haver uma
reacdo sistémica. Em geral o veneno destas aranhas € formado por
peptideos e glicoproteinas de baixo peso molecular. (GREMSKI, L. H.;
TREVISAN-SILVA, D.; FERRER, V. P.; et al. Recent advances in the
understanding of brown spider venoms: From the biology of spiders to
the molecular mechanisms of toxins. Toxicon, v. 83, p. 921-120, 2014.
ElsevierlLtd. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2014.02.023>).

[14]. O volume de veneno produzido por essa aranha varia em
microlitros e contém de 20 a 200 yg de proteinas no total. De acordo
com Gremskiet al. 2014 a quantidade e conteddo do veneno produzido
dependerd de fatores como tamanho, sexo, estado nutricional e fatores
ambientais relacionados a aranha. O grupo ICK compreende a maior
parte dos compostos no veneno dessas aranhas, cerca de 95% das

toxinas presentes no veneno de Loxosceles intermedia. (GREMSKI, L. H.;
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TREVISAN-SILVA, D.; FERRER, V. P.; et al. Recent advances in the
understanding of brown spider venoms: From the biology of spiders to
the molecular mechanisms of toxins. Toxicon, v. 83, p. 921-120, 2014.
ElsevierlLtd. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2014.02.023>).

[15]. Com a explosdo dos estudos sobre peptideos
antimicrobianos  percebeu-sea necessidade de aprimorar Qs
metodologias até entdo usadas. A identificacdo experimental € um
método caro e demorado, o que impulsionou o desenvolvimento de
ferramentas de friagem in silico como os algoriimos CAMPR3 e
AtbPpred, ferramentas utilizadas nesta pesquisa.

[16]. O AlgoritimoCAMPR3 fornece informacdes abrangentes
sobre peptideos antimicrobianos, incluindo a previsdo e o recurso de
design racional de peptideos antimicrobianos por meio da substituicdo
de residuos de aminodcidos no peptideo de interesse. MANAVALAN, B.;
BASITH, S.; SHIN, T. H.; WEI, L.; LEE, G. AtbPpred: A Robust Sequence-Based
Prediction of Anti-Tubercular Peptides Using Extremely Randomized Trees.
Computational and Structural Biotechnology Journal, v. 17, p. 972-981,
2019. The Authors. Disponivelem:
<https://doi.org/10.1016/j.csbj.2019.06.024>.

[17]. AtbPpred é uma ferramenta para a predicdo de peptideos
antituberculose baseado em um modelo de previsdo de duas
camadas. (WAGHU, F. H.; BARAI, R. S.; GURUNG, P.; IDICULA-THOMAS, S.
CAMPR3: A database on sequences, structures and signatures of
antimicrobial peptides. NucleicAcidsResearch, v. 44, n. D1, p. D1094-
D1097, 2016.).

[18]. Visando aprofundar nas inovacdes relacionadas a
peptideos antimicrobianos derivados de veneno de aranhas o atual
estado da arte foi avaliado por meio de busca de documentos

patentdrios referentes a peptideos antimicrobianos derivados do
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veneno de aranhas. As buscas patentdrias foram realizadas nas bases
de dados Patentscope e do INPI (Instituto Nacional da Propriedade
Industrial).

[19]. Na base patentscope quando realizada a busca por meio
do termo “PEPTIDE [AND] ANTIMICROBIAL [AND] VENOM" foram
encontradas as patentes WO/2003/03567 e AU 2002363081 ambas
relacionadas a peptideos anfimicrobianos do veneno da aranha
Cupienniussalei. O documento WO/2003/03567 trata de um peptideo
inseticida e fambém bactericida com uma massa molecular de 3.701,25
Da que foi isolado do veneno deCupienniussalei denominado CSTX-4.
Os relatdrios ndo divulgam nenhum dado de sequénciaaminoacidica.
De acordo com o documento, a atividade antimicrobiana para o
peptideo CSTX-4 foi determinada por concentracdo inibitdéria minima
em microdiluicdo em caldo, frente as bactérias Escherichia coli ATCC
25922; Staphylococcus aureus ATCC 29213; Enterococcusfaecalis ATCC
29212, Pseudomonasaeruginosa ATCC 27853.

