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Com o aumento da resisténcia microbiana aos antibiéticos convencionais, peptideos antimicrobianos e nanoparticulas de alumina
surgem como alternativas promissoras. Este trabalho apresenta a sintese de nanobioestruturas formadas pela conjugacéo do
peptideo Lunatina-1 com nanoparticulas de alumina, explorando diferentes estratégias de ligacéo (nas regides N- e C-terminais).
Os resultados mostram que a ligacéo pela regido C-terminal favorece a atividade antimicrobiana e a interagdo com membranas.
As estruturas foram caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissdo (MET) e ressonancia magnética nuclear em fase
solida (RMNss), avaliadas quanto a atividade antibacteriana, testes de degradacdo enzimatica e parametros de ordem de deutério

de fosfolipidio marcados, obtidos por RMNss.
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Introducéo
Os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém despertado grande
interesse como alternativas promissoras aos antibioticos tradicionais,
especialmente frente a crescente ameaca da resisténcia bacteriana *.
O peptideo Lunatinal (FIGGLLKTLTSFF-NHz) ¢ um PAM que
demonstra ampla atividade contra diversas cepas bacterianas,
incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Apesar de seu
potencial terapéutico, a aplicagdo dos peptideos é limitada por fatores
como baixa estabilidade em meios bioldgicos e répida degradacdo
por enzimas proteoliticas>. Com o objetivo de contornar essas
limitacBes, este estudo prop6s a ligagdo covalente do peptideo
Lunatinal a nanoparticulas de 6xido de aluminio (yAl2Os), formando
nanobioestruturas hibridas com propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas otimizadas 2. O trabalho se promove uma comparacédo
entre dois modos distintos de conjugacdo: a ligacao do peptideo pela
extremidade C-terminal, originando o composto NP-Lun-Ec
(FIGGLLKTLTSFFAAAE-NH:), e a ligagdo pela extremidade N-
terminal, originando 0 composto NP-Lun-En
(EAAAFIGGLLKTLTSFF-NH,). Para viabilizar a conjugagdo, um
residuo adicional de 4&cido glutdmico foi inserido na posi¢cdo
correspondente (C ou N-terminal), permitindo a ativacdo carboxilica
e a formacdo de uma ligagdo amida estdvel com grupos amino
presentes na superficie da nanoparticula. Também foram acrescidos
a sequéncia primaria trés residuos de alanina, que servem como
espacador do peptideo com a nanoparticula, para mantes sua
estrutura secundaria quando em contato com a membrana. A
proposta é investigar como a posicdo de ligacdo do peptideo a
nanoparticula afeta suas propriedades, como a atividade
antimicrobiana, a estabilidade frente a degradagdo enzimatica e sua
interagdo com membranas lipidicas. A hip6tese é que a variagdo na
extremidade de ancoragem pode influenciar diretamente a
acessibilidade da sequéncia ativa do peptideo, modificando seu

desempenho funcional. Dessa forma, o estudo busca contribuir para
o desenvolvimento de plataformas nanoterapéuticas mais eficientes,
durdveis e seletivas no combate a infec¢des bacterianas.

Experimental
A sintese dos peptideos foi realizada por sintese em fase sélida
(SPPS), via estratégia Fmoc. Apds sintese, os peptideos foram
purificados por HPLC, e as massas confirmadas por espectrometria
de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS). As
nanoparticulas de yAlLOs foram funcionalizadas com 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) para introducdo de grupos
amino livres. A conjugacdo com 0s peptideos ativados com 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) permitiu  formar
ligacbes amida entre os grupos carboxilicos dos peptideos e os
grupos amino das nanoparticulas. A confirmagéo foi feita por RMN
de 3C no estado sélido. A morfologia foi analisada por MET,
operando a 200 kV. A interacdo com membranas foi investigada por
RMN de deutério (2H NMRss), utilizando vesiculas de
POPC:POPGds: como sistema modelo. Os ensaios antimicrobianos
foram conduzidos contra cinco cepas bacterianas: S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa e A. baumannii. A concentragdo inibitoria minima

(MIC) foi determinada apds as cepas serem cultivadas em meio
Mueller-Hinton e inoculadas em placas de 96 pocos contendo
diferentes concentragBes dos peptideos livres e conjugados. A
estabilidade enzimética frente a tripsina foi avaliada por HPLC em
diferentes tempos de incubagdo, comparando peptideos livres e
conjugados.

