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RESUMO

A peconha da formiga Odontomachus chelifer contém um rico repertorio de moléculas com
potencial atividade bioldgica, sendo uma delas os peptideos antimicrobianos (AMPs). Este
trabalho avaliou a atividade antiparasitaria e antimicrobiana de trés peptideos (P1, P2 e P3)
derivados do transcriptoma dessa espécie. Inicialmente, os peptideos foram sintetizados por
sintese em fase solida (SPPS) e caracterizados in silico quanto as suas propriedades fisico-
quimicas, modelagem 3D e validagdo estrutural pelas ferramentas QMEANDisCo, Errat e
Ramachandran. Experimentalmente, nenhum dos peptideos mostrou citotoxicidade frente a
Leishmania (Leishmania) amazonensis, nas concentragdes testadas. Entretanto, determinou-se
a Concentracdo Minima Inibitéria (MIC) contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Candida albicans. Dois peptideos (P2 e P3) apresentaram atividade antibacteriana contra S.
aureus, ¢ todos demonstraram efeito contra E. coli e agdo antifingico, sendo o peptideo 1 o
mais eficaz contra Candida albicans (MIC = 62,5 pg/mL). Os resultados indicam que os
peptideos testados de O. chelifer possuem potencial para aplicagdes antimicrobianas, no

entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar seu mecanismo de agao.

Palavras-chave: Peptideos de formiga; estudos in silico; agao antimicrobiana.



ABSTRACT

The venom of the ant Odontomachus chelifer contains a rich repertoire of molecules with
potential biological activity, including antimicrobial peptides (AMPs). This study evaluated the
antiparasitic and antimicrobial activity of three peptides (P1, P2, and P3) derived from the
transcriptome of this species. Initially, the peptides were synthesized by solid-phase peptide
synthesis (SPPS) and characterized in silico regarding their physicochemical properties, 3D
modeling, and structural validation using tools such as QMEANDisCo, Errat, and
Ramachandran. Experimentally, none of the peptides showed cytotoxicity against Leishmania
(Leishmania) amazonensis at the tested concentrations. However, their Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) was determined against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and
Candida albicans. Two peptides (P2 and P3) exhibited antibacterial activity against S. aureus,
and all showed effects against E. coli and antifungal activity, with peptide P1 being the most
effective against C. albicans (MIC = 62.5 ng/mL). These findings indicate that O. chelifer-
derived peptides hold potential for antimicrobial applications; however, further studies are

required to elucidate their mechanism of action.

Keywords: Ant peptides; in silico studies; antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. Formigas e sua peconha.

As formigas sdo insetos que juntamente com as abelhas e vespas fazem parte da ordem
Hymenoptera e, apesar desses animais pertencerem a uma mesma ordem, a familia Formicidae
representa a maior variedade de animais peconhentos terrestres (Bararssé et al., 2022; Aili et
al., 2014). Essa familia reune cerca de 13.000 espécies conhecidas, sendo que elas estdo
distribuidas em 16 subfamilias e 330 gé€neros, sendo o Brasil o pais com a maior diversidade

desses animais na regiao Neotropical (Baccaro et al., 2015).

A subfamilia Ponerinae, composta por grande diversidade de formigas, inclui
aproximadamente 1.290 espécies organizadas em 50 géneros, sendo que no Brasil estdo
registrados ao menos 15 géneros e mais de 130 espécies. As formigas pertencentes a esse grupo
sdo encontradas, principalmente, nas florestas tropicais. Em sua maioria, esses insetos sio
predadores, mas podem ser considerados generalistas, uma vez que algumas espécies se

alimentam de polpa de frutos, sementes e carcagas de animais (Baccaro et al., 2015).

Morfologicamente (Figura 1), essas formigas sdo caracterizadas por um par de antenas com
12 segmentos, um peciolo unido ao géster, por meio de uma constri¢ao delgada, formando uma
estrutura continua. Além disso, elas apresentam um ferrdo, estrutura utilizada para inocular a

peconha em suas presas, bem desenvolvido e funcional (Baccaro ef al., 2015).



Figura 1 — Esquema morfoldgico de uma formiga da subfamilia Ponerinae

Antena

Fonte: Baccaro et al., 2015, modificado.

1.2. Género Odontomachus e Odontomachus chelifer.

Dentro da subfamilia Ponerinae encontra-se o género Odontomachus, o qual contempla 79
espécies, sendo que 14 dessas estdo registradas no Brasil (Bolton, 2025; Franga, Fernandes,
Bravo, 2024). Este género ¢ caracterizado por um corpo delgado, um peciolo conico e
mandibulas fortes e alongadas, as quais apresentam cerdas sensiveis e que sao utilizadas durante

o forrageio para a captura de presas (Baccaro ef al., 2015; Latreille, 1802).

Dentre as 14 espécies presentes no género Odontomachus e registradas no Brasil, encontra-
se a Odontomachus chelifer (Figura 2). Essa formiga ¢ nativa da América Latina e ¢ encontrada
principalmente no Cerrado Brasileiro. Ela apresenta habitos de uma predadora solitaria e uma
dieta carnivora, composta principalmente por artrépodes mortos e cupins (Silveira, 2024).
Morfologicamente, essa espécie ¢ caracterizada por um corpo alongado (entre 12—15 mm de
comprimento), possuindo uma mandibula forte, utilizada para atacar seus agressores, com uma

picada que causa dor aguda e intensa, além de sensa¢do de formigamento local (Latreille, 1802).