[20]. Na mesma base de dados ao realizar a busca por meio do
termo “ANTIBIOTIC [AND] PEPTIDE [AND] VENOM" foram encontradas
oito (08) patentes. A patente CN1683399 descreve um peptideo do
veneno de vespa com atividade de inibicdo de bactérias, fungos, virus
e crescimento de células tumorais e com a vantagem de ndo
apresentar atividade de hemodlise. Os autores reivindicam seu uso na
preparacdo de medicamentos para o tratamento de doencas
infecciosas microbianas patogénicas e tumorais. Na patente CN1683399

o peptideo foi testado frente aos microrganismos Escherichia

CoOliIATCC25922,Staphylococcus aureus ATCC
2592,Pseudomonasaeruginosa CMCCBI10104,
Klebsiellapneumoniae,Bacillusmagaterium eBacillussubitilis. Outro

documento (CN101070340) descreve um peptideo derivado da Vespa

magnifica Smith com atividade antimicrobiana de amplo espectro,

Peticéio 870210103782, de 10/11/2021, pag. 13/38



7/19

testada frente as bactérias Escherichia coli ATCC25922,Staphylococcus
aureus ATCC 2592 ePseudomonasaeruginosa CMCCBI10104 e
antitumoral, também estd descrito seu método de preparacdo e de
aplicacdo.

[21]. O depdsito CN105456143 traz uma esséncia para remogdo
de acne contendo peptideo antimicrobiano de veneno de cobra com
base na atividade antimicrobiana de seus componentes que incluem
peroxidase, fosfolipase A2, toxina de membrana e peptideos
antimicrobianos  de  catelicidina, identificando o  peptideo
anfibacteriano catelicidina-BF, derivada do veneno da cobra anelada
dourada, com acdo bactericida contra acne. O documento ndo fraz
uma avaliacdo especifica da atividade antimicrobiana, apenas cita
que a acdo se da contra o bacilo da acne.

[22]. O peptideo RLL (CN111423501) do veneno de escorpido
tem efeito inibitério altamente eficaz sobre Escherichia coli
Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Salmonellatyphimurium, com
atividade hemolitica baixa.

[23]. Vejovina (MX/a/2009009090) & um peptideo isolado e
purificado do veneno escorpido Vaegjovismexicanus que pPossui
componentes neurotdxicos. A maioria dessas toxinas apresenta folha B
pregueada, ligada a uma alfa-hélice anfipdtica e um fragmento
emaranhado por pontes dissulfeto. A estrutura tridimensional € formada
por trés ou quatro dessas ligacoes dissulfeto, geralmente com atividade
antibiética. Porém, tdxica para organismos diferentes por causarem
dano as membranas bioldgicas das quais se ligam. Vejovina mostrou
atividade antibidtica contra Escherichia coli, Enterobactercloacae,
Klebsiellapneumoniae e Pseudomonasspp..

[24]. O peptideo Css54 (MX343126) foi isolado e purificado do
veneno do escorpido Cenfruroidessuffusussuffusus. O peptideo foi

testado com Pseudomonasaeruginosa, E. coli, Enterococcusfaecalis,
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Bacillussubtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcusepidermidis e
Candidaalbicans.

[25]. Existe ainda o peptideo hibrido (MX2011007177) e suas
variantes, sintetizado quimicamente a partir de andlogos isolados do
veneno do escorpido Hadrurusgertschi (Patente Mexicana No. 985522,
julho 31, 2007) e Vaejovismexicanus (Pedido de Patente n°® MX / a / 2009
009090, 26 de agosto de 2009) com modificacdes no que diz respeito ao
nimero de aminodcidos e 4 natureza quimica dos mesmos. O
documento ndo fraz maiores informacdes em relacdo qos
microrganismos em que o peptideo foi testado.

[26]. Em relacdo a peptideos antimicrobianos derivados de
veneno com acdo contra o género Mycobacterium spp., henhum
documento foi encontrado nas bases de patentes nacionais e
intfernacionais.

[27].  Portanto, o estado atual do campo da presente inovacdo
indica que foram desenvolvidas e protegidas formulacdes contendo
peptideos, sintéticos ou naturais, provenientes de diversas fontes,
inclusive do veneno de cobras e escorpides. Porém, ndo hd trabalhos
indicando peptideos sintéticos baseados em proteinas de aranhas,
especialmente da aranha Loxosceles intermedia.