Resultados e Discusséo
As imagens obtidas por MET mostraram que a morfologia das
nanoparticulas de alumina foi preservada ap6s conjugacdo com 0s
peptideos, mantendo a estrutura de nanofilamentos.



Figura 1: Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo, em
diferentes resoluges, de: A) NP (50 nm); B) NP-Lun-En (50 nm);
C) NP-Lun Ec (50 nm).
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A espectroscopia de 13C ssNMR evidenciou deslocamentos quimicos
compativeis com a formacdo de ligacbes amida. Observou-se a
mudanca do sinal da carbonila livre (~183 ppm) para um sinal mais
baixo (~176 ppm), tipico de ligacbes amida, confirmando a
conjugacdo covalente.

Figura 2: Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear 13C em fase
s6lida para NP, NP-OH, NP NH;, NP-Lun-En, NP-Lun-Ec, Lun-Ey
e Lun-Ec.
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Nos experimentos de 2H ssNMR com lipossomos, verificou-se que
NP-Lun-Ec induziu maior desordem nas bicamadas lipidicas do que
NP-Lun-En, com reducdo mais pronunciada dos parametros de
ordem. Isso sugere que a orientacdo do peptideo influencia
diretamente sua capacidade de insercéo e perturbaco da membrana.
Figura 3: Acoplamento quadrupolar de e parametros de ordem para
cada carbono da cadeia alifatica.
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Nos testes antimicrobianos, o peptideo Lun-1 mostrou boa atividade
contra diversas cepas, incluindo S. Aureus, E. Coli, P. Aeruginosa e
Acinetobacéria. A conjugacdo na forma NP-Lun-Ec manteve a
atividade em niveis similares ou levemente superiores em algumas
cepas, enquanto NP-Lun-Ey apresentou perda de eficacia em vérias
delas.

Tabela 1: Valores da concentragdo inibitéria minima (umol.L™?)
obtidos para diferentes cepas bacterianas para Lun-1, NP-E-Lun e
Lun-E-NP.

j i MIC (pmol.L)
Microorganismo
Lun-1 NP-E-Lun Lun-E-NP
Acinetobacteria 32,1 ND 40,0
(ATCC17978)
Escherichia coli 64,2 1285 48,0
(ATCC25922)
Pseudomonas aeruginosa 321 ND 321
(ATCC27853)
Staphylococcus aureus 8,0 64,2 16,0
(ATCC29213)

No estudo de degradacdo, os peptideos livres foram rapidamente
degradados por tripsina em menos de 10 minutos. Por outro lado, os
peptideos conjugados as nanoparticulas apresentaram inicio de
degradacdo apenas apds cerca de 2 horas de incubagdo,
demonstrando que a funcionalizagdo com y-Al.Os confere protecdo
contra acdo enzimatica, prolongando a estabilidade estrutural do
peptideo em ambiente fisioldgico.

Figura 4: Degradacéo proteolitica de peptideos livres e conjugados
analisada por HPLC na presenca de tripsina.
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Conclusoes

A conjugacdo covalente de peptideos antimicrobianos a
nanoparticulas de dxido de aluminio é uma estratégia eficaz para
aumentar sua estabilidade e preservar sua atividade biol6gica. A
variante NP-Lun-Ec apresentou desempenho superior & NP-Lun-En,
tanto na inducéo de desordem em membranas quanto na atividade
bactericida e resisténcia a degradacdo enzimatica. A posi¢do de
conjugacdo do peptideo na nanoparticula revelou-se fator
determinante no comportamento biofisico e funcional da
nanobioestrutura.
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