Figura 2 — Imagem ilustrativa da formiga Odontomachus chelifer

Fonte: Lemos, 2020.

Esta espécie, assim como muitas outras apresenta uma modifica¢do do aparelho ovopositor,
o qual ¢ denominada popularmente de ferrao (Aili ef al., 2014). Esse aparelho esta conectado
as glandulas de veneno, as quais sdo responsaveis por produzir ¢ armazenar a pegonha,
produzida pelas formigas (Guimaraes et al., 2023). O ferrdo tem a fun¢ao principal de inocular
a peconha em sua presa. As peconhas, em sua maioria sdo substdncias compostas por uma
mistura complexa de moléculas, sendo algumas delas: proteinas, polipeptideos, enzimas,

alcaloides aminas biogénicas, acido formico e hidrocarbonetos (Menk ef al., 2023).

Algumas espécies do género Odontomachus possuem como caracteristicas de sua peconha
a existéncia de proteinas com importantes atividades bioldgicas, como as hialuronidases e
algumas isoformas das fosfolipases A e A> (Guimaraes et al., 2023; Silva et al., 2015). Segundo

Guimaraes et al. (2023), a peconha da formiga Odontomachus chelifer apresenta diferentes



tipos de fosfolipases como as: PLA|, PLA>, PLB; e PLD. Essas enzimas ndo apresentam um
carater letal para as presas dessas formigas, entretanto, elas podem ter um papel sinérgico na

peconha, ajudando na letalidade.

1.3. Peptideos Antimicrobianos.

Além das proteinas presentes, as peconhas de formigas apresentam uma grande quantidade
de peptideos, que apresentam uma massa molecular entre 200 Da (daltons) e 10kDa (quilo

Dalton). (Foreman et al., 2021; Guimaraes et al., 2023).

Assim como as proteinas, a pegonha de formiga ¢ composta por diferentes tipos de
peptideos. Um exemplo € o peptideo ICK-like (Inhibitor cystine knot) encontrado na pegonha
da formiga Odontomachus monticola, que apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram negativas, Gram positivas e fungos (Zhang e Zhu, 2012). Além dessa acdo, esse peptideo
¢ conhecido por bloquear os canais i6nicos (Kazuma, 2017), sendo o mais comum o bloqueio
de canais de sédio feitos por individuos da subfamilia Ponerinae (Aili, 2014). Estes canais
i0nicos sdo responsaveis por contribuirem para a estabilidade do potencial de membrana,
manterem o equilibrio de ions no ambiente intracelular, além de terem um papel crucial na

transmissao de sinais intracelulares (Zhou et al., 2025).

Segundo estudos de Menk (2023), a peconha de Odontomachus chelifer apresenta 1022
peptideos em sua glandula, sendo que 75.5% destes sdo desconhecidos. Dentro deste arsenal,
foi descoberto a existéncia de 112 candidatos ndo redundantes a peptideos antimicrobianos
(AMP’s). De acordo com a predi¢do realizada, esses candidatos se mostraram mais globulares
e hemoliticos que o restante dos peptideos do secretoma. Desse modo, os AMP’s foram
divididos em 5 classes principais, sendo elas: crustin-like, defensin-like, hymenoptaecin-like,

ICK-type e abaecin-like (Menk et al.,2023).



Além do peptideo ICK-like, muitos outros, como as Myrmexins, Ectatomins,
Dinoponeratoxins, Ponericins, Defensins apresentam atividade antimicrobiana e esses recebem
a denominacdo de AMP’s. Eles sdo de extrema importincia tanto para auxiliar a fun¢do de
defesa do ninho das formigas, quanto para uma fun¢do menos conhecida, o armazenamento de
alimento mais eficiente. Essa funcdo se torna extremamente necessaria, uma vez que as
formigas sdo seres sociais € podem levar microrganismos patogénicos para a colonia. Sendo
assim, a fim de evitar o desenvolvimento desses microrganismos elas produzem em sua peconha

peptideos antimicrobianos (Aili ef al., 2014).

Os AMP’s, normalmente apresentam um tamanho que varia entre 12 e 50 residuos de
aminodacidos, além de terem diferentes classificagdes, as quais sdo definidas com base nos
aminoacidos que as compdem e em sua estrutura (Dhanjal et al., 2023). A principal classificagao
dessas moléculas é baseada em sua estrutura secundaria, sendo eles divididos em: a-hélice,

folha B e estrutura linear ou espiral aleatdria (Dhanjal et al., 2023).

Apesar dessas moléculas apresentarem o nome de peptideos antimicrobianos, elas também
sdo muito estudadas devido as suas outras atividades como: a¢do antitumoral (Pan et al., 2022),
antiviral, além de suas fungdes antifingica e antiparasitaria (Zahedifard et al., 2020; Dhanjal et

al., 2023).

De acordo com Pan et al, 2022, alguns peptideos antimicrobianos cationicos sintéticos,
derivados de AMPs a-hélice de formiga possuem acgdo antitumoral frente aos canceres de
pulmao e figado. Essa atividade se da pelo fato das células cancerigenas apresentam uma
membrana mais eletronegativa, quando comparado com células normais, fazendo com que

essas moléculas cationicas sejam atraidas pela diferenca de potencial.