Descricdo da abordagem do problema técnico

[28]. A presente invencdo inclui o peptideo sintético P.LOX5 de
sequéncia de aminodcidos (SEQ No 01) mimético ao da aranha
Loxosceles intermedia e seu uso como agente antimicrobiano.

[29]. Desde a descoberta da Penicilina, vem surgindo linhagens
bacterianas resistentes aos antibidticos disponiveis. O uso indiscriminado
destes fdrmacos ao longo dos anos conftribuiu para o surgimento destas
linhagen:s.

[30]. Como dalternativa para amenizar esse problema, o

comércio de antibidticos passou a ser controlado por érgdo regulador,
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sendo alguns antibidticos limitados ao uso hospitalar. Surgiram ainda
comités voltados ao estudo dos microrganismos frente aos antibidticos,
com o objetivo de padronizar e dar direcionamento no tratamento de
pacientes com doenca infecciosa e o uso coerente destes fadrmacos
pela classe médica.

[31]. Apesar dos esforcos ao longo dos anos, a resisténcia
antimicrobiana estd cada vez mais presente inclusive em infeccdes na
comunidade. Em confrapartida, o desenvolvimento de novos
antimicrobianos € um processo oneroso e lento quando comparado a
evolucdo da resisténcia nos perfis de susceptibilidade de
microrganismos diversos.

[32]. Cada vez mais a busca por alternativas se mostra
necessaria e com isso se faz notdrio o desenvolvimento de peptideos
antimicrobianos como uma opc¢cdo no desenvolvimento de novos
farmacos.

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

[34]. Esses peptideos podem ser entdo produzidos por meio de
sintese quimica utilizando equipamentos especializados, sendo possivel
a otimizacdo do tempo no processo de andlise e avaliacdo destas
moléculas.

[35]. Os peptideos apresentam ainda a vantagem de em geral
serem molécula de baixa imunogenicidade devido ao tamanho
pequeno o que contribui para reducdo de efeitos colaterais quando

utilizados como farmacos.

Descricdo detalhada da Invencdo
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[36]. A presente invencdo refere-se ao peptideo sintético P.LOX5
(SEQ No 01) derivado de proteina presente no veneno da aranha
Loxosceles intermedia apresentando atividade antimicrobiana.

[37]. A utilizacdo do peptideo P.LOX5 como antimicrobiano se
dd preferencialmente contra espécies de bactéria.

[38]. O peptideo foi desenvolvido a partir da triagem in silico das
proteinas descritas no banco de dados Swiss-Prot por meio dos
algoritmosCampR3 (WAGHU, F. H.; BARAI, R. S.; GURUNG, P.; IDICULA-
THOMAS, S. CAMPR3: A databaseonsequences,
structuresandsignaturesofantimicrobialpeptides. Nucleic Acids Research,
v.44,n.D1, p. D1094-D1097, 2016.) e AtbPpred (MANAVALAN, B.; BASITH,
S.; SHIN, T. H.; WEI, L.; LEE, G. AtbPpred: A Robust Sequence-Based
Prediction of Anti-Tubercular Peptides Using Exiremely Randomized Trees.
Computational and Structural Biotechnology Journal, v. 17, p. 972-981,
2019. The Authors. Disponivelem:
<https://doi.org/10.1016/j.csbj.2019.06.024>)

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

[40]. O peptideo desenvolvido foi avaliado frente a diferentes
espécies de bactérias. Os resultados obtidos serdo detalhados nos
exemplos a seguir. Exemplos de obtencdo dos peptideos (exemplos 1 e

2) e avaliacdes de atividade antimicrobiana (3) e de citotoxicidade (4).

Exemplo 1 — Método para obtencdo e triagem do peptideo

[41]. O peptideo foi desenvolvido a partir da predicdo in silico

dos peptideos antimicrobianos presentes na proteina loxtox i2 da familia
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de proteinas loxtox de Loxosceles intermedia descrita no banco de
dados Swiss-Prot.

[42]. A escolha de Loxosceles intermedia se deu pelo fato de ser
um género amplamente distribuido na América do sul, e a espécie
bastante comum na cidade de Curitiba em que foi readlizada a
pesquisa. Apoia-se ao fato de haver deficiéncia de estudos sobre
peptideos antimicrobianos derivados da espécie. O peptideo foi
desenvolvido por meio da predicdo in silico a partir da proteina loxtox i2,
trata-se de um fragmento composto por 25 aminodcidos com
modificacdes nas posicdes 11, 12 e 23 o que faz com que ndo seja uma
sequéncia natural (SEQ No 01).

[43]. Foi utilizada primeiramente a ferramenta
PredictAntimicrobialregionwithinPeptides disponivel em CAMPR3 -
CollectionofAnti-MicrobialPeptides
(http://www.camp3.bicnirrh.res.in/index.php), um algoritmo de previsdo
de peptideos antimicrobianos. MANAVALAN, B.; BASITH, S.; SHIN, T. H.;
WEI, L.; LEE, G. AtbPpred: A Robust Sequence-Based Prediction of Anti-

Tubercular Peptides Using Extremely Randomized Trees. Computational

and Structural Biotechnology Journal, v. 17, p. 972-981, 2019. The
Authors. Disponivelem: <https://doi.org/10.1016/j.csbj.2019.06.024>.

[44]. Foram readlizadas modificacdes nas sequéncias dos
peptideos naturais com objetivo de melhorar a atividade
antimicrobiana. As modificacdes foram selecionadas a partir do recurso
Rational Design ofAntimicrobialPeptides disponivel em CampR3. Trata-se
de um recurso de design racional de peptideos antimicrobianos por
meio da substituicdo de residuos de aminodcidos no peptideo de
inferesse.

[45]. Uma nova triagem especifica foi realizada por meio das
feramentas  AntiTB_MD e AntiTB_RD disponiveis em AtbPpred
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(hitp://thegleelab.org/AtbPpred/index.html) para a predicdo de

peptideos antituberculose baseado em um modelo de previsdo de
duas camadas. WAGHU, F. H.; BARAI, R. S.; GURUNG, P.; IDICULA-
THOMAS, S. CAMPR3:. A database on sequences, structures and
signatures of antimicrobial peptides. NucleicAcidsResearch, v. 44, n. D1,
p. D1094-D1097, 2016.

[46]. O peptideo selecionado (SEQ No 01) foi denominado de
P.LOXS.

[47]. P.LOX5 foi avaliado quanto a homologia, relacdo da
sequéncia de aminodcidos a outras patentes por meio do algoritmo
BLASTp (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgiePAGE=Proteins) na base
de dados “Sequéncia de proteinas patenteadas (pataa)”. A sequéncia
com maior similaridade apresentou 88% de identidade e 100% de
cobertura (US8287860).

[48]. A Tabela 1 mostra a similaridade com sequéncias
patenteadas e traz o resultado da busca de cinco sequéncias com
maior similaridade. Ndo existe homologia com nenhuma sequéncia,
sendo o P.LOX5 é um novo peptideo ainda ndo patenteado conferindo-
lhe a condicdo de invencdo. O que era esperado uma vez que se trata
de uma sequéncia com base em uma sequéncia natural. Porém, com
diversos aminodcidos modificados visando aumentar a acdo

antimicrobiana.

Tabela 1 - Similaridade do peptideo P.LOX5 com sequéncias j&
patenteadas.
Descrigcdo Cobertura Valor de E Identidade
Sequéncia 13 da patente US8287860 100% S5e-12 88%
Sequéncia 30 da patente US8287860 100% 3e-08 76%
Sequéncia 11 da patente US8287860 100% 3e-08 76%
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Sequéncia 28 da patente US8287860 100% 3e-08 76%
Sequéncia 19 da patente US8287860 84% S5e-04 71,43%

[49]. O peptideo artificial desenvolvido P.LOX5 (SEQ No 01) foi
avaliado quanto a homologia em relacdo a sequéncias naturais por
meio do algoritmo Blastp
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi¢ePAGE=Proteins) na base de
dados “Sequéncias de proteinas ndo redundantes (nr)”. A sequéncia
com maior similaridade apresentou 88% de identidade e 100% de
cobertura. A Tabela 2 traz o resultado da busca mostrando as cinco
sequéncias naturais com maior similaridade. Ndo existe homologia com

nenhuma sequéncia, sendo o P.LOX5 um peptideo ndo natural.