Em outro trabalho, realizado por Zahedifard et al., 2020 foi visto que um peptideo

antimicrobiano e cationico derivado da geleia real de abelha conseguiu limitar o crescimento



da forma promastigota do parasito Leishmania major, por meio da ruptura da membrana e

alteracdes no potencial.

Considerando sua ampla atividade biologica, os peptideos antimicrobianos tém se mostrado
promissoras ferramentas biotecnologicas, com potencial para oferecer solucdes eficazes frente
a desafios relevantes, como a crescente resisténcia de bactérias a antibiodticos disponiveis no
mercado (Lima et al., 2020); tratamento alternativo para doengas negligenciadas como a
leishmaniose, visto que os medicamentos presentes no mercado apresentam alta toxicidade e
efeitos adversos (Zahedifard et al., 2020). No entanto, a baixa producdo destes compostos
(peptideos) na peconha e o pequeno tamanho destes insetos, faz com que este estudo seja
desafiador (Ascoét et al., 2023). Dessa forma, estudos de transcriptomas e posteriormente o

desenvolvimento de peptideos sintéticos sdo uma alternativa para contornar essa adversidade.

1.4. Uso da bioinformatica e da modelagem 3D.

Além dos estudos de transcriptoma, uma ferramenta amplamente utilizada ¢ a modelagem
3D a qual, prediz possiveis estruturas desses peptideos, auxiliando no entendimento do
mecanismo de a¢do dessas moléculas. A partir dessas estruturas preditas, ¢ possivel visualizar
quais seriam as provaveis intera¢des entre os peptideos e seus alvos (Nikolaev et al., 2018;

Kanitkar ef al., 2021)

A modelagem ¢ feita por diferentes métodos computacionais que se dividem,
principalmente, em dois grandes grupos. O primeiro dele, conhecido como homologia, refere-
se a estruturas que sdo feitas a partir de informag¢des de uma estrutura modelo relacionada ou
homologa. Ja o segundo grupo, chamado de ab initio, contempla métodos que tentam modelar
as estruturas 3D a partir das caracteristicas fisico-quimicas das moléculas estudadas. (Kanitkar

etal., 2021)



Apesar da modelagem ser uma alternativa mais rapida e barata para determinar a estrutura
tridimensional de uma molécula, ¢ preciso saber qual programa utilizar, para que a estrutura
final tenha uma acuracia de média a alta, sendo muito vezes necessario utilizar as duas

abordagens (ab initio e homologia) (Nikolaev et al., 2018; Kanitkar et al., 2021).

As andlises in silico sdo essenciais pois permitem a triagem racional de sequéncias
peptidicas com maior potencial bioativo, a predi¢cdo de propriedades estruturais e funcionais,
bem como a avaliagdo preliminar da toxicidade e estabilidade dessas moléculas. Ademais, essa
abordagem computacional otimiza tempo e recursos, direcionando as atividades experimentais
para candidatos mais promissores, aumentando a eficiéncia no desenvolvimento de novos

agentes terapéuticos.

2. OBJETIVO

O presente trabalho apresenta os seguintes objetivos geral e especificos a serem verificados

pela pesquisa desenvolvida.

2.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral realizar andlises in silico e avaliar o potencial
antiparasitario dos peptideos P1 (AAHVVKVRILASFL), P2 (SPGRIPHAAFRFGLLK) e P3
(IRPKKNRQRRYQSLAGYR) identificados no transcriptoma de O. chelifer frente ao
protozodrio Leishmania (Leishmania) amazonensis, bem como investigar sua acao
antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) e ao fungo Candida albicans (ATCC 90028).

2.2. Objetivos especificos

Para se alcangar o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram propostos:



e Avaliar parametros fisico-quimicos dos trés peptideos antimicrobianos identificados no

transcriptoma de O. chelifer;

e Modelar tridimensionalmente os peptideos e avaliar a qualidade das predicdes

realizadas;

e Sintetizar trés peptideos antimicrobianos identificados no transcriptoma de O. chelifer;

e Determinar a concentra¢do capaz de inibir 50% (ICso) da capacidade proliferativa dos

parasitos estudados;

e Determinar a concentragdo minima inibitoria (MIC) para cada cepa bacteriana e

fingica.

3. METODOLOGIA

Para que os objetivos determinados fossem alcancados, propds-se algumas metodologias
que foram executadas com os trés peptideos. A selecdo desses peptideos no transcriptoma foi

feita com base no tamanho dessas moléculas.

3.1. Estudos in silico

Com o objetivo de estudar os parametros moleculares e estruturais dos trés peptideos
antimicrobianos presentes na peconha de Odontomachus chelifer, foram empregadas duas
abordagens in silico por meio de ferramentas de bioinformatica: uma voltada para a analise das
caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos e outra para a predi¢do de suas estruturas

tridimensionais.

3.1.1. Estudos dos parametros fisico-quimicos

Para determinar os pardmetros fisico-quimicos dos trés peptideos, utilizou-se o programa

gratuito Expasy-ProtParam disponivel no enderego eletronico:



https://web.expasy.org/protparam/. Essa ferramenta permite o calculo de diferentes parametros

fisicos e quimicos de proteinas presentes no banco de dados UniProtKB (UniProt
Knowledgebase) ou de sequéncias de aminoacidos conhecidas, as quais sdo inseridas
manualmente no programa. Algumas das caracteristicas calculadas pelo Expasy-ProtParam sao:
a massa molecular, o ponto isoelétrico (pl) tedrico, a composi¢do de aminoécidos, a composi¢cao
atomica, o indice de instabilidade, o indice alifatico e a média geral de hidrofobicidade

(GRAVY).