Tabela 2 - Similaridade com sequéncias naturais

Organismo Cobertura ldentidade
Loxosceles infermedia 100% 88%
Loxosceles infermedia 100% 88%
Loxosceles intermedia 100% 88%
Loxosceles intermedia 100% 88%
Loxosceles infermedia 100% 88%

Exemplo 2 - Método para obtencdo do peptideo

[50]. Foi redlizada a sintese automatizada do peptideo
P.LOX5baseada na técnica de sintese em suporte sélido (Resende e
Soccol, 2016) utilizando o sintetizador automatizado MultiPepRSi (Intavis).
A sintese foi realizada em colunas descartdveis contendo resina
derivatizada como suporte sélido e utilizando aminodcidos modificados

com grupos funcionais de protecdo Fmoc. (Resende, Rodrigo, R. e
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Soccol, Carlos, R. Biotecnologia aplicada a agro & industria:
fundamentos e aplicacdes. 4° edicdo. Sao Paulo: Blucher, 2016).

[51]. O peptideo foi quantificado por meio do kit de andlise de
proteinas (ThermoScientific™ MicroBCA™), que € uma formulacdo de
dcido bicinconinico compativel com detergente para a deteccdo
colorimétrica e quantificacdo de proteina total. Uma adaptacdo do
ThermoScientific ™ BCA ProteinAssay Kit.O procedimento foi realizado
de acordo com as instrucdes do fabricante (PIERCE BIOTECHNOLOGY.
Micro BCA Protein Assay Kit. Termo Scientific, v. product nu, n. 23235, p.
1-6, 2017).

Exemplo 3 - Método para determinacdo da afividade

antibacteriana

[52]. A determinacdo da atividade antibacteriana, foi realizada
pelo método de microdiluicdo em caldo, avaliando a taxa de
mortalidade celular, frente as linhagens S. aureus ATCC 25923,
E.faecalisATCC 51299, P.aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922 e Mycobacterium tuberculosis.

[53]. A cepa E.faecalisATCC 51299, é resistente a vancomicina
de acordo com cerfificado disponivel em
www.atcc.org/products/51299.

[54]. Para coco Gram positivo S. aureus ATCC 25923 (Figural) e
para o bacilo Gram negativo E.coli ATCC 25922 (Figura2) foi utilizado
caldo Mueller Hinton como diluente para o preparo de uma série de
solucoes do peptideo antimicrobiano.

[55]. Foram preparadas diluicdes sequenciais usando o método
de diluicdo dupla em uma placa de 96 pocos, sendo que cada poco
contém 100 pL da solucdo do peptideo. As concentracdes finais
testadas foram 0,25-0,50-1,0-2,0-4,0-8,0-16,0-32,0 € 64,0 ug/mL.
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[66]. Para M.tuberculosisforam testadas as concentracdes 8,0 —
16,0-32,0 € 64,0 ug/mL.

[57]. Em seguida, foi adicionado igual volume da solucdo
bacteriana na concentracdo 1x108, determinada de acordo com a
escavanefelométrica de Mac Farland. Configurou-se como controle
positivo do teste o cultivo (poco) que contém suspensdo bacteriana,
mas nenhum peptideo antimicrobiano.

[58]. As placas foram Incubadas em estufa a 37 °C por 18-24 h.
Passado esse tempo, para determinacdo da viabilidade celular
bacteriana por meio de revelador MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thyazolyl)-2,5-
diphenyl2-tetrazolium bromide), preparou-se uma solucdo de 5 mg/mL
de MTT em dgua destilada, adicionou-se 10 yL da solucdo em cada
poco e incubar a placa protegida da luz por 30 min para S. aureus
ATCC 25923 ou E.coli ATCC 25922.

[59]. Passados 30 minutos foi medido o valor da absorbéncia no
comprimento de onda de 585 nm com auxilio de um leitor de
microplaca.

[60]. Para M.tuberculosis cepa H37Rv (Figura 3) utilizou-se caldo
Midelbrook 7H? suplementado com 10% v/v de OADC (dcido oleico-
albumina-dexirose-catalase) como diluente para o preparo das
solucdes gradientes. As placas foram Incubadas a 37 °C por sete dias.
Passado esse tempo, para determinacdo da concentracdo inibitdria
minima por meio de revelador MTIT, foi preparada a solucdo de 5
mg/mLem dgua destilada, adicionados 10 yL da solucdo em cada
poco e a placa incubada protegida da luz por 24 horas. O valor da
absorbdncia foi medido a 585 nm com um leitor de microplaca para
determinacdo da taxa de mortalidade celular. (BRASIL. Manual
Nacional de VIGILANCIA LABORATORIAL da TUBERCULOSE e outras
MICOBACTERIAS. 2008).

Peticao 870210103782, de 10/11/2021, pag. 22/38



16/19

[61]. A taxa de mortalidade de E. coli ATCC 25922 foisuperior a
50% frente aP.LOX5 na concentracdo de 16 ug/mL (Figura 1).

[62]. A taxa de mortalidade de P. aeruginosa ATCC 27853
foisuperior a 50% frente aP.LOX5 na concentracdo de 16 uyg/mL (Figura
2).

[63]. A taxa de mortalidade de S. aureus ATCC 25923, foisuperior
a 50% frente a P.LOX5 na concentracdo de 32 ug/mL (Figura 3).

[64]. A taxa de mortalidade de E.faecalisATCC 51299, foisuperior
a 50% frente a P.LOX5 na concentracdo de 32 ug/mL (Figura 4).

[65]. A taxa de mortalidade de M. tuberculosis H37RV foi superior
a 50% frente a P.LOX5 na concentracdo de 64 ug/mL (Figura 5).

Exemplo 4 - Método para determinacdo da toxicidade celular

[66]. Visando idenftificar uma possivel acdo citotdxica da
formulacdo contendo o peptideo P.LOX5, avaliou-se a viabilidade
celular pelo método com reagente MTT em modelo in vitro de linhagem
celular HaCat.

[67]. Uma dliquota da linhagem celularHaCat mantida a-80 °C
foi re-ativada e mantida em meio RPMI suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). Os cultivos foram incubados a 37 °C em 5% CO2 e
atmosfera Umida (> 80%).

[68]. Para manutencdo do cultivo e subcultivo, o meio foi
descartado e o cultivo aderido foi lavado com 10 mL de solucdo
tampdo fosfato-salina (PBS), em seguida, adicionado 3mL de tripsina a
0,05% e incubado a 37 °C por 3 min para desprendimento das células
aderidas na garrafa de cultura. As células liberadas com auxilio de alca
e a ftripsina inafivada com meio RPMI suplementado (10% SFB). O
conteldo do frasco de cultivo foi transferido para um tubo de

centrifuga de 15 mL estéril e centrifugado por 5 minutos a 1.500 rom, o
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sobrenadante desprezado e o pellet contendo as células foi
ressuspendido em 1 mL de meio RPMI (10% SFB). Semeou-se as células
em novas garrafas de cultivo de 25 mL.

[69]. Quando as células atingiram até 90% de confluéncia,
realizou-se o desprendimento e contagem celular em cdmara de
Neubauer emmicroscoépio Optico. Foram inoculadas 1x103 células por
poco em microplacas de 96 pocos com volume final de 100 uyL por
poco. O cultivo em microplaca foi mantido por 24 horas em estufa a 37
°C em atmosfera Umida com 5% de CO». Apds as 24 h de incubacdo as
placas foram analisadas por microscopia de luz invertida para avaliar se
houve crescimento e aderéncia das células.

[70]. Ao atingir o crescimento ideal, o sobrenadante foiretirado e
as células aderidas foram lavadas com solucdo tampdo PBS a 37 °C.
Aos pocos da microplaca foram adicionados 100 uL de meio RPMI
suplementado com 100 yL da solucdo do peptideo ou antibidtico teste
para controle da morte celular. Obtendo-se concentracdes finais de 64
Hg/mL 32 ug/mL 16 yg/mL e 8 ug/mL. A placa foi incubada por 24 h.

[71].  Apds as 24 h de incubacdo e exposicdo ao composto alvo,
o sobrenadante foi removido e as células aderidas foram lavadas com
PBS a 37 °C. Adicionou-se as cavidades da microplaca 100 yL de
solucdo de MTT a 5 mg/mL diluido em meio. Incubou-se por 30 min ao
abrigo da luz em temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e entdo adicionado 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO) e
homogeneizado. A absorbdncia foi medida em leitor de microplacas
em comprimento de onda de 585 nm.

[72]. Calculou-se o percentual de morte celular relativo a uma
viabilidade de 100% para o experimento controle sem fratamento. O

resultado foi expresso em % (Figura 6).
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[73]. O percentual de morte celular avaliado mostrou toxicidade

inferior a 10% para o peptideo quando aplicado em células HaCat.