As trés sequéncias dos peptideos antimicrobianos foram inseridas de forma manual e

individual ao programa, e os dados gerados estdo apresentados na Tabela 1.

3.1.2. Modelagem 3D dos peptideos.

As predicdes 3D dos peptideos foram geradas a partir do programa online AlphaFold Server

disponivel no endereco eletrdnico: https://alphafoldserver.com/, ele é um servigo online da

plataforma Google, que realiza previsdes de estruturas biomoleculares. Alguns dos tipos de
moléculas que podem ser preditas sdo: DNA, RNA, proteina, ions, ligantes e estruturas com
modificacdes quimicas. Para cada sequéncia modelada, o programa gerou 5 modelos 3D

diferentes e apresentou na interface principal aquele com o maior score.

Assim como no item 3.1.1., cada sequéncia foi submetida aos programas individualmente.
Apds a modelagem, cada predicdo foi verificada pelos métodos Errat e Ramachandran, por
meio de uma plataforma online, desenvolvido pela Universidade da Califérnia em Los Angeles
(UCLA) disponivel no enderego eletronico:

https://saves.mbi.ucla.edu/results?job=271404&p=procheck. O Errat analisa estatisticamente

as interacdes ndo ligadas entre diferentes tipos de atomos. J4 o Ramachandran verifica a
qualidade estereoquimica da estrutura de proteina, analisando a geometria por residuo e a

geometria geral da estrutura.


https://web.expasy.org/protparam/
https://alphafoldserver.com/
https://saves.mbi.ucla.edu/results?job=271404&p=procheck
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Além disso, verificou-se o score global obtido pelo QMEANDisco acessado por meio do

endereco eletronico https://swissmodel.expasy.org/qgmean/, o qual avalia as distancias Ca-Ca
pareadas de um modelo com restri¢cdes extraidas de estruturas homologas. Todas as pontuacdes
sdo combinadas usando uma rede neural treinada para prever pontuagdes de IDDT (local

Distance Difference Test) por residuo.

3.2. Sintese e Purificacao dos peptideos

A sintese e purificacdo dos peptideos antimicrobianos da formiga O. chelifer foi realizada
em colaboracao com o Professor Dr. Norival Alves Santos Filho, do Instituto de Quimica da

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), Campus Araraquara.

A sintese de peptideos foi feita de forma manual, seguindo a metodologia de sintese em
fase solida (SPPS), proposta por Carpino; Han (1972) e utilizando uma resina Rink Amida-
MBHA como suporte. J& a purificacdo dos peptideos foi realizada em modo semi preparativo,
utilizando um cromatografo Shimadzu, com uma coluna de tamanho 250 x 10 mm e as analises
das fragdes puras foram feitas por CLAE analitico em um cromatografo Shimadzu, com coluna
C18. Durante a caracterizagdo dos materiais obtidos foi usado um espectrometro de massa no
modo electrospray ionization (ESI) positivo. Por tltimo, as andlises de dicroismo circular foram
realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-715, em celas de 1,0 mm de caminho 6ptico com
6 varreduras por espectro com tempo de integracdo de 3 s por ponto. Em todos os testes

realizados, as leituras foram feitas a cada 0,5 nm.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas de baixo massa molecular

O gel foi realizado para averiguar a pureza e integridade dos peptideos que foram utilizados
nos demais testes. Para a realizagdo desse gel, foi usado a metodologia proposta por Schagger

(1987). O gel de poliacrilamida foi feito a 16,5%. Ele ¢ composto por 0,11% de glicerol, 49,5%
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de acrilamida, 0,065% de solugdo de persulfato de amonio, sendo que esse foi preparado a 20%,
0,0325% de TEMED e 0,15% de tampao do gel a 2M. O tampao de gel ¢ foi feito com Tris 2M
e 0,3% de SDS e seu pH deve ser de 8,45. As amostras testadas foram solubilizadas diretamente

no tampao de amostra do kit Ultra Low Range Molecular Weight Marker - Sigma.

A corrida foi feita utilizando dois tampdes de corrida, uma para o eletrodo catodo e outro
para o anodo. Para o tampao do eletrodo catodo utilizou-se: Tris 0,1M, Tricina 0,1M e SDS
0,1% e seu pH final ¢ de 8,25. Ja o tampao do anodo foi feito apenas com Tris 0,2M e seu pH
final foi de 8,9. As corridas seguiram os seguintes pardmetros: uma corrente que variou de

10mA a 20mA, uma voltagem de 85V, durante aproximadamente 8 horas.

3.4. Atividade Antiparasitaria

Para determinar a atividade antiparasitdria dos trés peptideos estudados, avaliou-se a

citotoxicidade desses compostos sobre o parasita Leishmania (Leishmania) amazonensis.

3.4.1. Citotoxicidade Leishmania (Leishmania) amazonensis

A determinacdo da citotoxicidade (capacidade de uma substancia ou agente danificar ou
destruir células) foi realizada para determinar a concentragdo dos peptideos antimicrobianos
capaz de inibir 50% (ICso) do parasita Leishmania (Leishmania) amazonensis. Essa
metodologia foi feita utilizando a forma promastigota do protozoario Leishmania (Leishmania)
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8 strain), a qual ¢ responsavel por causar a leishmaniose
mucocutanea (LMC). Esses parasitos foram cultivados no meio Schneider, suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB). Apds o seu cultivado, as leishmanias foram plaqueadas em
uma placa de 96 pogos e tratadas com diferentes concentragdes dos peptideos, as quais variaram
de 300 uM a 3,12 uM. As diferentes concentragdes utilizadas no experimento foram obtidas,

por meio de dilui¢do seriada. As placas ficaram incubadas a 23 °C, de 24 a 72 horas. Depois
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deste periodo foi avaliado colorimetricamente, a viabilidade dos parasitos utilizando Brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT), de acordo com a metodologia
proposta por Mosmann (1983). Todas as placas foram lidas a 570 nm em um espectrofotdometro
de placas. O experimento foi realizado em triplicata, sendo que os trés testes foram conduzidos

de forma independente.

As andlises estatisticas para determinar 50% da concentracdo inibitéria (IC50) foram
realizadas no programa GraphPad Prism Software versao 10.0, utilizando a metodologia de
Bonferroni (1936). Os dados foram expressos como média + desvio padrao e as variaveis foram
testadas para normalidade e analisadas de acordo com a distribui¢ao dos dados. Sendo que esses

foram considerados estatisticamente diferentes quando p < 0,05.

3.5. Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos trés peptideos foi avaliada por meio da determinagdo da
concentragdo minima inibitéria (MIC) frente a trés microrganismos: duas cepas bacterianas,

Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e uma cepa fungica, Candida albicans.

3.5.1. Concentracio Minima Inibitoria (MIC)

Para determinar a menor concentragdo dos peptideos antimicrobianos capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos (MIC): bactérias Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e do fungo Candida albicans (ATCC 90028), utilizou-
se as metodologias disponibilizadas no Clinical and Laboratory Standards Institute (CSLI) para

as cepas bacterianas e a metodologia disponivel na EUCAST para a cepa fungica.

O teste foi realizado em placas de 96 pogos, sendo utilizado uma placa diferente para cada
tipo de microrganismo. Para as cepas bacterianas utilizou-se o meio BHI, enquanto para a cepa

fingica usou-se 0 meio RPMI. Os peptideos antimicrobianos e o antifungico (anfotericina B)
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foram solubilizados primeiramente em DMSO e posteriormente adicionou-se meio RPMI até a
concentragdo de 4000 pg/mL, enquanto para preparar o antibidtico (tetraciclina), usou -se o
meio BHI, a solucdo preparada previamente com DMSO até se atingir a concentracdo de 4000

pg/mL.

As concentragdes dos peptideos testadas variaram de 4000 pg/mL a 7,8125 pg/mL e elas
foram feitas, a partir de dilui¢do seriada. O antibiotico e antifiingico utilizados para controle de
morte do experimento foram: a tetraciclina para as cepas bacterianas e a anfotericina B para a
cepa fungica. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas para as bactérias e a 35°C por 48
horas para o fungo. Ao final do experimento, todas as placas foram lidas a 490 nm no

espectrofotdmetro.

O valor da concentragdo minima inibitoria foi determinado a partir dos valores de
absorbancias, sendo que o valor da absorbancia do MIC devera ser a metade do valor do
controle positivo (meio contendo o cultivo das bactérias ou fungo) do experimento. O ensaio

foi realizado em duplicatas independentes.

4. RESULTADOS

Os resultados obtidos, a partir das metodologias utilizadas, estdo descritos nos proximos

subtdpicos.

4.1. Estudos in silico

4.1.1. Estudos dos parametros fisico-quimicos

A partir dos dados obtidos pelo programa ProtParam, foi possivel inferir algumas andlises

sobre os trés peptideos testados. Esses dados foram organizados e apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Pardmetros fisico-quimico dos peptideos

Peptideo 1 (P1) Peptideo 2 (P2) Peptideo 3 (P3)
Numero de
14 16 18
aminoacidos:
Peso molecular (Da) 1523.89 1767.11 2290.66
Ponto isoelétrico (pl) 11.00 12.01 11.84
Total de residuos
N 2 3 7
positivo (Arg + Lys)
indice de
8.86 29.73 68.78
instabilidade
indice Alifatico 167.14 85.62 48.89

Média geral da
hidrofobicidade
(GRAVY)

1.464 (hidrofobico)  0.025 (hidrofobico)  -2.006 (hidrofilico)

Fonte: A autora, 2025.

Todos os trés peptideos apresentam um peso molecular baixo, o qual varia de 1.523,89 Da

até 2.290,66 Da. Além disso, essas moléculas apresentam um ponto isoelétrico (pl) elevado, o

qual ¢ explicado pela quantidade de residuos positivos presente nas estruturas dessas moléculas.