Descricdo das figuras
[74]. Figura 1: Acdo de P.LOXS (SEQ ID No 01) contra Escherichia
coli ATCC 25922. A figura 1 mostra o percentual de morte celular de
Escherichia coli ATCC 25922 frente ao peptideo P.LOX5 (SEQ ID No 01).

¥+ representa diferenca estatistica (P<0,005) em relacdo a

concentracdo seguinte.

[75]. Figura 2: Acdo de P.LOX5 (SEQ ID No 01)
contraPseudomonasaeruginosa ATCC 27853. A figura 2 representa o
percentual de morte celular da bactéria Pseudomonasaeruginosa
ATCC 27853 frente ao peptideo P.LOX5 (SEQ ID No 01). *** representa
diferenca estatistica (P<0,0005) em relacdo a concentracdo seguinte.

[76]. Figura 3: Acdo de P.LOX5 (SEQ ID No
Ol)contraStaphylococcus aureus ATCC 25923. A figura 3 representa o
percentual de morte celular da bactéria Staphylococcus aureus ATCC
25923 frente ao peptideo P.LOX5 (SEQ ID No 01). *** representa
diferenca estatistica (P<0,0005) em relacdo a concentracdo seguinte. **
representa diferenca estatistica (P<0,005) em relacdo & concentfracdo
seguinte.

[77]. Figura 4: Acdo do peptideo P.LOX5
contraEnterococcusfaecalis ATCC 51299. A figura 4 representao
percentual de morte celular da bactéria Enterococcusfaecalis ATCC
51299 frente ao peptideo P.LOX5 (SEQ ID No 01). *** representa
diferenca estatistica (P<0,0005) em relacdo a concentracdo seguinte.

[78]. Figura 5: Acdo de P.LOX5 (SEQ ID No O01) contra
Mycobacterium tuberculosis H37RV. A figura 5 representa o percentual

de morte celular da bactéria Mycobacterium tuberculosis H37RV frente
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ao peptideo P.LOX5 (SEQ ID No 01). *** representa diferenca estatistica
(P<0,0005) em relacdo a concentracdo seguinte.

[79]. Figura é: Toxicidade celular de P.LOXS (SEQ ID No 01) em
células HaCat. A figura 6 representa o percentual de morte celular de
células HaCat frente ao peptideo P.LOX5 (SEQ ID No 01). * representa

diferenca estatistica (P<0,05) em relacdo dconcentracdo seguinte.

Definicoes

[80]. O termo “antimicrobiano” ou “antibacteriano” se
refere a um agente que produz efeitos bactericidas ou
bacteriostaticos. (GOLAN, David E. et al. Principios de
farmacologia: a base fisiopatoldgica da farmacologia. 3. ed. Rio
de Janeiro: Guanabara. Koogan, 2018).

[81]. O termo “bactericida” refere-se a fdarmacos que
matam bactérias.(GOLAN, David E. et al. Principios de
farmacologia: a base fisiopatoldgica da farmacologia. 3. ed. Rio
de Janeiro: Guanabara. Koogan, 2018).

[82]. O termo “bacteriostatico” refere-se a fdrmacos que
inlbbem o crescimento da bactéria sem causar a sua
morte.(GOLAN, David E. et al. Principios de farmacologia: a base
fisiopatoldégica da farmacologia. 3. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara. Koogan, 2018).

[83]. 79 O termo "antibidtico” se refere a um produto
natural com efeito antimicrobiano (Franco, André, S. e José
Eduardo Krieger. Manual de Farmacologia . Sdo Paulo: Editora
Manole, 2016).
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REIVINDICACOES

1. Peptideo sintético caracterizado por compreender a sequéncia de

amino dcidos SEQ No 01, identificado como P.LOX5.

2. Peptideo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por ser

capaz de atuar como agente bactericida, bacteriostdtica contra
espécies de bactérias gram positivas, gram negativas e incluindo
Mycobacterium tuberculosis.

3. Peptideo, de acordo com as reivindicacoes 1 e 2, caracterizado por

ser produzido por sintese quimica.

4. Peptideo, de acordo com as reivindicacoes 1 e 2, caracterizado por

ser produzido por via recombinante.
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Figura 2 —
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Figura 3 —
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Figura 4 -
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