Tanto o P1, quanto o P2 sdo consideradas moléculas estaveis uma vez que o valor do indice

de instabilidade foi menor que 40. Ja o peptideo 3 € considerado instavel, uma vez que seu valor

¢ maior que 40. Para determinar esses valores o programa utilizou-se da Equacgdo 1, onde o

valor de L significa o tamanho da sequéncia e DIWV (x[i]x[i+1]) € o valor de instabilidade do

peso para o peptideo comecando na posi¢ao i (primeiro aminoacido do peptideo). Este calculo

foi realizado pelo proprio programa.
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Equacdo 1 — Instabilidade Index (II)

10 i=L-1
I = <T) « ) DIWV (x[i]x[i + 1]

i=1
O indice Alifatico representa o volume ocupado pelas cadeias laterais alifaticas, dessa
forma, quando o valor desse pardmetro ¢ maior que 92.6, a molécula sera considerada estavel
termicamente. Entretanto, quando esse indice ¢ proximo ou abaixo de 78, os peptideos sdo
classificados como pouco estaveis. Portanto, como os valores para as trés moléculas foram altas,
elas sdo consideradas estaveis termicamente, havendo uma relagdo de estabilidade, a qual segue

a seguinte ordem: P1 > P2 > P3.

Por ultimo, a média geral da hidrofobicidade (Grand Average of Hydropathy, GRAVY)
mostrou que os peptideos 1 e 2 sdo hidrofébicos, apesar do segundo ter uma distribuicao mais
equilibrada, visto que o seu valor de GRAVY ¢ préximo de 0 e o peptideo 3 € hidrofilico, ja que
seu indice € menor que 0. Importante ressaltar que essa medida avalia somente os aminoacidos

presentes em sua sequéncia, nao levando a estrutura da molécula em consideracao.

4.1.2. Modelagem 3D dos peptideos.

Todos os peptideos foram modelados individualmente pelo programa AlphaFold Server, os
melhores resultados estdo representados na Figura 3. As cores dos peptideos demonstram a

confiabilidade da predi¢do de acordo com a métrica pIDDT.

O pIDDT ¢ uma estimativa de confianga por &tomo, a qual varia em uma escala de 0 a 100,
sendo que valores mais altos indicam maiores confianca. O pIDDT visa prever uma pontuagao
IDDT (local Distance Difference Test) modificada que considera apenas as distancias entre os
polimeros. J& a métrica IDDT busca avaliar a similaridade entre uma estrutura de proteina

prevista por modelagem computacional e uma estrutura de referéncia experimental.
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Figura 3 — Modelo 3D dos peptideos 1,2 e 3

Muito alto (pIDDT >90) Alto (90 > pIDDT >70)  Baixo (70 > pIDDT > 50) Muito baixo (pIDDT < 50)

A B

Fonte: A autora, 2025.

A letra “A” da Figura 3 apresenta o peptideo 1 (AAHVVKVRILASFL), ja a “B” mostra o
peptideo 2 (SPGRIPHAAFRFGLLK) ¢ a “C” o peptideo 3 (IRPKKNRQRRYQSLAGYR).
Todos as predicdes obtiveram um plDDT alto, sendo que a coloragdo azul escura de algumas
partes do modelo representa um plDDT maior que 90, enquanto as coloragdes azuil-clara

mostram um pIDDT menor que 90, mas maior que 70.

ApoOs a modelagem 3D dos peptideos antimicrobianos foi realizada a validacao delas.
Primeiramente, utilizou-se 0o QMEANDIsco para averiguar o score global, onde obteve-se os
seguintes valores: 0,28 para o peptideo 1; 0,81 para o peptideo 2 e 0,68 para o peptideo 3. Para
que a qualidade da modelagem seja considerada boa, € necessario que esse score seja maior que
0,6. Apesar de uma das modelagens ter um score abaixo do ideal, utilizou-se de outros

programas para autenticar as predigdes, no qual obteve-se resultados satisfatorios.

Outro método de validagao usado foi o Errat, o qual € responsavel por avaliar o erro das
predicdes. Nesse teste todas as moléculas passaram com 100%, como mostrado nos graficos da

Figura 4.
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Figura 4 — Gréaficos da validagdo pelo Errat
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Fonte: A autora, 2025.

O grafico A, da Figura 4 ¢ referente a validagdo do peptideo 1, enquanto o grafico B esta
relacionado ao peptideo 2, por ultimo o C € respectivo ao peptideo 3. No eixo de erro, duas
linhas sdo tragadas para indicar a confianga com a qual € possivel rejeitar regides que excedam

esse valor de erro.

Por fim, usou-se o grafico de Ramachandran para avaliar os angulos de tor¢ao phi-psi
(sendo phi o angulo de rotacao da ligagdo entre o nitrogénio e Ca, ja o psi € o angulo tor¢ao
entre o carbono a e o carbono carbonilico) para todos os residuos da estrutura, exceto os
residuos de glicina, que sdo identificados separadamente por tridngulos, ¢ os residuos de
prolina, pois eles ndo estdo restritos as regides do grafico. As coloragdes representam as
diferentes regides, sendo que as areas em vermelho correspondem aquelas com as combinagdes
mais favoraveis dos valores phi-psi. Todas as 3 modelagens passaram no teste de Ramachandran

e estdo representadas na Figura 5, 6 ¢ 7.



Figura 5 - Gréfico de Ramachandran do P1.
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Figura 6 - Gréafico de Ramachandran do P2.
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Figura 7 - Gréfico de Ramachandran do P3.
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A figura 5 ¢ referente ao peptideo 1, todos os residuos encontram-se na regido mais

favoravel do grafico (A, B ou L). J& a figura 6 apresenta o peptideo 2, onde assim como o 1,

todos os residuos estdo na regido mais favoravel e hd dois residuos de glicina e 2 de prolina.

Por ultimo, a figura 7 representa o peptideo 3, sendo que 13 residuos se encontram na regido

mais favoravel e 1 residuo estd na regido permitida, além disso, ha 1 residuo de glicina e 1 de

prolina.

4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas de baixo massa molecular

O perfil dos peptideos estd mostrado no gel de poliacrilamida para proteinas de baixa massa

molecular (Figura 8), o qual confirmou que essas moléculas apresentam uma massa menor que

6.500 Da, sendo que elas apresentam massas de: 1523.89 Da (peptideo 1), 1767.11 (peptideo

2) € 2290.60 (peptideo 3).
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Figura 8§ - Gel de poliacrilamida 16,5% para proteinas de baixo massa molecular.

Fonte: A autora, 2025.

No pogo 2 foi aplicado 7 uL do padrao de massa molecular (Ultra Low Range Molecular
Weight Marker - Sigma). Nos pocos 3, 4 e 5, foram aplicados respectivamente 30 ug dos
peptideos 1 (AAHVVKVRILASFL), peptideo 3 (IRPKKNRQRRYQSLAGYR) e peptideo 2

(SPGRIPHAAFRFGLLK).

4.3 Atividade Antiparasitaria

4.3.1. Citotoxicidade

Foram realizados trés ensaios independentes a fim de determinar o IC50 (menor

concentragdo necessaria para inibir a proliferagdo de 50% dos parasitos) dos trés peptideos
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sobre o protozoario Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8 strain) e as

analises estatisticas estdo representadas na figura 9.

Figura 9 — Viabilidade Celular do parasito Leishmania (Leishmania) amazonensis.
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Fonte: A autora, 2025.

Os ensaios formam conduzidos utilizando 300 pM (maior concentracao dos peptideos
antimicrobianos) por um tempo de 72 horas. Em nenhuma dos testes realizados foi possivel
determinar o ICso para qualquer um dos trés peptideos antimicrobianos, visto que nenhuma
concentragao apresentou diferenca estatistica em comparagdao com o controle. Cada ensaio foi
realizado em dias diferentes, com as mesmas condigdes de temperatura. Assim, podemos inferir
que nas concentragdes testadas, os trés peptideos antimicrobianos ndo apresentaram ag¢ao

antiparasitaria sobre Leishmania (Leishmania) amazonensis.

4.4. Atividade Antimicrobiana

4.4.1. Concentra¢cao Minima Inibitéria (MIC)

A partir das absorbancias obtidas nos ensaios foi calculado a menor concentragdo em pg/mL
e posteriormente em uM/L dos peptideos que ¢ capaz de impedir o crescimento microbiano,
tanto das bactérias (Escherichia coli e Staphylococcus aureus), quanto do fungo (Candida

albicans). Esses calculos foram feitos de forma independente para os dois ensaios. Com esses
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resultados foi determinado o MIC de cada peptideo, para cada cepa, por meio de uma média

entre os valores encontrados e construiu-se a Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) em pg/mL

Peptideo 1~ Peptideo2  Peptideo 3  Antifingico  Antibidtico

S. aureus
(ATCC 25923) — 4000 4000 _ 31.25
E. coli
(ATCC 25922) 4000 1000 2000 _ 250
C. albicans
(ATCC90028) 6% 1000 2000 250 )

Fonte: A autora, 2025

As concentracdes minimas inibitorias (MIC) obtidas para S. aureus foram de 4000 pg/mL
(tanto para o peptideo 2 quanto para o peptideo 3, enquanto o peptideo 1 ndo apresentou
atividade inibitoria em nenhuma das concentragdes testadas. Para E. coli, as MICs observadas
foram de 4000 pg/mL para o peptideo 1, 1000 ug/mL para o peptideo 2 e 2000 pg/mL para o
peptideo 3. Nos ensaios com C. albicans, as concentragdes efetivas foram de 62,5 pg/mL para
o peptideo 1, 1000 pg/mL para o peptideo 2 e 2000 pg/mL para o peptideo 3. Para validar o
teste utilizou-se os antibidticos tetraciclina (para as cepas bacterianas) e o antifingico
anfotericina B (para a cepa flngica), os valores encontrados para esses compostos foram 31.25
pg/mL de tetraciclina para S. aureus, 250 pg/mL de tetraciclina para E. coli e 250 pg/mL de

anfotericina B para C. albicans.

A partir das concentragdes encontradas, essas foram convertidas para puM/L utilizando a

Concentracao em mL .
£ hg/ X 1000. Com esses valores foi

formula: Concentracao em pmol/L = Massa molar (g/mol)

construido a Tabela 3.
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Tabela 3 — Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) em pM/L

Peptideo 1 Peptideo 2 Peptideo 3 Antifngico  Antibiotico

S. aureus
(ATCC 25923) _ 2265 1747 _ 70,3
E. coli
(ATCC 25922) 2626 566 874 B 563
C. albicans
(ATCC 90028) 41 566 874 271 _

Fonte: A autora, 2025

5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A peconha de formiga € composta por diversas moléculas, sendo que nela hd uma grande
quantidade de peptideos antimicrobianos, principalmente quando se fala da espécie
Odontomachus chelifer (Menk et al., 2023). Neste presente estudo foi mostrado algumas
caracteristicas de trés peptideos antimicrobianos e catidnicos da formiga Odontomachus
chelifer; como seria sua possivel estrutura tridimensional encontrada na natureza e sua atividade

antimicrobiana.

Os peptideos antimicrobianos foram sintetizados até a sua conformacgao secundaria, sendo
esse processo realizado pelo dicroismo circular. Entretanto, muitas vezes essa técnica pode levar
a formacao de estruturas terciarias como as a-hélice (Muller et al., 2020). Isso condiz com a
estrutura predita de forma in silico, ja que foi possivel observar estruturas a-hélice nas estruturas
tridimensionais. Além disso, esses peptideos podem ser classificados como cationicos devido

aos seus residuos de arginina e lisina, os quais conferem carga positiva a estrutura (Ramalho et

al., 2022).

Apesar do score global do peptideo 1 (0,28) ter dado abaixo do esperado, todas as

modelagens foram consideradas, uma vez que o programa QMEANDisco foi desenvolvido
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especificamente para avaliar modelos proteicos (Studer et al, 2020). Além disso, tanto as
avaliagoes feitas pelo método ERRAT, quanto os graficos de Ramachandran, apresentaram bons
resultados, uma vez que nos peptideos 1 e 2 todos os aminoacidos ocuparam as posi¢des mais
favoraveis do grafico e no caso do peptideo 3, que foi a maioria, mostrando assim a boa

qualidade conformacional das estruturas modeladas pelo AlphaFold Server.

Experimentalmente, esses peptideos exibiram acdo antifingica para a cepa de Candida
albicans e agdo antibacteriana para as cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus (com
excegdo para o peptideo 1). Isso se deve ao fato de que os AMPs, principalmente os catidnicos,
costumam romper de forma nao especifica as membranas bacterianas e fungicas e, ao perturbar
a integridade delas, essas moléculas inibem o crescimento microbiano (Li et al., 2024; Roversi
et al., 2014). Ademais, os peptideos antimicrobianos afetam diversos processos intracelulares
das células bacterianas, tais como: processos metabolicos e de transporte de macromoléculas

(Kozlowska et al., 2014).

Apesar desses peptideos terem agdo antimicrobiana, principalmente P1 para C. albicans
(62,5 pg/mL ou 41uM/L), suas concentragdes minimas inibitoria sdo altas, quando comparada
com outros AMPs catidnicos. Em Téné et al., 2016 a bicarinalin, um AMP sintético derivado
da formiga Tetramorium bicarinatum, mostrou a¢do antimicrobiana a uma concentracao de
17.3uM/L para C. albicans, sendo essa duas vezes menor daquela encontrada neste trabalho.
Além disso, encontrou-se um ICsp de 1.5 umol de bicarinalin para o parasito Leishmania

infantum, contrastando com o que foi encontrado de P1, P2 e P3 para L. amazonensis.

Ao contrario do observado para fungos e bactérias, os peptideos antimicrobianos estudados
nao apresentaram atividade antiparasitaria, especificamente contra o protozoario Leishmania
(Leishmania) amazonensis. Embora esses parasitas possuam uma membrana plasmatica
predominantemente composta por lipofosfoglicano, estrutura com carga negativa que atrai

peptideos catidnicos, a presenga de enzimas como a metaloproteinase Gp63 pode reduzir essa
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carga negativa. Essa modificacdo diminui a interacdo eletrostatica entre os AMPs e o parasito,
além de a Gp63 ser capaz de clivar os proprios peptideos antimicrobianos, comprometendo sua

eficacia. (Junior et al., 2019).

Outro aspecto a ser considerado ¢ que os peptideos antimicrobianos (AMPs) podem atuar
por diferentes mecanismos, sendo os principais: a a¢do direta, mais amplamente conhecida, e a
imunomodulacdo. A agdo direta esta associada a desorganizagdo da membrana e a atuagdo sobre
alvos intracelulares, uma vez que esses peptideos sdo capazes de formar poros na membrana de
diversos microrganismos, além de interagirem com estruturas internas, como DNA e RNA. Por
outro lado, a imunomodulagdo representa uma fungdo menos explorada dos AMPs, estando
relacionada a ativagdo e liberacdo de quimiocinas, diferenciacdo de leucocitos, ativagdo de
macrofagos, desgranulagdo de mastocitos, alteragdes nas células dendriticas e respostas imunes

adaptativas. (Junior et al., 2019).

Portanto, foi visto que os peptideos antimicrobianos estdo presentes na peconha de varios
animais, sendo um deles as formigas, em especial a Odontomachus chelifer, onde essas
moléculas atuam, principalmente, como defesa contra patdégenos externos como bactérias e
fungos (Aili et al., 2014). Neste trabalho observou-se a agdo antimicrobiana, perante duas cepas
bacterianas e uma fungica, de trés peptideos encontrados no transcriptoma da formiga O.
chelifer, além de suas caracteristicas fisicas e quimicas. Desse modo, a partir de sua acao
antimicrobiana, esses peptideos podem apresentar um grande potencial biotecnoldgico e
terapéutico, sendo necessario mais estudos para averiguar esses possiveis potenciais, além de
identificar outras caracteristicas como o mecanismo de a¢do desses peptideos frente os

microrganismos.
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